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Figura 1. Residuos solidos (Bagago, Casca e Frit) originados do processamento do suco de laranja
(OKINO-DELGADO e FLEURI, 2014) modificado.

Figura 2. Analise atual e estimada dos anos 2030 e 2045 no predominio de diabéticos adultos, que possuem
de 20 a 79 anos, em 7 regies do globo: América do Norte e Caribe, América Central e Sul, Africa do Norte
e Oriente médio, Africa, Sudeste da Asia, Europa e Oeste do Pacifico (IDF, 2019).

Capitulo 2

Figura 1. Organograma de reaproveitamento dos residuos do processamento do suco de laranja advindos
diretamente da industria de suco de laranja, coletados logo ap6s o processo de lavagem na separacdo em
extratora JBT FoodTech para utilizagdo de forma isolada e fermentada por A. niger CBMAI 2084.

Figura 2. Organograma de reaproveitamento dos residuos de vinicola ap6s etapa de fermentacdo para a
producdo de vinhos tintos secos e suaves. Denominados como UC - Residuos de uva da variedade Cabernet
Franc e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bord6 utilizados de forma isolada diretamente da indUstria
viticola.

Figura 3. Classificacdo dos residuos de laranja e uva de acordo com o processo de obtencdo enzimatica
adotado. Os residuos de laranja - bagaco, casca e frit - quando utilizados como fonte direta de enzimas
foram denominados de residuos isolados e codificados, respectivamente, como Bl, Cl e Fl. Os residuos de
laranja - bagago, casca e frit - fermentados com fungos, caracterizando-se como fonte indireta de obtengéo
de enzimas, foram denominados de residuos fermentados e codificados, respectivamente, como BF, CF e
FF. Os residuos isolados de uva se distinguiram pela variedade adotada, a saber: UC (residuos de uva da
variedade Cabernet Franc) e UM (residuos mistos de uvas Isabel + Bordd).

Figura 4. Fluxograma das anélises bromatoldgicas seguindo esquema de Weende proposto por Henneberg
em 1864 (Andrigueto el al., 1981) com modificacdo. Sugere a quantificagdo aproximada da composi¢do
centesimal dos residuos isolados e fermentados, ponderando os grupos de compostos quimicos: umidade
ou matéria seca; cinzas ou matéria inorganica; proteina bruta; extrato etéreo; fibra bruta.

Figura 5. Atividades de fitases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. Atividades enzima-
ticas, expressas em U/g.min, dos residuos de laranja e uva isolados (A) e fermentados (B). Atividades
especificas de fitase, expressas em U/g, dos residuos isolados (C) e fermentados (D). Sendo B — Bagaco de
laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, H,O — Agua residual de lavagem dos residuos de laranja,
I — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos mistos
de uvas Isabel + Bordd. Os resultados séo representados em *Médias £ DP da média e letras iguais inferem
gue ndo ha diferengas significativas (p>0,05).

Figura 6. Atividades de lipases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (A) Atividades en-
zimaticas e (B) especificas, por titulacdo, nos residuos isolados, expressos em U/g.min"t e U/g. Atividades
enzimaticas em p-PNP dos residuos isolados (C) e fermentados (D). Atividades enzimaticas em p-NPB dos
residuos isolados (E) e fermentados (F). Sendo B — Bagago de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de
laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos
mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resultados séo representados em *Médias + DP da média e letras iguais
inferem que ndo ha diferencas significativas (p>0,05).

Figura 7. Atividades especificas de lipases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados, expressas
em U/g. Atividades especificas em p-NPP nos residuos isolados (A) e fermentados (B). Atividades especi-
fica em p-PNB das fragdes isoladas (C) e fermentadas (D). Sendo B — Bagaco de laranja, C - Casca de
laranja, F — Frit de laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc
e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resultados sé@o representados em *Médias + DP da
média e letras iguais inferem que nao ha diferencas significativas (p>0,05).
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Figura 8. Atividades de proteases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. Atividades enzi-
maticas, expressa em U/g.mint, nos residuos vegetais isolados (A) e fermentados (B). Atividades especi-
ficas, expressa em U/g, nos residuos vegetais isolados (C) e fermentadas (D). Sendo B — Bagaco de laranja,
C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, H,O — Agua residual de lavagem dos residuos de laranja, | —
Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos mistos de
uvas Isabel + Bordd. Os resultados sdo representados em *Médias + DP da média e letras iguais inferem
gue nao ha diferencas significativas (p>0,05).
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Figura 1. Representacdo da leitura de avaliacdo qualitativa da atividade antimicrobiana por difusdo em
discos, na qual CP — controle positivo dado pela adicdo dos antibiéticos; CN — controle negativo realizado
pela solucdo etanol 99,8%; TP — triplicatas do extrato dos residuos testado.

Figura 2. Esquema ilustrativo do processo de atividade mitocondrial (MTT) aplicado em células endoteli-
ais (HUVEC) cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), utilizando-se trés concentra-
¢Oes dos extratos: 5, 10 e 15%.

Figura 3. Atividades antioxidantes dos extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados.
Sendo B — Bagago de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, H.O — Agua residual de lavagem
dos residuos de laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e
UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resultados sdo representados em *Médias + DP da média
e letras iguais inferem que ndo ha diferencas significativas (p>0,05).

Figura 4. Avaliacdo da formac&o de halos inibitorios em 72h a partir de anélises de difusdo em discos com
extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (E) Linhagens de A. fumigatus 10C 0081.
Imagens do verso de cada placas numeradas de 1 a 8, sendo que os extratos de residuos foram ordenados
em (1-2) Bagaco de laranja isolado e fermentado, (3-4) Casca de laranja isolada e fermentada, (5-6) Frit de
laranja isolado e fermentado, (7) UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e (8) UM - Residuos
mistos de uvas Isabel + Bord6.

Figura 5. Avaliacao do aparecimento de halos inibitorios em 24h a partir de analises de difusdo em discos
com extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (A) Linhagens de E. coli ATCC 8739,
(B) Linhagens de S. aureus ATCC 1901. (1-8) Extratos de residuos ordenados em (1-2) Bagaco de laranja
isolado e fermentado, (3-4) Casca de laranja isolada e fermentada, (5-6) Frit de laranja isolado e fermentado,
(7) UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e (8) UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd.

Figura 6. Avaliacdo da formac&o de halos inibitérios em 24h a partir de analises de difusdo em discos com
extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (C) Linhagens de L. monocytogenes (ATCC
7644), (D) S. enteritidis (ATCC 13076). (1-8) Extratos de residuos ordenados em (1-2) Bagaco de laranja
isolado e fermentado, (3-4) Casca de laranja isolada e fermentada, (5-6) Frit de laranja isolado e fermentado,
(7) UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e (8) UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bord®6.

Figura 7. Atividades de inibicdo de a-amilase dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. Sendo
B — Bagaco de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos
de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bord6. Os resultados sdo
representados em *Médias + DP da média e letras iguais inferem que ndo ha diferencas significativas
(p>0,05).

Figura 8: Extratos de laranja e uva afetam viabilidade de células endoteliais de veias do corddo umbilical
humano (HUVEC). Apds o periodo de tratamento, com os diferentes extratos, as células foram avaliadas
quanto a citotoxicidade por incorporacdo de sal MTT e a citotoxicidade foi comparada a porcentagem do
controle. B — Bagago de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC
- Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resul-
tados sdo representados em *Médias + DP da média, e letras iguais inferem que ndo ha diferengas signifi-
cativas (p>0,05).

Figura 9: Efeitos de extratos de laranja em marcadores de angiogénese. As células tratadas com os dife-
rentes extratos, foram coletadas em TriZOL para extracdo de RNA. A expressdo relativa (mMRNA) foi nor-
malizada pelo controle. O cDNA sintetizado foi utilizado para investigar a expressdo génica: A) VEGF, B)
nNOS, C) iNOS, D) eNOS, E) HIF1-a, F) HIF-5 e G) INF-y. Os valores foram normalizados por valores de
expressdo do 18s e os graficos representam n = 3. *p<0.05; **p<0.0063; ***p<0.0002; ****p<0.0001:
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Diferenga estatistica quando comparado ao grupo controle. *p<0.05; **p<0.0063; ***p<0.0002;
*#**n<0.0001: Diferenca estatistica quando comparado ao grupo CF.
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Preambulo

Atualmente, a procura por tecnologias em bioprocessos que abaixem o custo de
producdo de biomoléculas com alto valor agregado e apresentem garantias de altos niveis
de rendimento comercial é intensa. Alternativas nessa area de estudo, com residuos
agroindustriais pouco explorados ou diminuigédo de etapas no processo sdo comumente
empregadas para viabilizar a produgéo de enzimas e compostos bioativos. Diante dessa
questdo, o cerne desta pesquisa se concentra em investigar os residuos de laranja prove-
nientes da fabricacdo de suco e os residuos de uva advindos de vinicolas como fontes
brutas para obtencgéo de enzimas (fitases, lipases e proteases) e perquirir acerca de com-
postos bioativos com acdes bioldgicas. Dessa forma, para melhor clareza e discussao dos
resultados alcancados, esta dissertacdo se divide em trés capitulos. O Capitulo 1 apresenta
0 panorama geral, a partir de revisdo atenta dos residuos e das enzimas estudadas, bem
como suas atividades bioldgicas. J& o Capitulo 2 quantifica as macromoléculas existentes
nos residuos brutos, através da caracterizacdo bromatoldgica dos mesmos e aborda 0s
resultados obtidos para as atividades enzimaticas. Por fim, o Capitulo 3 discute a bioati-
vidade encontrada nos compostos bioativos dos residuos trabalhados, como as a¢fes an-
tioxidantes, antimicrobianas, antidiabéticas, anti-inflamatdrias e citotoxicidade celular. O
estudo procura promover levantamento de informagGes sobre o potencial biotecnolégico
dos residuos de uva e laranja, além de propor modelo de bioprocesso mais préximo a

realidade industrial.
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Capitulo 1: Reviséo Bibliografica: Biomoléculas de residuos de laranja e uva - obten-
cao direta e indireta

Resumo

A produgdo de laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck) e uvas (Vitis vinifera e Vitis labrusca)
sdo culturas de extrema importancia para a economia brasileira. Os residuos dessas frutas,
gerados em grande quantidade no processamento industrial, despontam em varios estudos
como fontes de compostos bioativos (enzimas e antioxidantes) interessantes para diversas
aplicacdes biotecnoldgicas. Os métodos de obtencdo das biomoléculas séo cruciais para
baratear o bioprocesso, assim, os residuos isolados (utilizacdo direta) e fermentados (uti-
lizacdo indireta) sdo discutidos como alternativas limpas as tecnologias de sintese qui-
mica por deterem vantagens sustentaveis e econémicas. As enzimas de alto valor comer-
cial como fitases, lipases e proteases sao amplamente utilizadas em processos cataliticos
por disporem de propriedades bioquimicas versateis e com vastos campos de aplicagao.
O potencial bioldgico dos residuos de laranja e uva é ampliado pelas acdes antioxidante,
antimicrobiana, antidiabética, anti-inflamatdria e de modulacéo celular. Dito isso, a pre-
sente revisdo enfatiza a obtencdo enzimatica de biomoléculas a partir de residuos de la-
ranja e uva isolados e fermentados, além de investiga-los como potenciais fontes de ati-

vidades bioldgicas diversas.

Palavras-chave: Citrus sinensis L. Osbeck, Vitis vinifera e Vitis labrusca, enzimas, com-

postos bioativos, acdo bioldgica.
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Abstract

The orange (Citrus sinensis L. Osbeck) and grape (Vitis vinifera e Vitis labrusca) are
extremely important crops for Brazilian economy. The residues of these fruits, generated
in large quantities in industrial processing, it appears in several studies as bioactive com-
pounds sources (enzymes and antioxidants) interesting for various biotechnological ap-
plications. The methods of obtaining are essential to lower the cost of bioprocess, thus,
the isolated (direct use) and fermented (indirect use) bioprocess are discussed as clean
alternatives to chemical synthesis technologies, due to its sustainable and economic ad-
vantages. The high commercial value enzymes like phytases, lipases and proteases, are
widely used in catalytic processes because they have versatile biochemical properties and
vast applications fields. The biological potential of orange and grape residues is amplified
by antioxidant, antimicrobial, antidiabetic, anti-inflammatory actions and cell modula-
tion. So, the present review emphasizes the enzymatic obtain of biomolecules from iso-
lated and fermented orange and grape residues, besides investigating them as potential

source of diverse biological activities.

Key Words: Citrus sinensis L. Osbeck, Vitis vinifera and Vitis labrusca, enzymes, bio-

active compounds, biological activities.
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1.1. Residuos e subprodutos agroindustriais

Em relatorio divulgado pela ONU (2019), o crescimento populacional mundial al-
cancara o patamar de 9,7 bilhdes de pessoas nos proximos 30 anos. Esse contexto contri-
buira para o aumento da demanda global por alimentos, porém ainda s&o registrados des-
perdicios da ordem de 1,3 bilhdo de toneladas anuais, 0 que equivale a aproximadamente
33% do total de alimentos produzidos no mundo (FAO, 2019a).

No Brasil, esse desperdicio de alimentos é calculado em 26,3 milhdes de toneladas
por ano (CEDES, 2018), representando cerca de 10% da producéo brasileira, dos quais
mais de 40% referem-se a frutas e hortalicas. Além disso, integra o conjunto de paises da
Ameérica Latina e Caribe que juntos somam desperdicios de até 20% da quantia mundial
de alimentos, que sdo perdidos nos processos de colheita até o varejo (FAO, 2019b).

A economia brasileira é fortemente pautada na producgdo agricola. O volume do
processamento associado ao armazenamento, distribuicdo e colheita inadequado provoca
perdas ao longo de todo o processo, como ocorre para as culturas do milho, soja, trigo,
cana-de-acgucar, arroz, café, mandioca, frutas, entre outras (SANTOS et al., 2018). Tal
desperdicio pode resultar em prejuizos na escala de R$ 112 bilhdes anuais (TOCHETTO
etal., 2010).

Nesse cenério, se faz necessario diferenciar o uso da terminologia “residuos agroin-
dustriais” e “subprodutos”. Tais definigdes divergem em muitos estudos na literatura,
sendo que alguns discutem que o0s residuos correspondem a todas as substancias que sao
descartadas durante a cadeia produtiva (ONYEONAGU e NJOKU, 2010); ja subproduto,
trata-se de qualquer substancia oriunda do processo de producdo que possa ser direta-
mente comercializado, de forma que ndo cause danos a satde ou algum impacto ambiental
e, assim contribui para obter valor agregado ao que antes era residuo (BRASIL, 2011).

Ao analisar o raciocinio econémico adotado por Santos et al. (2018), os residuos,
portanto, possuem pouco ou nenhum valor comercial conferido a eles, além disso, muitas
vezes sdo direcionados a destinos menos nobres, no entanto, ha ainda excedentes subno-
tificados que ndo séo aproveitados e sdo descartados e/ou a industria processadora neces-
sita trata-los de maneira adequada antes do descarte final (MARTINEZ et al., 2012). As
finalidades corriqueiramente adotadas para o descarte sdo: incineragdo, incremento de
racao, adubagem e aterros sanitarios (WU et al., 2014; BACKES et al., 2007). Em atenc¢éo
aos termos discutidos, foi utilizado, de forma mais apropriada neste trabalho, a expresséo

“residuos” aos descartes de producdo explorados.
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Ha inumeras variedades de residuos ou subprodutos suscetiveis a servir como fon-
tes para a aquisicdo de biomoléculas de alto valor comercial: bagaco de cana-de-agUcar;
farelos de trigo, soja e mandioca; casca de café; sabugo de milho; caroco e casca de frutas
em geral (OLIVEIRA et al., 2018; CASTRO e SATO, 2013; HASHEMI et al., 2010);
entretanto, os residuos promissores que serdo destacados neste trabalho sdo relacionados
a citricultura e vinicultura brasileira. Esses sdo gerados em milhdes de toneladas em todo
ano e representam excedentes descartaveis durante o processo produtivo, por isso, cor-

respondem a residuos da citricultura e vinicultura.

1.1.1. Residuos da Citricultura

O comércio mundial de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) produziu no Gltimo ano
cerca de 50 milhdes de toneladas da fruta e ja no inicio de 2020, a CITRUSBR (2020)
relatou aumento de 26,6% na exportacdo total dos sucos congelado e concentrado (FCQOJ),
e o pasteurizado (NFC) nos seis primeiros meses da safra.

O Brasil ocupa a primeira posi¢cdo mundial no ranking de producao e exportacéo de
suco de laranja, seguido de Estados Unidos com 4,9 milhdes de toneladas. Na safra de
2019, foram produzidas 17 milhdes de toneladas de laranja, exportando US$ 1,7 bilhdo
em suco (CITRUSBR, 2019). No pais, a producédo é bem-estabelecida e reconhecida, en-
tretanto, estima-se que 43% da fruta se transforme em residuos no final do processamento
de suco. Dessa forma, somente no Gltimo ano foram geradas mais de 8 milhGes de tone-
ladas de residuos (OKINO-DELGADO et al., 2018a; CYPRIANO et al., 2016; MAR-
TINI, 2009; LANZA, 2003).

As variedades de laranjas mais consumidas no Brasil séo: Bahia, Péra, Natal, Va-
Iéncia, Hamlin, Westin e Rubi (CITRUSBR, 2020). Os residuos de laranja da variedade
Péra sdo objetos de estudo neste trabalho, ndo somente por se tratar da variedade mais
consumida dentre as demais, devido as suas caracteristicas organolépticas: sabor doce e
acidez suave (EMBRAPA, 2013; MATTOS JUNIOR et al., 2005), mas pelos resultados
de estudos prévios na investigacdo dos componentes e propriedades de variedade de la-
ranja mais consumidas para suco (FRANCISCO et al., 2019; PEREIRA, 2017; OKINO-
DELGADO e FLEURI, 2014).

A JBT FoodTech detém linha de extratoras que representa 75% do maquinario
mundial para producdo de suco citrico caracterizada por ser totalmente mecanica e ndo
alterar as propriedades bioquimicas das biomoléculas. Nesse processo sdo gerados trés

tipos de fragdes distintas de residuos solidos (Fig. 1) a saber: o bagaco, a casca e o frit,
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ademais, a agua residual do processo de lavagem dessas fracbes também gerada como
residuo aquoso (JBT FOODTECH, 2019). Essas fracbes consistem em material lignoce-
lulésico rico em compostos como pectinas, 6leos essenciais, ligninas, vitaminas, agucares
sollveis, entre outros (OKINO-DELGADO et al., 2018b; OKINO-DELGADO e
FLEURI, 2016; REZZADORI et al., 2012; ARANHA, 2011).

Figura 1. Residuos s6lidos (Bagaco, Casca e Frit) originados do processamento do suco de laranja
(OKINO-DELGADO e FLEURI, 2014) modificado.

Tais substancias podem ser aplicadas em diferentes areas de estudo, como Saleem
e Saeed (2020) que demonstraram o emprego das cascas de laranja como agente antimi-
crobiano natural. Outros estudos no campo farmacéutico sdo desenvolvidos sobre com-
postos fenolicos citricos com potencial antioxidante (OZTURK et al., 2018). Pereira
(2017) mostrou que os residuos de laranja apresentaram aptiddo em reduzir radicais de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) em até 70% e avaliou a citotoxicidade sobre trés li-
nhagens celulares: HaCat (queratindcitos humanos), NHI-3t3 (fibroblastos de camun-
dongo) e SCCY (carcinoma epidermdide bucal).

Nas féabricas téxteis, esses residuos podem ser utilizados como corantes naturais
(KUMAR e DHINAKARAN, 2017). No campo da biotecnologia, sdo empregados em
estudos para producdo de biocombustiveis (OKINO-DELGADO et al., 2017; SANTOS
et al., 2015) e ainda, na absor¢éo de herbicidas em matrizes aquosas (PANDIARAJAN et
al., 2018).

Os residuos de laranja também s&o explorados na alimentacdo de ruminantes (LO-
PEZ et al., 2010) e como suplemento na racdo de aves (PAULO et al., 2019) e peixes
(VICENTE et al., 2019). Notoriamente, tais residuos estdo sendo reaproveitados como

subprodutos em inimeros campos biotecnologicos.
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1.1.2. Residuos da Vitivinicultura

No ambito da vitivinicultura (producédo de vinhas e vinhos), a produgédo de vinhos
representa uma das maiores atividades agricolas do mundo. Contabilizada em 29,2 bi-
Ines de litros em 2018, representa recuperacao de 17% em relagdo ao ano anterior. Se-
gundo relatério da OIV (International Organisation of Vine and Wine), nesse mesmo ano,
o cultivo global de uva foi da ordem de 78 milhdes de toneladas (OIV, 2019) e cerca de
80% da colheita foi destinada a fabricacdo de vinhos ocasionando geracdo de residuos
(casca, talos e semente) estimados em 20% do peso processado da fruta (TEIXEIRA et
al., 2014). Isso representa excelente recurso nutritivo com potencial comercial e biotec-
noldgico ainda pouco explorado.

A produgdo de uvas no Brasil representa 1,5 milh&o de toneladas/ano, sendo que
50% destina-se a uvas de mesa, 24,5% para producdo de vinhos, 24,5% para producdo de
sucos e 2% para confeccdo de produtos industrializados (EMBRAPA, 2020). Somente
nas exportacdes em 2018, foram arrecadados US$ 8,42 milhdes correspondendo ao au-
mento de 182% do rendimento nos periodos calculados de 2005 a 2018. Em 2019, o Brasil
exportou 3,7 milhdes de litros de vinhos e espumantes (CONAB, 2020) representando
recuo de 7,5%, em comparacdo ao ano anterior, devido as chuvas de granizo que atingi-
ram as safras de 2018-2019. Esse perfil viticola abre perspectivas diferenciadas no que
diz respeito aos produtos obtidos da uva, uma vez que com as fortes chuvas, a colheita
n&o pode ser aproveitada para os fins de producdo de vinhos e sucos, mas pode servir para
reaproveitar inclusive os residuos provenientes da cadeia produtiva (EMBRAPA, 2018).

No Rio Grande do Sul, a producédo é a maior do pais, com 614,3 mil toneladas de
uva (IBRAVIN, 2020). O Brasil exportou cerca de 39,8 mil toneladas de uvas frescas e
arrecadou US$ 88 milhGes, aproximadamente, 88% das exportacbes do cultivo da uva
(CONAB, 2020).

A principal espécie de uva destinada a producdo de vinho é a Vitis vinifera
(MELLO, 2014) e uma das variedades de maior volume processado é a Cabernet Sauvi-
gnon (RIZZON e MIELE, 2002). No entanto, essa cultivar atinge niveis de maturagéo
tardios e para tanto, a variedade Cabernet Franc, com maturagdo adiantada em aproxima-
damente 20 dias, mostra-se como alternativa de substituicdo em vinhedos pelo risco da
Cabernet Sauvignon ndo amadurecer completamente, principalmente em anos frios ou
com volume acentuado de chuvas (BRIGHENTI et al., 2013). Além disso, a variedade

Cabernet Franc produz vinhos mais suaves com maior teor de taninos, acidez controlada
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e forte presenca de aromas herbais, perfume de notas frescas e citricas (WINES OF
CHILE, 2019). Existem poucos estudos que abordem essa variedade em quaisquer esferas
0 que se torna uma lacuna muito interessante a ser aprofundada.

Resumidamente, para o entendimento dos residuos utilizados nesta pesquisa, as eta-
pas da vinicultura séo: colheita, desengace e esmagamento, prensagem, fermentacao, tras-
fega, clarificacdo e estabilizagcdo, amadurecimento e engarrafamento (RIZZON et al.,
2003). Apds o término da fermentagdo, para a producdo de vinhos tintos secos (teor de
acucar toleravel em 4,0 g/L), ocorre a transferéncia de residuos solidos e leveduras para
um tanque limpo - é nessa fase que os residuos da uva séo liberados no processo. Porém,
para producdo de vinhos tintos suaves, com teores de agtcar maiores que 20 g/L, 0s resi-
duos passam por novas fermentagdes para reutilizar sua coloragdo, ocasionando até em
mistura de residuos de variedades diferentespara intensificar a coloracédo do vinho (BRA-
SIL, 1988).

O conteudo resultante da producéo se constitui em bagaco (casca e sementes) com
rica composicao funcional e de alto valor nutritivo, apresentando contetido fendlico em
torno de 75% (ZHU et al., 2012; GHAFOOR et al., 2010; RUBILAR et al., 2007), como
antocianinas, cianidinas, flavonoides, acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, e es-
tilbenos (FLAMINI et al., 2013; ROCKENBACH et al., 2011), exibindo propriedades
antioxidativas (GRAEBIN et al., 2015), que podem ser aplicados nas areas farmacéuticas
e cosmeéticas (SOUZA e FERREIRA, 2010). Essas substancias apresentam a capacidade
de combater os radicais livres no organismo diminuindo riscos de doengas como cancer,
Parkinson e Alzheimer (DEL FOLLO-MARTINEZ et al., 2013).

Outros trabalhos direcionam os residuos de uva para inddstrias alimenticias na pro-
ducdo de corantes, saborizantes, aromatizadores, farinhas para pées e biscoitos; e em in-
dustrias de biocombustivel para producdo de biodiesel e bioetanol de 22 geracdo (GAR-
CIA, 2019; FURLAN, 2015; ROSSI e DOS SANTOS, 2014; BAMPI et al., 2010).

Em relagcdo a magnitude da geracgéo de residuos agroindustriais, algumas estratégias
para minimizar esses obstaculos estdo sendo desenvolvidas no ambito tecnoldgico, por
meio do reaproveitamento da biomassa em bioprocessos para a obtencdo de substancias
bioativas como enzimas, pigmentos, biocombustiveis, antibioticos, entre outras, com alto
valor agregado e bioquimico. Essa recuperacdo colabora na reducdo dos impactos ambi-
entais e custos de producdo (CUNHA et al., 2016).
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1.1.3. Obtencao direta e indireta das biomoléculas a partir de residuos

Compostos bioativos com diferentes aplicacdes biotecnoldgicas podem ser obtidos
por fontes de origem animal, vegetal ou microbiana (NEVES, 2014). As enzimas vege-
tais, as quais podem ser obtidas de residuos isolados (fonte direta), sdo vistas como mais
seguras por serem naturais e, consequentemente, sdo empregadas com maior frequéncia
nos processos farmacéuticos e alimenticios (FLEURI, 2016; SETH et al., 2014).

Apesar dos beneficios das enzimas vegetais, calcula-se que dentre 500 produtos
industriais produzidos com enzimas, pelo menos 150 (30%) utilizam enzimas de micro-
organismos (ZANUTTO-ELGUI, 2019; KUMAR e SINGH, 2013). O fato das enzimas
microbianas ocuparem posicdo de destaque nas aplica¢cfes industriais, esta diretamente
relacionado as possibilidades de produzir multiplos produtos e se utilizar de grande vari-
edade de residuos como substrato (fonte indireta) para o crescimento de micro-organis-
mos. A combinacdo de diferentes substratos e parametros proficua em biomoléculas com
pluralidade de propriedades cataliticas, ademais, os fungos filamentosos liberam as enzi-
mas produzidas diretamente no meio em que estdo, o que facilita a recuperacao das mes-
mas (CASTRO e SATO, 2013; MUTHULAKSHM I et al., 2011).

Apesar de alguns estudos afirmarem que as enzimas vegetais possam ser mais ba-
ratas do que as microbianas (MOUNGUENGUI et al., 2013), os inconvenientes de tempo
de obtencdo, granulometria e manejo, tornam as enzimas microbianas mais exploradas
pela indUstria.

A producdo de enzimas microbianas faz-se por processos fermentativos, nos quais
os residuos agroindustriais podem ser utilizados como substrato e caracterizar a forma
indireta de obtengdo de biomoléculas (ATHANAZIO-HELIODORO et al., 2018;
FLEURI, 2016). Os processos fermentativos, fermentacdo em estado sélido (FES) e fer-
mentacdo submersa (FS), sdo elucidados pela Tabela 1 e a prevaléncia da FES sobre a FS
de acordo com diversos fatores.

As vantagens proeminentes da FES sobre a FS se permeiam em aspectos econémi-
cos, rendimento da producéo, facilidade da técnica e recuperacdo dos produtos concen-
trados. Porém, alguns fatores ainda dificultam a disseminagdo da FES na industria. Os
biorreatores utilizados ainda ndo contemplam escalonamento para grandes processos in-
dustriais, se tornando um dos principais entraves da aplicacdo dessa fermentacdo. Além
disso, para o crescimento dos micro-organismos é preferivel que o tempo de cultivo para

a esporulacdo seja 0 mais curto possivel para evitar gastos com periodos de laténcia dos
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esporos. Por se tratar de meio de cultivo solido, dificuldades de controle de pH, umidade,

oxigenacdo e homogeneidade sdo consideradas (MIENDA e IDI, 2011).

Tabela 1. Comparativos entre as fermentagdes em estado solido e submersa (ARORA et

al., 2018).

FES

FS

Umidade Relativa

Meio fermentativo

Ambiente natural

Produtividade vo-
lumétrica

Processo e obten-
¢éo do produto

Aspectos ambien-
tais

Volume do reator e risco de contaminacéo
(<). .

Néo ha aparecimento de espumas.

Custo do tratamento de efluentes: baixo

Baixo custo e natural.
Suplemento mineral minimo.

Mimetismo do ambiente natural dos fun-
gos.

Produtividade relatada comparativamente
mais alta.

Processo simplificado, o produto é alta-
mente concentrado.

O reaproveitamento de residuos naturais
como substrato mantém a energia de bio-
massa.

Volume do reator e risco de contami-
nacao (>).

Ha o aparecimento de espumas.

Custo do tratamento de efluentes: alto

Utilizacdo de produtos quimicos alta-
mente purificados elevando o custo.

Substrato dissolvido ndo proporciona o
habitat natural para fungos.

Menor produtividade volumétrica é
frequentemente associada ao FS.

A concentracdo e purificagdo do pro-
duto encarecem o processo.

Sustentabilidade ambiental significa-
tiva ndo € possivel com o uso de cons-
tituintes de meios sintéticos e processa-
dos de alto grau analitico.

Dessa forma, pode-se vislumbrar a obtencdo de biomoléculas a baixo custo reapro-
veitando residuos isolados (fonte direta) e fermentados (fonte indireta) de acordo com as
caracteristicas bioguimicas mais adequadas ao bioprocesso escolhido e aplicacdo dese-

jada.

1.2. Enzimas

Nas Ultimas décadas, a procura por tecnologias limpas estd mobilizando grandes
empresas a investirem em processos enzimaticos em substituicdo as catalises quimicas
(CHOI et al., 2015). Em 2018, a producdo de biocatalisadores contabilizaram US$ 5,5
bilhGes no comércio mundial, com percentual de crescimento pautado em 4,9% ao ano,
estima-se 0 aumento de US$ 7 bilhdes até o ano de 2023 (BCC RESEARCH, 2018).

Atualmente, a politica brasileira de biocatalisadores se fundamenta, primordial-
mente na importagdo de enzimas, além disso, utiliza-se pouco dessas biomoléculas pro-

duzidas ou importadas nas industrias em relacdo a outros paises. Sendo assim, é necessa-
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rio incorporar esta realidade de tecnologia enzimatica ao contexto brasileiro (MON-
TEIRO e SILVA, 2009). Esse cenario abre perspectivas diferenciadas para a obtencdo
dessas substancias de grande valor agregado por diversas metodologias ja mencionadas.

1.2.1. Fitases

As fitases (E.C. 3.1.3.26) possuem capacidade de hidrolisar o acido fitico em fos-
fato inorganico e fosfato mio-inositol (JOSHI e SATYANARAYANA, 2015; BOHN et
al., 2008), através da desfosforilacéo do fitato e formacédo de isdmeros.

As classes de fosfatases determinadas pela IUPAC (Unido Internacional de Qui-
mica Pura) podem ser classificadas através de sua regiosseletividade e o pH da atividade
enzimatica. Sendo assim, elas podem ser denominadas de 3-fitase (EC 3.1.3.8 ou mio-
inositol hexacisfosfato 3-fosfo-hidrolase) ou 6-fitase (EC 3.1.3.26 ou mio-inositol hexa-
cisfosfato 6-fosfo-hidrolase) de acordo com o local do primeiro fosfato a ser hidrolisado
(SELLE e RAVINDRAN, 2007). Em relacdo ao pH 6timo, sdo nomeadas de: fosfatases
acidas histidinas com pH em torno de 5,0; ou fitases alcalinas com atividades mais proe-
minentes em torno do pH 8,0 (BARUAH et al., 2007).

O é&cido fitico (fitato) é a principal estrutura de armazenamento de fésforo nos ve-
getais, porém na dieta foi considerado um componente antinutricional por quelar forte-
mente a alguns cations, afetando a absor¢édo e digestdo de minerais: célcio, cobre, ferro,
magnésio, potéssio e zinco (KONIETZNY e GREINER, 2003). Além disso, varias inves-
tigacOes atestaram que o fitato altera as estruturas proteicas, modificando o comporta-
mento das mesmas (O'DELL e DE BOLAND, 1996). Também se aglomeram com car-
boidratos diminuindo sua degradacao e inibindo a acdo da amilase (SELLE et al., 2000),
e lipideos, criando o complexo lipofitina que pode desenvolver sabdes metélicos no lU-
men do intestino (VOHRA e SATYANARAYANA, 2003).

A acdo da fitase, portanto, se estabelece para impedir a formacdo de complexos
fitato-macromoléculas, atenuando os efeitos negativos e diminuindo a eutrofizacdo nos
ambientes aquaticos, uma vez que reduz a quantidade de fosforo liberados nas fezes de
animais aquaticos, por exemplo (VICENTE et al., 2019; NOVELLI et al., 2016; SAPNA
e SINGH, 2016).

Entretanto, outros autores relatam algumas propriedades benéficas do fitato na ali-
mentagdo. De acordo com Vucenik e Shamsuddin (2003) e Shamsuddin (2002), foram
avaliados potencial anticarcinogénico do fitato. Além disso, Minihane e Rimbach (2002)

atestaram o efeito antioxidante da molécula, explicacdes que se baseiam em estruturas
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tridimensionais especificas da complexacdo com o ferro que impedem a geracédo de radi-
cais hidroxila. O papel dietetico foi observado e revelou que o fitato pode diminuir a
resposta a glicose sanguinea e regular a secrecao de insulina pelo pancreas (THOMPSON,
1993). Sendo assim, a influéncia do fitato na dieta necessita de mais estudos para deter-
minar em quais circunstancias se estabelece sua vilania ou beneficio (KUMAR et al.,
2010).

1.2.2. Lipases

As lipases (E.C. 3.1.1.3) possuem habilidade de hidrolisar triacilglicerdis ou sinte-
tizar ésteres de acidos graxos (MIRANDA et al., 2015) a partir de interface éleo-agua.
Dessa forma, esses biocatalisadores possuem a capacidade de reverter as reagdes quimi-
cas quando em condicGes de pouca ou nenhuma presenca de agua. Essas reacdes se refe-
rem a esterificacdo e transesterificacdo (VESCOVI, 2012).

Como elucidado por Andualema e Gessesse (2012), as lipases apresentam proprie-
dades distintas de especificidade, estabilidade e regiosseletividade (BARBOSA et al.,
2015). Despontaram com grande potencial no mercado superexplorado de lipideos avali-
ado em bilhGes de ddlares (JOSEPH et al., 2008), o que se deve também as pesquisas com
clonagem e expressdo dessas enzimas em micro-organismos. No entanto, alguns pontos
negativos acerca das lipases sdo discutidos, como o fato delas agirem de maneira mais
eficiente em condicGes moderadas de pH e temperaturas e possuirem atividade enzimatica
muito mais fraca em comparacdo com os catalisadores quimicos em processos de altas
temperaturas, por exemplo, aumentando custos de producdo e consumindo mais tempo
do processo (SINGH e MUKHOPADHYAY, 2012).

As lipases dispdem de ampla atuacdo em industrias de detergentes, farmacéuticas,
alimenticias (aditivos alimentares), fabricas de papel (controle da formacéo de hidrocar-
bonetos residuais resultantes da formulacdo de papel, chamado de pitch), biopolimeros,
cosméticos, biodiesel e biossensores (ANOBOM et al., 2014; FLEURI et al., 2014;
SINGH e MUKHOPADHYAY, 2012). A partir das reagdes de hidrolise, pode ser utili-
zada para biorremediacdo de dleos e gorduras no ramo da oleoquimica (OKINO-DEL-
GADO et al., 2017; NWOBI et al., 2006).
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1.2.3. Proteases

As proteases (E.C. 3.4.21.12) sdo enzimas ubiquas extremamente hé&beis em hidro-
lisar ligacGes peptidicas de proteinas, podendo atuar em ligagcOes ésteres e amidas (KO-
BLITZ et al., 2014). Correspondem a 60% do mercado mundial enziméatico e mais de
25% das enzimas produzidas para aplicacao industrial (NOVELLI et al., 2016; CASTRO
e SATO, 2013; RAMAKRISHNA et al., 2010). De acordo com seu comportamento sdo
classificadas em endopeptidases e exopeptidases, dependendo se atuam no interior ou na
extremidade da cadeia polipeptidica e do sitio de acdo dessas enzimas nas proteinas (TA-
VANO, 2013).

Como qualquer outra enzima, a acdo das proteases esta diretamente condicionada
as condigdes bioquimicas como faixas de temperatura e pH 6timos, estabilidade enziméa-
tica, afinidade e especificidade ao substrato e ao sitio ativo. Todos esses aspectos sao
relevantes, pois podem comprometer o poder hidrolitico da enzima (MOLINA et al.,
2013).

Enzimas proteoliticas possuem funcdo primordial participando de inimeros e com-
plexos processos metabolicos. Elas apresentam papel importante no catabolismo de pro-
teinas, disponibilizacdo de hormdnios, mecanismos de defesa, transporte intramembrana,
coagulacdo sanguinea, crescimento de tumores, regulacao da expressao génica e apoptose
celular (NEVES, 2014; KONNO et al., 2004; POZA et al., 2003; GODFREY e WEST,
1996).

Tais enzimas podem ser utilizadas em inimeros processos biotecnoldgicos. No am-
bito alimenticio, atuam em cervejarias, industria de laticinios e amaciante de carne (CAS-
TRO e SATO, 2013; MAZORRA-MANZANO, 2013); na industria téxtil, auxiliam no
processamento do couro, degomagem da seda e retirada de pele animal; no campo farma-
céutico, seu uso é destinado para atividades digestivas, nutracéuticas, inflamatdrias, pro-
dutos para limpeza de lentes de contato e remocdo de prata de raio-x; no tratamento de
agua e esgotos (JOSHI e SATYANARAYANA, 2013; FORNBACKE e CLARSUND,
2013; ZAMBARE et al., 2011; PAWAR et al., 2009).

1.3. Atividades biologicas dos residuos de laranja e uva

Moléculas tidas como compostos bioativos em plantas sdo provenientes do meta-
bolismo secundario vegetal que eliciam efeitos farmacoldgicos e toxicolégicos em huma-

nos e animais (BERNHOFT, 2010), podendo apresentar efeitos nos sistemas bioldgicos,
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justificando o conceito ‘bioativo’, e assim, conservando atributos importantes para a sa-
ude (AZMIR et al., 2013). Substancias como terpenos, acidos graxos, compostos fenoli-
cos, pigmentos, vitaminas e carotenoides (COSTA e JORGE, 2011).

Tais compostos obtidos de residuos agroindustriais podem apresentar diversas ou-
tras atividades bioldgicas, aléem de acdo enzimatica. Os residuos de laranja e uva possuem
acdo antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, antineoplasica e anti-inflamatoria (SA-
LEEM e SAEED, 2020; HASSAN et al., 2019; SHAHRAM et al., 2019; ATHANAZIO-
HELIODO et al., 2018; CADIZ-GURREA et al., 2017; PEREIRA, 2017; PEREIRA et
al., 2017; SHARMA et al., 2017; XU et al., 2014; CLIFTON, 2004). Algumas dessas
atividades seréo discutidas a seguir.

1.3.1. Atividade antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) sdo agentes que estdo desemparelhados
devido ao ganho de elétrons, se tornando instaveis e extremamente prejudiciais a nivel
fisiolégico (HALLIWELL, 2007). Naturalmente séo sintetizadas no organismo aerdbico
através da respiracédo celular, porém o acumulo de ERO esta relacionado a inimeras do-
encas degenerativas multifatoriais como Parkinson, Alzheimer, neoplasias, doengas car-
diovasculares e diabetes (DAVALOS et al., 2004; AKPAFFIONG e TAYLOR, 1998;
AMES et al., 1993).

Os compostos com atividade antioxidante séo de suma importancia para neutralizar
os radicais livres e diminuir possiveis danos oxidativos e, consequentemente, doencas
associadas ao envelhecimento. O modo de acdo pode classifica-los como: a) antioxidantes
primarios, os quais impedem a ocorréncia da reacdo, tornando os radicais livres estaveis
através da doacdo de hidrogénio ou por meio de receptores; e b) antioxidantes secundarios
que inibem a oxidacdo eliminando os promotores, ions metalicos, oxigénio molecular,
entre outros (SHAHIDI e ZHONG, 2015).

As técnicas de mensuracao de antioxidante podem ser aplicadas por diferentes mé-
todos: a) DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) um dos testes mais utilizados que se baseia
no consumo do radical do sal por composto antioxidante, geralmente fenolico (KEDARE
e SINGH, 2011); b) ABTS 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) se fun-
damenta no sequestro do sal de amonio do acido (RE et al., 1999); c) ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity) que se apoia na reducao do radical oxigénio, a qual res-
palda sua acdo sobre o radical peroxila também oxidante menos reativo do que grupa-
mentos OH (DAVALOS et al., 2004); e d) FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
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que possui potencial de producéo de jon Fe?* (forma ferrosa) a partir da reducio do ion
Fe3* (forma férrica) (BENZIE e STRAIN, 1996).

Os residuos de laranja e uva sao descritos na literatura como potentes antioxidantes
(OZTURK et al., 2018). O comportamento dos residuos de laranja deve-se as mais de 170
substancias antioxidantes existentes em frutas citricas (ZHOU, 2012), como 0s carotenoi-
des, mas principalmente referindo-se a presenca de flavonoide hesperidina (PEREIRA,
2017) que ainda apresenta acdo antineoplasica (DEVI et al., 2015), antidiabética
(UMENO et al., 2016), antimicrobiana e anti-inflamatdria (IRANSHAHI et al., 2015).

Nos estudos de Al-Ashaal e EI-Sheltawy (2011) foram analisadas as concentracdes
de hesperidina na casca de laranja atestando que ela é um dos principais agentes antioxi-
dantes em Citrus corroborando com Palma et al. (2004) e Balakrishnan e Menon (2007),
0s quais asseguraram esse efeito sobre toxicidade induzida por nicotina em ratos machos
Wistar.

Inimeros estudos relataram atividades antioxidantes de residuos de laranja. Ghosh
et al. (2019) avaliaram o potencial antioxidante em cascas de laranja, manga e romé, a
partir de diferentes solucdes extratoras (100% agua, 100% etanol e 80% metanol) por
DPPH e FRAP e obtiveram resultados menos expressivos para casca de laranja em ambas
metodologias, ndo apresentando diferenca estatisticas para FRAP (23,32, 17,48, 28,96
uM Fe (II)/mg). Bier et al. (2019) analisaram o potencial antioxidante de residuos de
laranja isolados e fermentados por fungo Diaporthe sp. pelos métodos ORAC, DPPH e
CUPRAC (capacidade antioxidante redutora de ions clpricos) e obtiveram resultados me-
Ihores para os fermentados em todos os testes realizados.

Ja a composicao da fruta da uva € muito rica em compostos fendlicos, flavonoides
e estilbenos, e as atividades antioxidantes relatadas provenientes de seus residuos sdo
muito exploradas em trabalhos cientificos (ROCHA et al., 2019; SILVA et al., 2017).
Tang et al. (2018) examinaram a capacidade antioxidante, o carater fendlico e de fla-
vonoide em 30 variedades de sementes e cascas de uva identificando varios compostos
fenolicos (&cido galico, cianidina-3-glicosideo, epicatequina, galato de catequina, acido
feralico, rutina e resveratrol) habeis em contribuir para tal acdo bioldgica.

Hassan et al. (2019) avaliaram o teor antioxidantes de sementes de uva em diferen-
tes solventes organicos (metanol, etanol, cloroférmio e acetona) utilizando teste de DPPH
e HPLC para quantificar compostos fenolicos. Diversos metodos convencionais (extragdo

de sélido-liquidos, aquecimento, retificacdo) e ndo convencionais de extracdo (campos
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elétricos pulsados, descargas elétricas de alta tensao, aquecimento éhmico pulsado, ul-
trassons, micro-ondas, extragdes de fluidos sub e supercriticos, pressurizagao) sao estu-
dados a fim de se obter antioxidantes (BARBA et al., 2016).

Tinello e Lante (2017) analisaram a capacidade antioxidante em bagas de Merlot e
suco de uvas verdes através de DPPH e FRAP. Cascas de uvas brancas e vermelhas por
DPPH foram testadas por processos termicos e frescos de extragdo, apresentando maiores
valores as cascas de uvas vermelhas (VODNAR et al., 2017). Por sua vez, Mirbagheri et
al. (2018) trabalharam com extratos de sementes de uvas vermelhas, pretas e verdes do
Ird, os quais apresentaram maiores valores as vermelhas e menores as verdes, correlacio-
nados fortemente a cor com o perfil fendlico quantificado.

Esses estudos demonstram a variedade de conteido fendlico e carater antioxidante
presente nesses residuos decorrentes de maturacdo do fruto, tempo de colheita, alteracbes
climaticas, origem geografica e condi¢cdes de armazenamento (LASANTA et al., 2014).
Embora existam vastas pesquisas sobre as atividades antioxidantes e composicéao fendlica
de uvas e seus residuos (ORAK, 2007), pouco se perscruta sobre variedades de residuos
mais préxima a realidade industrial, obtidas por processos de fabricacdo de vinhos suaves
em que se misturam classes de uvas para se alcancar a coloracdo desejada, ou ainda, es-
tilos de uvas pouco comuns como Cabernet Franc, dos quais séo objeto de estudo neste
trabalho.

1.3.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos residuos de laranja e uva foi descrita para varios
patégenos. Shahram et al. (2019) relataram a acdo antibacteriana dos residuos de laranja
processados manualmente contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus comumente
conhecidos por causarem intoxicacdes alimentares, mostrando que as gram-positivas fo-
ram mais sensiveis aos tratamentos do que as gram-negativas.

Tais resultados contrastam com os achados de Saleem e Saeed (2020) que testaram
cascas de laranjas obtidas manualmente no combate de uma gama maior de bactérias, em
que as gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Serratia marcescens) atestaram sensibi-
lidade de 20 a 30% maior do que as cepas gram-positivas (Aeromonas hydrophila, Ente-
rococcus faecalis, Lactobacillus casei, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e

Streptococcus pyogenes).
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O estudo ainda comparou as cascas de laranja, limao e banana em a¢édo antifungica
sobre Aspergillus niger, Candida albicans, Penicillium citrinum e Saccharomyces cere-
visiae, por diferentes métodos de extragdo aquosa e afericdo através da concentragdo mi-
nima de inibicdo (Minimum Inhibitory Concentration — MIC) e método de difusdo em
p0oC¢os, nos quais demonstraram atividades inibitdrias ineficazes para P. citrinum e S. ce-
revisiae e moderadamente efetivo para A. niger e C. albicans (SALEEM e SAEED,
2020).

Sementes e polpa de laranja foram avaliadas por método de difusdo em pogos contra
E. coli, P. fluorescens e S. aureus, deparando-se com valores mais promissores para a
polpa (ARORA e KAUR, 2013).

Estudos de atividade antimicrobiana e perfil fenolico foram realizados para os resi-
duos de uva vermelha e branca tratados ou ndo com processo térmico, apresentando me-
Ihores resultados contra cepas de S. aureus que se mostraram menos resisténcia aos tra-
tamentos dentre as estirpes testadas: Bacillus. cereus, E. coli, Enterococcus faecalis, Fu-
sarium nucleatum, L. monocytogenes, P. aeruginosa, Pseudomonas anaerobius, S. au-
reus, S. Typhimurium, através de MIC e MFC (Minimum Fungicidal Concentration)
(VODNAR et al., 2017).

Além disso, nessa pesquisa também se observou que os residuos de uvas vermelhas
obtiveram melhores resultados em comparagdo com as brancas, os quais foram correlaci-
onados aos teores de polifendis existentes nos frutos. Atividades antifingicas contra As-
pergillus flavus, A. niger, C. albicans, Candida parapsilosis e Penicillium funiculosum
também foram testadas e a performance que despontou foi a acdo dos residuos de uva
contra A. flavus. Os autores concluiram que esses residuos detinham os maiores valores
de atividade antimicrobiana devido as altas concentraces de antocianinas reportadas
(VODNAR et al., 2017).

Foram relatadas a¢cOes antagonicas de caules e cascas de uvas verdes em fungos
causadores de micoses como Candida, Microsporum e Trichophyton (WHITE et
al., 2014) por MIC correlacionando com os niveis de poliméricos flan-3-ol, outro grupo
de compostos fendlicos presentes em residuos de uva que possuem atividades antimicro-
bianas recentemente descobertas pelos autores (SIMONETTI et al., 2019; PASQUA e
SIMONETTI, 2016).

Soto et al. (2019) compararam a capacidade antimicrobiana de residuos de laranja
e uva (Cabernet Sauvignon) a partir da sintese de nanoparticulas de prata utilizadas para
combater E. coli (ATCC 25922) e L. monocytogenes (ATCC 35152). O grupo mexicano
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observou, atraves do método de difusdo e densidade Optica, que para a inibicdo da bactéria
gram-positiva, ndo foram registradas diferencas entre os extratos, entretanto, para a gram-
negativa, apenas as nanoparticulas produzidas a partir de residuos de uva exibiram inibi-

cao.
1.3.3. Atividade antidiabética

O diabetes € uma doenca causada pela producéo insuficiente ou absor¢éo inapta do
horménio insulina que regula a glicose sanguinea. Decorre da complexa interacdo multi-
fatorial, a saber: fatores genéticos, socioeconémicos e comportamentais (GROSS et al.,
2002).

Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, 2019), 463 milhdes de pes-
soas tém diabetes, aproximadamente 9,3% da populacdo mundial, sendo que metade
dessa porcentagem se refere a casos que ndo sdo diagnosticados (SBEM, 2019).

O pais com maiores indices de diabéticos é a China com 116,4 milhGes de pessoas
acometidas. O Brasil ocupa a 52 posi¢do com 13 milhdes de diabéticos, aproximadamente
6,9% da populacdo de brasileiros (SBD, 2019). Indicadores afirmam que 10% (US$ 760
bilhdes) dos gastos globais com saude estdo relacionados a Diabetes.

A Figura 2 mostra a relacdo de adultos diabéticos, entre 20 a 79 anos, e a populacéao
de cada regifo do mundo. Nota-se que a regido do Oriente Médio e Norte da Africa pos-
suem os maiores indicadores, ja a regido da Africa possui as menores porcentagens, isso

se deve as condicdes de subnutricdo e baixos indices de urbanizacdo (IDF, 2019).
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Figura 2. Andlise atual e estimada dos anos 2030 e 2045 no predominio de diabéticos adultos, que possuem
de 20 a 79 anos, em 7 regides do globo: América do Norte e Caribe, América Central e Sul, Africa do Norte
e Oriente médio, Africa, Sudeste da Asia, Europa e Oeste do Pacifico. Representagio dos anos analisados
(1) 2045; (2) 2030 e (3) 2019 (IDF, 2019) modificado.
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Os tipos de diabetes (1 e 2) sdo discriminados segundo a producao de insulina pelo
pancreas. No tipo I, a insulina ndo € produzida ou poucos niveis sdo liberados pelas célu-
las beta, denominada ainda como doenca autoimune. J& o tipo Il, que acomete 90% da
populacéo diabética e esta associado ao ganho de peso, 0 organismo possui certa resis-
téncia a insulina produzida (GROSS et al., 2002).

Diante dessa probleméatica mundial, tornam-se de extrema importancia os estudos
para minimizar as atribulagBes e baratear os farmacos disponibilizados. Fayek et al.
(2017) utilizaram cascas de Citrus, (C. reticulata Blanco cv. Egipcia), laranja doce (C.
sinensis L. Osbeck cv. Olinda Valéncia), toranja branca (C. paradisi Macfad. cv. Duncan)
e limdo (C. paradisi aurantifolia (Christm.) Swingle cv. Mexicano), em testes in vivo
para avaliar efeitos antidiabéticos e hipocolesterolémico observando que seus niveis sdo
diretamente proporcionais as quantidades de nobiletina (flavonas polimetoxiladas - classe
de PMF) aferidas (TSUTSUMI et al., 2014).

Muhtadi et al. (2015) também realizaram testes com 20 ratos Wistar induzidos a
diabetes, para atestar atividades antidiabéticas de cascas de laranja doce em diferentes
dosagens diarias (45, 125, 250, 500 mg/kg peso corporal). Apds 15 dias de tratamento, a
maior concentracdo administrada de extratos da casca (500 mg/kg) apresentou melhor
resultado de reducdo (61,3%) dos niveis de glicose sanguineo dentre 0s demais ensaios.

Dietas com biscoito de trigo suplementados com 10% de casca de laranja também
foram avaliadas para diminuir os niveis glicémicos em ratos diabéticos (YOUSSEF et al.,
2013). Dentre as quatro variedades testadas (laranja Baladi, laranja Abo-Sora, tangerine
e limé&o Baladi) a laranja Baladi apresentou maiores valores para a diminuigdo de peso e
niveis glicémicos nos animais.

Doshi et al. (2015) estudaram a utilizacdo de extratos preparados por meio de se-
mente, casca e talo de uva (Pusa navaranga e Merlot) para avaliar o efeito insulinotrépico,
verificando aumento da secrecdo de insulina pelas ilhotas do pancreas de camundongos
nas diferentes variedades e residuos testados, o que permite vislumbrar possiveis trata-
mento ao diabetes tipo 2.

Extratos de casca de Cabernet Sauvignon também foram relatados como estimulan-
tes para producéo de insulina em diferentes concentragdes atrelando tais resultados aos
compostos extraidos da casca, ou seja, ao acido oleanolico, substancia mais abundante na
casca do que antocianinas com acdo antioxidante, anti-inflamatoria, anti-lipidémica; e
resveratrol, polifenol com agdo antioxidante e anti-inflamatéria (ZHANG et al., 2004). O

acido oleandlico foi avaliado no controle da glicemia pés-prandial em ratos diabéticos a
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partir de folhas de oliveiras constatando a inibicdo da atividade da amilase pancreéatica
humana entorno de IC 0,1 mg/mL (KOMAKI et al., 2003).

Patel (2015) verificou que novos tratamentos contra a diabetes tipo 2 estéo relacio-
nados aos inibidores da dipeptidil-peptidase 4 (DPP4), dessa forma, ratificou-se que as
procianidinas derivadas de sementes de uva podem modular a atividade e expressdo da
DPP4. A inibicdo dessa atividade enzimatica chave pode ajudar na homeostase da glicose
diretamente ou pela expresséo génica (GONZALEZ-ABUIN et al., 2012).

Por meio de estudos com oito voluntarios saudaveis, Sapwarobol et al. (2012) de-
monstraram que a ingestao de extrato de semente de uva, juntamente com uma refeicao
rica em carboidratos, afeta a glicemia pds-prandial. Tal efeito moderador da hiperglice-
mia foi atribuido a inibigdo da a-glucosidase intestinal e da a-amilase pancreética pelo

extrato consumido.

1.3.4. Modulacéo celular — énfase em citotoxicidade

A investigacdo sobre a citotoxicidade celular proporciona informacGes sobre o
comportamento téxico dos mecanismos bioquimicos celulares. A citotoxicidade celular
foi observada em hesperidina extraida de cascas de laranja contra células de carcinomas
de figado (HPg2), mama (MCF7), colo do utero (HeLa) e laringe (HeP2) por metodologia
ELISA. Os resultados revelaram altas taxas de inibi¢dao (IC) em todas as linhagens can-
cerigenas, porém mais acentuadamente para carcinogénese da laringe (HANAN et al.,
2011).

Estudos com nanoparticulas de prata a base de cascas de laranja apresentaram cito-
toxicidade contra linhagens de cancer de pulmao (A549) devido a inducdo de apoptose
especifica durante o ciclo celular em GO/G1 (ANNU et al., 2018)

O desempenho de flavonoides de Citrus como a tangeretina foi reportado na indu-
cao de apoptose em células de leucemia promielocitica humana (HL-60). Células tumo-
rais de roedores (L-929) sofrem processo de morte celular pela acdo dos flavonoides es-
timulando TNF-a (fator de necrose tumoral) a induzir apoptose (MANTHEY etal., 2001).

Quatro variedades de laranja foram estudadas em casca e frit de laranja extraidos
em &gua para avaliar a citotoxicidade presente em trés linhagens celulares: HaCat, NHI-
3t3 e SCCO. Para casca, a cultivar Hamlin, nas concentracdes de 10 e 20%, obteve me-
Ihores resultados em inviabilizar o crescimento de SCC9, o que também se manteve para
o frit nas fracGes de Hamlin, VValéncia e Natal, j& a variedade Pé&ra aumentou 0 metabo-

lismo das células cancerigenas nas diferentes fracdes e concentragdes (PEREIRA, 2017).
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Hidrolisados de 6leos de milho e girassol por residuos de laranjas Hamlin foram
testados quanto a viabilidade celular de HaCat, NHI-3t3 e SCC9, apresentando resultados
promissores em que os hidrolisados de dleo de milho catalisados a partir do sistema 5 -
frit fermentado em Penicillium sp. 02, foi o Unico que diminuiu o crescimento das linha-
gens NHI-3t3 e SCC9 na concentracdo de 20%, todos os outros sistemas de hidrélise
estimularam o crescimento da HaCat e NHI-3t3. Ja para os hidrolisados de éleo de giras-
sol, a concentracdo de 10% do sistema 1 — A. niger CBMAI 2084 em substrato frit, con-
seguiu diminuir a proliferacéo celular de SCC9, porém em todas as concentragdes testa-
das (5, 10 e 20%) também diminuiu a taxa de crescimento celular de NHI-3t3, os outros
produtos de reagdo testados promoveu o crescimento de NHI-3t3 e HaCat (ATHANA-
Z10-HELIODORO et al., 2018).

Nassiri e Hosseinzadedeh (2016) realizaram revisdo bibliografica acerca das pro-
priedades bioativas encontradas em residuos de uva. Dentre elas, efeitos anticancerigenos
e apoptose induzida em linhagens de cancer de colon foram identificadas em semente de
uva ltalia e Palieri (DINICOLA et al., 2012). Derry et al. (2013) efetuaram testes com
extratos de semente de uva induzindo apoptose em linhagens de cancer colorretal
(SW480, SW620 e HCT116) e aferiram a liberacdo do citocromo c, além da perda da
atividade mitocondrial das células carcinogénicas.

Houve correlacdo na agédo das proantocianidinas no aumento da sensibilidade radi-
oelétrica do carcinoma hepatico humano (HepG2), cancer cervical humano (HeLa) e li-
nhagem celular de leucemia humana (K562) em relacdo aos raios-X avaliado in vitro,
altos niveis contra as K562 foram atribuidas ao comportamento modulador das proanto-
cianidinas, as quais sdo encontradas em maior concentragdo conhecida (95%) em semen-
tes de uva Vitis vinifera (PAN et al., 2012).

Embora tenham sido constatados os potenciais citotdxicos dos residuos de laranja
e uva em varios estudos experimentais em animais e ensaios celulares, & necessario rea-

lizar estudos clinicos para confirmar a agdo dos componentes ativos em humanos.

1.3.5. Atividade anti-inflamat6ria

O processo inflamatorio € a resposta as lesdes celulares e teciduais, caracterizadas
por aumento de permeabilidade vascular, fluxo celular no local e migracao de leucocitos

(especialmente neutrofilos), ocasionando eventualmente edemas. Seu objetivo principal
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é a eliminacdo do agente infeccioso atraves de destruicdo tecidual e, para tanto, sdo ne-
cessarios mediadores quimicos da inflamacéo (advindos do plasma, células dos tecidos
endotelial e conjuntivo, plaquetas e leucécitos) (ABBAS et al., 2008).

Apesar de se tratar de processo fisiolégico normal, pessoas com doencas autoimu-
nes e respostas alérgicas ndo conseguem controlar a resposta inflamatéria fazendo-se ne-
cessaria a administracdo de compostos anti-inflamatérios. Apo6s estudos iniciais sobre a
origem dessas substancias em vegetais (SALGADO e GREEN, 1956), muitos outros tra-
balhos se sucederam para entender sobre os melhores métodos de extracdo e 0s mecanis-
mos de acio (BENAVENTE-GARCIA e CASTILLO, 2008; MANTHEY et al., 2001;
GABOR, 1979).

Recentemente, propriedades anti-inflamatérias foram associadas a flavonoides em
Citrus. Chen et al. (2017) compararam cascas de laranja (Citrus reticulata) de cinco di-
ferentes localidades e obtiveram, através de ensaios de Western Blot e RT-gPCR, corre-
lacdo de altas atividades anti-inflamatdrias e altos rendimentos de polifendis e flavonoi-
des. As flavonas polimetoxiladas (PMFs) séo potentes inibidores de TNF-a, uma classe
de citocinas secretadas por macréfagos capazes de matar células tumorais (MANTHEY
et al., 1999). Os teores de hesperidina, nobiletina e tangeretina encontradas também au-
mentaram significativamente a expressao das propriedades anti-inflamatérias (HO e
KUO, 2014; LONDONO-LONDONO et al., 2010).

Outros estudos apontam as PMFs como responsaveis pelos altos efeitos anti-infla-
matorios mostrados na expressdo génica (MURAKAMI et al., 2000). Gosslau et al.
(2014) realizaram testes in vivo em edema induzido nas patas de camundongo, relatando
o potencial anti-inflamatério comparavel aos efeitos de ibuprofeno, por meios de analises
nutrigendmicas. Curiosamente, as PMFs sdo exclusivamente encontradas em cascas de
Citrus (Citrus sinensis e Citrus reticulate) (GOSSLAU et al., 2014; LI et al., 2006).

As sementes e cascas de uvas também sdo relatadas como potenciais anti-inflama-
torios, mas os polifendis protagonistas neste caso sdo as proantocianinas que apresenta-
ram altas atividades apds testes de expressdo de MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Pro-
tein-1), marcador de inflamac&o vascular, em células endoteliais da veia umbilical hu-
mana (HUVECs) (CADIZ-GURREA et al., 2017).

Ferri et al. (2017) utilizaram residuos de uva branca (Vitis vinifera L., mistura de
cultivares Trebbiano e Verdicchio) para obter agdes antioxidantes, anti-tirosinases e anti-
inflamatdrios em solvente a base de agua e alcool. Os extratos a base de agua apresenta-

ram melhores resultados de diminuicdo da resposta inflamatéria induzida por TNF-a.
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As vantagens dos residuos investigados neste trabalho em comparacéo com os des-
critos na literatura se fundamenta no fato de serem advindos diretamente do processo
industrial, ou seja, grande quantidade de material disponivel, continuacdo da cadeia pro-
dutiva e respeito ao contetdo bioguimico da biomassa, sem submeté-la a alteracdes es-
truturais drasticas e, consequentemente, sem afetar os compostos bioativos presente nos
residuos, mais proximo da realidade industrial da matéria-prima estudada. Ademais, os
residuos de laranja orquestrados nesta pesquisa se diferem dos apresentados inclusive
pelo nosso grupo de estudo, até o presente momento, devido a adi¢do de dgua em seu
processo de obtengdo no processamento do suco, o que contribui para explorar este carater

distinto dos residuos.
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Capitulo 2: Residuos de laranja e uva, isolados e fermentados: fonte de fitases, lipases
e proteases

Resumo

As acOes versateis de fitases, lipases e proteases tém ampliado sua utilizagcdo em proces-
sos biotecnoldgicos industriais. Tais enzimas podem ser obtidas utilizando residuos
agroindustriais isolados (forma direta em que o residuo sozinho ¢ fonte de biomoléculas)
ou fermentados por fungos (forma indireta de utilizacdo de residuos como substratos de
processo fermentativo em estado sélido), com destaques para os residuos de laranja e uva
que despontam como culturas de grande porte na economia brasileira. Esta pesquisa ob-
jetivou avaliar a caracteristica bromatologica dos residuos brutos de laranja e uva, isola-
dos e fermentados, bem como investigar a presenca de fitases, lipases e proteases. Nos
residuos de uva na forma bruta ndo foi bem sucedido o crescimento fungico, provavel-
mente pela presenca de compostos fendlicos com acgédo antifungica no residuo. Os resi-
duos de laranja fermentados apresentaram resultados superiores em relacdo aos residuos
isolados quanto ao teor de matéria mineral, proteina bruta e fibras. De modo geral, as
fitases obtidas de residuos isolados apresentaram melhores resultados (em unidades de
atividade enzimatica) até 20 vezes maiores do que a fitases obtidas por residuos fermen-
tados. O mesmo perfil foi observado para as proteases, ou seja, 0s residuos isolados apre-
sentaram atividade enzimatica 69% maior do que os fermentados. Em relagdo as lipases,
as atividades de lipases capazes de hidrolisar acidos graxos de cadeias intermediéarias (p-
NPL) ndo foram identificadas nos residuos isolados e fermentados, porém tanto residuos
de laranja quanto de uva apresentaram maiores atividades em hidrélises de acidos graxos
de cadeia curta (p-NPB), além disso, bagaco, casca e frit de laranja fermentados apresen-
taram atividades 91; 77,7; e 79,5% maiores do que suas respectivas fracdes isoladas.

Palavras-chave: Caracterizacdo bromatoldgica, enzimas homemade, residuos de laranja

e uva, obtencdo direta e indireta.
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Abstract

The versatile actions of phytases, lipases and proteases have increased their use in indus-
trial biotechnological processes. Such enzymes can be obtained utilizing isolated agro-
industrial residues (direct way processes that the waste alone is a source of biomolecules)
or fermented by fungi (indirect way of using residues as substrates for solid state fermen-
tation), with orange and grape residues highlights that emerge as large crops in the Bra-
zilian economy. This research aimed to evaluate the bromatological characteristic of
crude orange and grape residues, isolated and fermented, as well as to investigate the
presence of phytase, lipases and protease. In raw grape residues, fungal growth was not
successful, probably due to the presence of phenolic compounds with antifungal action in
the residue. The fermented orange wastes presented superior results that the isolated res-
idues in terms of the content mineral matter, crude protein and fibers. In general, phytases
obtained of isolated residues represents better results (in enzymatic activities unities) until
20 times bigger than phytases obtained by fermented residues. The same profile was ob-
served to proteases, that is, the isolated residues showed 69% higher enzymatic activity
than the fermented. In relation to lipases, the activities of lipases capable of hydrolyzing
intermediate chain fatty acids (p-NPL) were not identified in the isolated and fermented
residues, however both orange and grape residues presented greater activities in short
chain fatty acid hydrolysis (p-NPB), furthermore, fermented orange bagasse, peel and frit
showed activities 91; 77,7; e 79,5% greather than their respective isolated fractions.

Key Words: Bromatological characterization, homemade enzymes, orange and grape

residues, direct and indirect obtaining.
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1.1. Introducéo

Enzimas homemade ganham cada vez mais espago como biocatalisadores industri-
ais devido as suas performances, sustentabilidade e custo competitivo nos processos tec-
noldgicos. Atualmente, o mercado global dos biocatalisadores movimenta US$ 5,5 bi-
IhGes com crescimento anual de 4,9% e, somente no ramo de alimentos, o seu uso deve
aumentar de US$ 1,8 bilhao para US$ 2,2 bilhGes em 2022 (BBC RESEARCH, 2018).

Dentre essas biomoléculas, as fitases sdo grupo de fosfatases que hidrolisam fitato
em fosfato inorganico e fosfato mio-inositol (JOSHI e SATYANARAYANA, 2015). Po-
dem ser utilizadas nas industrias alimenticias para biodisponibilizacdo do fésforo na dieta
animal e para melhorar a qualidade e a durabilidade de pdes (BOHN et al., 2008). Nas
indUstrias farmacéuticas, essas enzimas sdo aplicadas contra formacao de célculos renais
e doencas cardiacas. S&o ainda utilizadas para eliminar por¢6es de fitato nas manufaturas
de papel e celulose (PRADO et al., 2018; SAPNA e SINGH, 2016).

As lipases, por sua vez, sdo habeis em catalisar reacfes de sintese e hidrélise de-
pendendo dos niveis de agua no meio reacional. Além disso, podem quebrar tamanhos
diferentes de &cidos graxos, tornando-as muito habeis e especificas para diferentes apli-
cacOes como producdo de detergentes, aromas, chas, biodiesel e biossensores, antibioti-
cos, kits de diagndsticos e cosméticos. Podem inclusive serem utilizadas para biorreme-
diacdo de 6leos residuais e em industria de papel para degradar hidrocarbonetos residuais
presos nos maquinarios (OKINO-DELGADO et al., 2017; GOLAKI et al., 2015;
FLEURI et al., 2014a; MESSIAS et al., 2011; TREICHEL et al., 2010; HASAN et al.,
2006).

J& as enzimas proteoliticas representam 60% do mercado de enzimas por apresen-
tarem a capacidade de hidrolisar ligaces peptidicas. Dessa forma, elas sdo aplicadas na
producdo de bebidas e alimentos com cervejas, queijos e amaciante de carne; na industria
téxtil para o tratamento do couro e degomagem da seda; na farmacéutica sendo a base de
medicamentos com atividades digestivas e anti-inflamatorias; e na quimica como produ-
tos para limpeza de lentes de contato, remocao de prata de raio-x e no tratamento de eflu-
entes (CASTRO e SATO, 2013; JOSHI e SATYANARAYANA, 2013; FORNBACKE e
CLARSUND, 2013; ZAMBARE et al., 2011; PAWAR et al., 2009).

Fontes de produgéo para tais enzimas séo exploradas com o intuito de baratear os

custos gerais do bioprocesso e investigar mecanismos de acao enzimaticos distintos. As
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enzimas de origem vegetal (obtencdo direta) sdo tidas como mais seguras e podem dimi-
nuir etapas de processamento tornando-se menos caras; enquanto que as microbianas (ob-
tencdo indireta) sdo mais aproveitadas em escala industrial devido a grande diversidade
de produtos obtidos de acordo com a ampla variedade de residuos agroindustriais dispo-
niveis somado a pluralidade de micro-organismos existente na natureza que podem se
enquadrar como veiculos de transformacdo (PAQUES e MACEDO, 2006). Ambas as
formas de obtencdo se utilizam de residuos, pois, de maneira geral, eles sdo ricos em
matéria lignocelulésica, agucares, compostos fendlicos, micro e macronutrientes (MO-
REIRA etal., 2012). Porém, além de estudos econdmicos para compreender a viabilidade
da origem adotada, faz-se necessario realizar a caracterizacdo bromatoldgica dos residuos
para analisar a sua composicao nutricional e assim adequé-las as aplica¢6es dos produtos
resultantes.

Concomitante a procura por novas fontes de biomoléculas, no mundo sdo geradas
grandes quantidades de biomassa da ordem de 1,3 bilh&o de toneladas de alimentos des-
perdicados, o que estimula ainda mais trabalhos de reaproveitamento de residuos agroin-
dustriais (FAO, 2019). Nesse cenario, 0s residuos de laranja e uva despontam como po-
tenciais fontes de enzimas tanto vegetais quanto microbianas.

Em relacdo ao mercado agricola brasileiro, a citricultura produziu 17 milhdes de
toneladas de laranja em 2018 (CITRUSBR, 2019), sendo que 43% da massa total da la-
ranja € convertido em residuos no processamento de suco que podem ser divididos nas
fracdes industriais: bagaco, casca e frit que, respectivamente, correspondem a 37, 35 e
14% desse valor (OKINO-DELGADO et al., 2018a). Ja a producéo de vinhos e sucos de
uva gera residuos correspondentes a 20% do total da fruta, cuja quantia gira em torno de
1,5 milh&o de toneladas/ano de uva produzida (EMBRAPA, 2020).

Os descartes dessas culturas podem ser considerados residuos, uma vez que mesmo
com possiveis aplicagdes menos nobres, ha excedentes sem nenhuma aplicacéo direta até
0 momento. Assim sendo, esta pesquisa investiga a obtencao de fitases, lipases e proteases

oriundas de residuos de laranja e uva de forma isolada ou fermentada por fungos.
1.2. Objetivos

e Explorar os residuos de laranja e uva processados mais proximos a realidade industrial
de forma isolada ou fermentada por Aspergillus niger CBMAI 2084;
e Caracterizar bromatologicamente os residuos isolados e fermentados;

o Obter/produzir fitases, lipases e proteases a partir dos residuos isolados e fermentados.
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1.3. Material e Métodos

1.3.1. Obtencdo e preparo dos residuos

Os residuos do processamento do suco de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck var
Péra) foram obtidos da companhia JBT FoodTech (Araraquara-SP; 21°49°32.966” S,
48°9°11.185” W), apos adicionagdo de agua no processo de lavagem para a obtencéo das
fracdes residuais bagaco, casca e frit (Fig. 1). A agua residual dessa etapa também foi
analisada. As amostras foram trituradas mecanicamente (processador doméstico), liofili-
zadas (liofilizador L101 — Liotop®) por 48h a -60 °C, maceradas até atingir menores ta-
manhos de particulas e armazenadas a -20 °C (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2014 —

com modificacgdes).

Ll

Industria Laranja Péra
Processamento de suco Cifrus sinensis
L. Osbeck

Extratora < Produtos
JBT Food Tech Principais %

Suco e polpa

H,0
residual

Processo de lavagem

Bagaco (B) Casca (C) Frit (F)

Residuos brutos

Residuo Isolado (I) = Residuo Fermentado (F)

& A. niger CBMAI 2084

Figura 1. Organograma de reaproveitamento dos residuos do processamento do suco de laranja advindos
diretamente da industria de suco de laranja, coletados logo ap6s o processo de lavagem na separagdo em
extratora JBT FoodTech para utilizagcdo de forma isolada e fermentada por A. niger CBMAI 2084.
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Ja os residuos de uva (Vitis vinifera e Vitis labrusca), casca e semente, foram doa-
dos pela Vinicola Gées (Sdo Roque-SP; 23°36°37.609” S, 47°9°37.386” W) apds o pro-
cesso de fermentacdo da producédo de vinhos tintos com duragdo entre 2 a 3 semanas. O
processo de producdo de vinhos suaves consiste na mistura de diferentes variedades para
intensificar a coloracdo dos tintos, dessa forma, os residuos de uva obtidos foram de dois
processos distintos, a saber: a) da producdo de vinhos secos da variedade Vitis vinifera
var Cabernet Franc; e b) da producéo de vinhos suaves decorrentes da mistura de Vitis
labrusca var Isabel e Bordd (Fig. 2). Os pré-tratamentos dos residuos de uva seguiram o
mesmo protocolo descrito para os residuos de laranja (OKINO-DELGADO e FLEURI,

v

2014 — com modificaces).

Vinicola Uvas
Produgdo de vinhos tintos C. Franc, Bord6 e Isabel
WVinhos
Cabernet Franc
Fermentacdo Vitis vinifera
Industrial
Vinhos Suaves
(Bordo+Isabel)
Fitis labrusca
2
~ Casca e semente
Residuos Residuos
Cabernet Franc Misto de Uva
(UC) (UM)

Residuo Isolado ‘

Figura 2. Organograma de reaproveitamento dos residuos de vinicola apds etapa de fermentacédo para a
producdo de vinhos tintos secos e suaves. Denominados como UC - Residuos de uva da variedade Cabernet
Franc e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd utilizados de forma isolada diretamente da inddstria
viticola.
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1.3.2. Cultivo microbiano e processo fermentativo

Os micro-organismos e residuos que foram utilizados estdo regularizados quanto ao
acesso ao Patrimonio Genético sob o0 n. A3B3487 na plataforma do Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético (SISGEN), conforme preconizado pela Lei da Biodiver-
sidade brasileira (n. 13.123/15).

O micro-organismo Aspergillus niger CBMAI 2084 isolado pelo grupo de pesquisa
do Laboratorio de Bioprocessos (Botucatu-SP; 22°53'30.8" S,48°29'39.3" W) foi esco-
Ihido para obtencdo indireta de biomoléculas, uma vez que foi identificado como promis-
sor em estudos anteriores (FLEURI et al., 2014b). Nesse experimento o fungo foi utili-
zado em fermentacdo em estado solido (FES) utilizando os residuos de laranja e uva. Para
isso a cepa foi inoculada em erlenmeyers de 250 mL contendo Agar Batata Dextrose
(BDA) (Kasvi®, S&o José dos Pinhais, Brasil) a 30 °C para preparo da suspensdo de es-
poros (RANI e GHOSH, 2011).

O armazenamento da linhagem ocorreu em slants a 4 °C em vaselina estéril (Pro-
lab®, S&o Paulo, Brasil) para evitar ressecamento e oxidaco, e foram repicados a cada
trés meses de armazenamento para conservacao da linhagem. Ao término do periodo de
120h, o indculo foi lavado em Tween 80 0,01% (v/v) (Dinamica®, Indaiatuba, Brasil)
para liberar os esporos produzidos com auxilio do uso de agitacdo mecanica constante
(CAVALCANTE et al., 2018; SPIER et al., 2008). A concentracdo foi estabelecida em
esporos/g de massa seca ap0s contagem na camara de Neubauer e utilizando Equacéo 1,
na qual consiste na somatdria da contagem de esporos encontradas em cada quadrante da
camara, multiplicado pela area total da cdmara (expoente 5), convertida em volume (10%)
e multiplicado pelo fator de diluicdo (FD).

o células

o z dos quadrantes X 5 X 10* X FD (D

A FES foi realizada em erlenmeyers de 250 mL contendo 10 g de massa Umida do
residuo bruto triturado por, em média, 40 pulsac¢des (processador doméstico) e sem passar
por etapa prévia de liofilizacdo, sem adicéo de agua, e apds esterilizacdo em luz ultravio-
leta por 1h, foi inoculado o A. niger CBMAI 2084 em suspenséo (10° esporos/g) a 30 °C
(Fig. 3). Apo6s 168h, o produto resultante da fermentacéo foi liofilizado a -60 °C por 48h,
macerado e armazenado em freezer, assim como descrito no item 1.3.1. para as amostras
isoladas (ATHANAZIO-HELIODORO et al., 2018).
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Figura 3. Classificacdo dos residuos de laranja e uva de acordo com o processo de obtenc¢do enzimatica
adotado. Os residuos de laranja - bagaco, casca e frit - quando utilizados como fonte direta de enzimas
foram denominados de residuos isolados e codificados, respectivamente, como BI, Cl e Fl. Os residuos
de laranja - bagaco, casca e frit - fermentados com fungos, caracterizando-se como fonte indireta de ob-
tencédo de enzimas, foram denominados de residuos fermentados e codificados, respectivamente, como
BF, CF e FF. Os residuos isolados de uva se distinguiram pela variedade adotada, a saber; UC (residuos
de uva da variedade Cabernet Franc) e UM (residuos mistos de uvas Isabel + Bordd).

1.3.3. Caracterizacdo bromatoldgica dos residuos isolados e fermentados

Os residuos isolados e fermentados foram caracterizados para a determinacdo da
composicdo fisico-quimica presente no seu arcabouco bioguimico e analisar a influéncia
da atuacdo fangica na FES nas proporc6es de macronutrientes disponiveis. Para isso, fo-
ram executados ensaios para os seguintes testes (Fig. 4):

(1) Umidade: os teores de 4gua dos materiais foram mensurados a partir da pesagem dos
mesmos (0,5 g) em gral de porcelana anteriormente secos e etiquetados, e submetidos a
secagem em estufa a 105 °C até a obtencdo do peso constante da matéria seca das amostras
(IAL, 1985);

(2) Matéria Mineral/Cinzas (MM): foram separados gral de porcelanas numerados, pre-
viamente aquecidos em mufla (forno mufla Q318M — Quimis®) a 550 °C, resfriados em
dessecador até atingir temperatura ambiente e pesados para desconsiderar seu peso no
calculo da matéria mineral. As amostras secas foram pesadas (0,5 g) e incineradas em
mufla a 550-570 °C por 3h até as cinzas se encontrarem com coloragdo branca ou leve-
mente acinzentada. Em seguida, foram resfriadas em dessecador e pesadas até alcangar
estabilidade da massa (SILVA e QUEIROZ, 2005);

(3) Proteina Bruta (PB): realizada pelo método Kjeldahl possibilita a determinacdo de
nitrogénio total como forma indireta para a quantificacdo de proteinas. Apds a pesagem
de 0,1 g de amostra seca transcorreu-se o processo de digestdo por 3h a 400 °C com &cido
sulfarico concentrado e sulfato de sédio como catalisador (bloco digestor TE-040/25 —

58



Tecnal®). Em seguida, inicia-se a destilagdo com hidroxido de sodio a 40% (m/v) (desti-
lador de nitrogénio TE-0364 — Tecnal®), concluida ap6s a formagao de borato de amonio
observado pela mudanca de coloracgdo a partir da solucdo indicadora (&cido borico a 2%,
verde de bromocresol 0,1% e vermelho de metila 0,1%). Por Gltimo, o borato de amonio
foi titulado com é&cido cloridrico (0,01 mol/L) e PB ¢ expressdo por meio de fator de
correcdo de 6,25, considerando que as proteinas da amostra apresentem 16% de nitrogé-
nio (GALVANI e GAERTNER, 2006);

(4) Extrato Etéreo (EE): foram pesados 0,3 g dos residuos secos em cartuchos numerados
de Soxhlet, amarrados com arame e acoplados em suportes metalicos. Posteriormente, foi
adicionado o reagente éter de petréleo no extrator Soxhlet (extrator de dleos e graxas
MAO044/850 - Marconi®) e as amostras foram submetidas a extragdo por 4h a 50 °C. Con-
cluida essa etapa, os cartuchos foram retirados do equipamento, o éter foi destilado e
transferido para baldo com a solucdo extraida e, dessa forma, foi seco em estufa a 105 °C
e pesado, apds resfriamento no dessecador (SILVA e QUEIROZ, 2005);

Amostras de residuos
de laranja e uva

Isolados e Fermentados
Estufa 105 °C Umidade
| ]
| Matéeria Inorganica ou Matéria Organica
Cinzas
Mufla 3h-550 °C
| Extrato Etéreo FDN
Tratamento alcalino

Proteina Bruta Extragdo Eter 4h-50 °C

Kjeldahl 3h-400 °C —LFKl
Tratamento dcido

Fibra Bruta + Cinza |

Figura 4. Fluxograma das analises bromatoldgicas seguindo esquema de Weende proposto por Henneberg
em 1864 (Andrigueto el al., 1981) com modificacdo. Sugere a quantificacdo aproximada da composi¢do
centesimal dos residuos isolados e fermentados, ponderando os grupos de compostos quimicos: umidade
ou matéria seca; cinzas ou matéria inorganica; proteina bruta; extrato etéreo; fibra bruta.

(5) Fibra Detergente Neutro (FDN): foram pesadas 0,35 g de residuos secos em saquinhos
de tecido revestido por fibras e polipropileno, em seguida foram colocados conduzidos
para digestdo (bloco digestor TE-040/25 — Tecnal®) com 35 mL de solugio detergente
neutro, no qual permaneceram por 60 min. Apos esse periodo os saquinhos foram lavados

trés vezes com agua destilada aproximadamente a 70 °C até ndo sobrar mais espuma e
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lavados duas vezes com acetona (40 mL). Posteriormente, as amostras foram secadas em
estufa a 50 °C para obter as concentragdes de celulose, hemicelulose, lignina e matéria
mineral (VAN SOEST, 1963);

(6) Fibra Detergente Acido (FDA): os ensaios de FDA foram realizados subsequente-
mente ao processo de FDN descrito acima, sendo que foi utilizada 35 mL de solucao
detergente &cido para a solubilizacéo do interior da célula vegetal. Dessa forma, repetiu-
se as etapas de lavagem e secagem em estufa a 50 °C como transcorrido no item anterior,
apos etapa de digestdo (bloco digestor TE-040/25 — Tecnal®), e os valores obtidos cor-
respondem a massa composta de celulose e lignina, e o contetdo liberado, observado nos
calculos de subtracdo de FDN por FDA, se referem aos resultados da hemicelulose (VAN
SOEST, 1963).

1.3.4. Obtencdo de enzimas a partir dos residuos isolados e fermentados

Os ensaios enzimaticos (fitase, lipase e protease) foram conduzidos com os residuos
de laranja e uva, isolados e fermentados.

As atividades de fitase foram determinadas com a adicdo de 1 mL de 5 mM 4-
nitrofenilfosfato dissédico hexahidratado e 500 puL de tampao acetato de sodio pH 5,0
(0,8 M) contendo 0,005 g de amostra (STOCKMANN et al., 2003). Apo6s a incubacéo a
37 °C por 10 min (banho-maria SL 150/10 — Solab), a reacéo foi paralisada com 2 mL de
hidroxido de sédio 0,1 M. Os meios reacionais foram centrifugados por 10 min a 2.130,5
X g (centrifuga Q222T — Quimis) e a liberagdo de p-nitrofenol foi lida a 410 nm (espec-
trofotdmetro UV-M51 - Bel Photonics). Para os calculos, utilizou-se curva de calibracao
com solucdo concentrada de p-nitrofenil e suas diluicGes. A unidade de fitase (U) foi
estabelecida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol
por min de reacdo em cada g de extrato nas condicOes testadas, sendo expressa em
U/g.min’,

A atividade de lipase foi determinada por metodologia titulomeétrica (MACEDO et
al., 1997) modificada por Okino-Delgado e Fleuri (2014), utilizando 0,5 g da amostrae 5
mL de solucdo emulsificante: 30 mL de 6leo extra virgem para 90 mL de goma arabica
7% (m/v) diluida em tampé&o fosfato 0,1 M pH 7,0; e 3 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH
7,0. O sistema foi incubado a 40 °C por 30 min a 130 oscilagdes/min (banho termostati-
zado Dubnoff — Nova Etica). A reacdo foi interrompida acrescentando 15 mL de acetona
e alcool diluidos na proporcéo 50:50 (v/v) e a titulagdo foi realizada a partir da solucéo

de NaOH 0,05 M e fenolftaleina como indicador. Os calculos foram mensurados através
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de curva padrdo de &cido oléico e suas dilui¢ces, sendo a unidade das lipases definida
como a quantidade de lipase necessaria para que 1 mol de &cido graxo fosse liberado em
1 min de reacéo por g de peso seco da amostra sob as condicdes especificadas, sendo 0s
resultados expressos em U/g.min™

Realizaram-se ainda as atividades de lipase por espectrofotometria utilizando os
substratos sintéticos p-nitrofenilbutirato (p-NPB), p-nitrofenilaurato (p-NPL) e p-nitrofe-
nilpalmitato (p-NPP). Segundo o descrito por Calado et al. (2002) com modificaces, a
quantificacdo de acidos graxos de cadeia curta (4 carbonos), p-NP, ocorreu através da
reacao de 0,01 g do residuo liofilizado com 3,43 mL da solucéo substrato: 0,2% de Triton
X-100 (0,02 mL), 0,43 M de tetrahidrofurano (0,02 mL) e 1,12 mM p-NPB (0,0115 mL)
(Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) em 10 mL de tampé&o fosfato 50 mM pH 7,2, em tem-
peratura ambiente por 15 min, seguido de centrifugacdo a 2.130,5 x g por 10 min (cen-
trifuga Q222T — Quimis) e leitura a 405 nm (espectrofotémetro UV-M51 - Bel Photo-
nics).

O método de determinacdo do p-NPL, &cido graxo sintético de cadeia média (12
carbonos), deu-se pela dissolucio de 2,5 mM de p-NPL (0,0082 g) (Sigma-Aldrich®, St
Louis, EUA) em 10 mL de tampéo fosfato de sédio 0,5 M pH 7,0 com homogeneizacao
do agitador magnético. Para a reacédo, 0,25 mL dessa solucdo diluida foi adicionada com
0,02 g de amostra e 2,2 mL de tampéo fosfato de sédio 0,5 M pH 7,0, e incubados em
banho-maria (SL 150/10 — Solab) por 15 min a 30 °C. Transcorrido o tempo de reacéo, a
centrifugacdo foi realizada a 2.130,5 x g por 10 min (centrifuga Q222T — Quimis) e leitura
a 412 nm (espectrofotdmetro UV-M51 - Bel Photonics) (GUTARRA et al. 2009).

J& a atividade de p-NPP (16 carbonos) se estabeleceu conforme Mahadik et al.
(2002) adaptado. Os extratos foram pesados (0,02 g), homogeneizados em 0,1 mL tampé&o
fosfato de so6dio 0,5 M pH 7,0 e incubados a 40 °C por 15 min (banho-maria SL 150/10 —
Solab) em 0,9 mL de solucéo reacional: 0,1 g de goma arabica, 0,4 mL de Triton X-100,
0,017 g de p-NPP (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) diluidos em 90 mL de agua destilada
e 12 mL de isopropanol. As misturas reacionais foram centrifugadas a 2.130,5 x g por 10
min (centrifuga Q222T — Quimis) e o sobrenadante lido a 410 nm (espectrofotdmetro
UV-M51 - Bel Photonics). A curva padréo para realizagdo dos céalculos foi determinada
com solugéo concentrada de p-nitrofenil e suas diluicdes. A unidade das lipases aferida
por método espectrofotometrico foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 umol de p-nitrofenol por min e a cada g de extrato sob as condigdes espe-

cificadas (U/g.min't).
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A atividade de protease foi quantificada de acordo com a metodologia adaptada de
Charney e Tomarelli (1947) com solucéo de azocaseina 0,5% (m/v) (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, EUA) diluida em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,0 com agitacdo magnética. As amos-
tras foram pesadas (0,005 g) e acrescentadas a 0,5 mL da solucéo de azocaseina e 0,1 mL
do tampao, incubadas a 37 °C por 40 min, paralisando a reacdo com 0,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% (v/v). Em seguida, foram centrifugadas a 2.130,5 x g por 10
min (centrifuga Q222T — Quimis). Retirou-se sobrenadante e adicionou-se 1 mL de KOH

5 M (1:1 v/v). Calculou-se os resultados a partir da Equacéo 2.
U, _ [((Abs.real — CS)
/g=|( /0.1)/05 | < FD @)

“Abs. Real” é a média das absorbancias de cada amostra ja descontado o valor dos
controles das amostras (CA); “CS” trata-se do valor do controle do substrato aferido; e
“FD” refere-se ao fator de dilui¢do utilizado na leitura. A unidade proteolitica foi definida
como o aumento de 0,1 na absorbéancia a 428 nm por min de reagdo, comparado com o
controle da reacéo e expressa em U/g.mint,

Para todas as atividades enzimaticas foram feitos dois controles visando aferir a real
quantificacdo enzimatica. O controle do substrato (CS) detém os mesmos valores de so-
lucdo substrato e de tampéo utilizados nos tubos de reacdo, para que se desconte qualquer
interferéncia resultante dessa interacdo. J& o controle da amostra (CA) apresenta a amos-
tra diluida na quantidade de tampdo utilizada sem a presenca do substrato da reacdo, com
0 intuito de excluir a coloracdo natural do extrato que possa comprometer a leitura no
espectrofotdmetro. Tais controles foram submetidos as mesmas condicGes reacionais de
cada metodologia enzimatica utilizada.

As atividades especificas das trés enzimas estudadas foram determinadas a partir
da determinacdo da concentracdo de proteinas totais (PT) por Bradford (1976). Para a
determinacéo das PT as amostras foram pesadas (0,1 g) e a elas foram adicionadas 2 mL
de tampaéo fosfato de potéssio 0,2 M e pH 6,7, seguido de centrifugacéo a 2.130,5 x g por
10 min (centrifuga Q222T — Quimis). Aliquota de 50 pL do sobrenadante foi adicionado
a 2,5 mL do produto filtrado do corante da metodologia e submetidos ao tempo de reagéo
de 15 min. A curva de calibracéo por caseina foi feita para realizar os calculos de deter-
minacédo de PT expressos em U/mg.

1.3.5. Analises estatisticas

A analise de normalidade foi atestada por Shapiro-Wilk e homocedasticidade por

Levene. Dessa forma, os testes parameétricos foram direcionados, quando trés ou mais
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grupos foram testados, a analises de variancia por teste Tukey e, ndo paramétricos foram
realizados por Anova-Kruskal-Wallis embasada na estatistica Student-Newman-Keuls.
Comparativos entre dois grupos independentes foram realizados por teste-t, quando para-
métricos, ou Mann-Witney quando ndo paramétricos. Os dados foram computados pelo
software GraphPadPrism® 7.0 e JMP 7.0 (SAS®, Cary, EUA) e os resultados foram re-
presentados pela média + desvio padrdo da média e apresentaram diferenca estatistica

guando p<0,05.

1.4.Resultados e Discussao

1.4.1. Caracterizacdao bromatologica dos residuos

A caracterizacdo centesimal realizada das trés fracdes de residuos de laranja isola-
dos ou fermentados, bem como dos residuos de uva estdo apresentados em base seca na
Tabela 1.

Para os residuos de uva somente foram constatados resultados para os residuos iso-
lados, uma vez que, o crescimento fungico ndo se desenvolveu nas condi¢des experimen-
tais, o que provavelmente ocorreu devido aos compostos fendlicos presentes e que podem
apresentar acdo antifungica principalmente. Estudos da literatura atestam que substancias
como resveratrol possuem agéo contra Botrytis cinerea, composto comumente encontrado
em videiras (ADRIAN et al., 1997). Outro trabalho contra o0 mesmo fitopatdgeno atribuiu
a atividade antifangica de trés residuos de uvas de variedades diferentes (Cabernet Sau-
vignon, Carménére e Syrah) e duas vinhas (Misiones de Rengo e Miguel Torres) ao con-
tetdo de antocianinas quantificado, em maior expressdo por malvidina-3-O-glucosidica
que inibiu o crescimento dos micélios (MENDOZA et al., 2013; SCHAEFER et al.,
2008).

Malaguetta (2016) também relatou o potencial dos residuos de uva (Chenin Blanc
e Petit Verdot) como inibidores de Phomopsis sp., Fusarium pallidoroseum, Colleto-
trichum dematium e Rhizoctonia solani. Quantidades de estilbenos ja foram correlacio-
nadas aos efeitos antifungicos de uvas Cabernet Sauvignon caracterizando-se como uma
fitoalexina capaz de agir contra o fungo Colletotrichum falcatum (BAVARESCO et al.,
2002). Sagdic et al. (2011) atestaram 0 impacto positivo na atuagdo de cinco variedades
de uva da Turquia contra cepas de Zygosaccharomyces sp.

Especificamente para Aspergillus niger foi relatado que é necessario concentracdes
superiores a 10° conidios/mL para contaminar uvas de mesa da variedade Italia (DAM-

BROS et al., 2016). A. carbonarius foi inoculado em uvas a umidade de 100%, porém o
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fungo conseguiu se desenvolver em taxas mais baixas de umidade demonstrando que a
quantidade de agua livre nfo é um fator determinante (BELLI et al., 2007). Pesquisas
ainda indicam o quéo dificil é a aplicagdo dos baga¢os de vinho tinto sem processamento
devido as baixas taxas de estabilidade quimica (GARCIA-LOMILLO e GONZALEZ-
SANJOSE, 2017). Alguns relatos s&o encontrados sobre a utilizagdo desses residuos fres-
cos em amadurecimento de alguns queijos italianos (DI CAGNO et al., 2007).

Dessa forma, vé-se a necessidade de estabilizar os residuos de vinhos tintos para
diferentes aplicacGes, porém uma das premissas deste trabalho é reaproveitar os residuos
da producdo do suco de laranja e vinhos tintos de maneira bruta se apresentando mais
préxima a realidade industrial. Sendo assim, como etapas adicionais de upstream da FES
ndo é o foco deste estudo decidiu-se continuar a pesquisa com os residuos de uva isolados,
0S quais ainda sdo pouco explorados.

Em estudo relatado por Teles et al. (2019) utilizando residuos de uva Alicante bous-
chet, a FES se desenvolveu utilizando cepa de Aspergillus niger para obtengéo de enzimas
hidroliticas, porém com tamanho médio de particula em 850 um e mistura de residuo com
farelo de trigo 1:1 (m/m), além da adi¢do de 0,91% de solucdo sulfato de aménio o que
pode ter resultado no éxito do processo fermentativo.

A partir da analise comparativa de residuos de laranja isolados e fermentados, de
modo geral pode-se afirmar que os submetidos & FES obtiveram valores maiores de teores
de matéria mineral, proteina bruta e fibra de detergente neutro e acido em relagéo as suas
fracdes isoladas (Tabela 1). O que é factivel, ja que o residuo isolado favoreceu o cresci-
mento do micro-organismo por possuirem fontes disponiveis de micronutrientes (forne-
cida pelo teor de matéria mineral), nitrogénio (pelas taxas de proteina bruta) e carbono
(pelos carboidratos). Ao ser analisadas as parcelas isoladas separadamente, os residuos
de uva apresentaram grande destaque em relacdo ao teor de lipideos, lignina e fibras com-
parado aos de laranja isolados (Tabela 1).

De maneira geral, no quesito umidade, as amostras fermentadas exibiram resultados
menores devido ao aumento de calor gerado pela propria metabolizagdo do micro-orga-
nismo no substrato empacotado constitutivo do processo fermentativo e ainda pela seca-
gem do microambiente decorrente da percolacdo do ar (CASCIATORI et al., 2015). Esse
sobreaguecimento reduziu consideravelmente a umidade do meio de cultivo ao fim da
FES, sendo que as porcentagens foram gradativamente maiores do bagaco<casca<frit em

torno de, respectivamente, 60,6; 68,8 e 88,7% de reducéo.
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Tabela 1. Caracterizacdo bromatolégica, expressa em porcentagem (%), dos residuos de laranja e uva, em
base seca. As siglas MM — Matéria Mineral ou Cinzas; PB — Proteina Bruta; FDN - Fibra de Detergente
Neutro; FDA — Fibra de Detergente Acida; Sendo B — Bagago de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de
laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos

mistos de uvas Isabel + Bordd.

Residuo Umidade MM PB EE FDN FDA
uc 76,742,3%°"  57+0,1*%  13,7x05*  51+0,3%¢  495+0,4®  43,8+0,4%
UM 72,3+1,5%¢  52+01%®  134402*°  4,1+0,0%¢  51,8+01,6%°  46,8+1,7°
Bl 69,3+0,0%¢A  25+0,1°  75+0,1° 1,140,024 22 5+0,5%A  19,5+0,4%A
BF 27,2+3,9%8  41+0,1%8  11,1+0,2%8  0,6+0,0°B  454+0,338 35 7+0,1%8
Cl 73,1+£1,0A  2.8+0,0"A  7,9+0,0%A  54+0,08¥A  22,1+0,5"  18,5+0,4°A
CF 22,843,788 54+0,0%8 1324048  0,4+0,0°®  42,6+0,7%B  34,7+0,9°B
FI 85,1+0,0°4  3,6+0,0°A 7,9+0,0%A  6,6+0,0°  22,1+0,1%A  19,6+0,3%A
FF 9,5+0,7"8  3,9+1,0%A 135+0,3*®  5,0+0,0%® 39,340,138  31,8+0,2%/8

*Médias que apresentam letras iguais indicam diferencas estatisticas ndo significativas (p>0,05). Letras
minGsculas representam os testes comparativos entre todos os residuos, referente a cada coluna. Letras
maidsculas referem-se as diferencas estatisticas entre os extratos isolados (fonte direta) e suas respectivas
fragbes fermentadas (fonte indireta).

Na literatura sdo reportadas concentracdes de dgua nos residuos de laranja isolados
com valores médios de 82%, dependendo da variedade avaliada, condizente com os re-
sultados encontrados neste trabalho para a frit isolado (FI — 85,1%), porém deve-se res-
saltar que os residuos de laranja foram lavados no processamento do suco (REZZADORI
e BENEDETT]I, 2009). Benelli (2010) observou taxas de 76,4% de umidade em bagaco
de laranja para a variedade Valéncia, correspondendo aos valores aproximados observa-
dos para as fragdes de bagaco isolado (Bl — 69,3%) e casca isolada (Cl — 73%).

Como discutido por Alexandrino et al. (2007), altos teores de umidade dos residuos
de laranja sdo interessantes para o crescimento de micro-organismos produtores de enzi-

mas. O grupo avaliou o teor de umidade de 50 a 90% no meio de cultivo para producao
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de lacases e Mn peroxidases pelo fungo P. ostreatus CCB2, sustentando os efeitos posi-
tivos no uso de tais residuos para a producéo enzimética, uma vez que propiciou condi-
cOes ideais de crescimento fungico em maiores niveis de umidade sem necessidade de
suplementacdo do substrato.

Ja para os residuos de uva, as porcentagens de umidade dos residuos de Cabernet
Franc (UC) e a combinacéo de Isabel+Bordd (UM) foram maiores 44,2% e 40,8% do que
os valores relatados por Oliveira et al. (2015) em sementes de Cabernet Sauvignon
(42,8%). Além da variedade da fruta, Garcia-Lomillo ¢ Gonzalez-Sanjosé (2017) afirma-
ram que a intensidade da prensagem do vinho é um dos fatores determinantes da umidade
presente nos residuos, dessa forma, como os mecanismo de prensagem para UC e UM
foram similares, é plausivel que apresentem taxas semelhantes de umidade, mesmo tra-
tando-se de processos distintos de producdo de vinho. Gonzalez-Centeno et al. (2010)
avaliaram os teores de umidade em residuos de dez variedades de Vitis vinifera L., repor-
tando valores entre 50 e 72% se aproximando aos resultados de UC (76,7%) e UM
(72,3%), sendo que especificamente para o bagago de Cabernet Sauvignon a porcentagem
foi de 15 a 20% menor comparados a UC e UM.

A matéria inorganica ou cinzas (MM) dobrou nos residuos de laranja fermentados,
mas especificamente nas fracbes: bagaco fermentado (BF) e casca fermentada (CF), se
igualando estatisticamente aos residuos de uva. Tal fato também é documentado por
Pardo (2016), no qual o bagaco de laranja (3,0%) aumentou 12% de MM quando fermen-
tado por Paecilomyces variotii CBMAI 1157. Entretanto, entre os valores do frit isolado
(FI — 3,6%) e frit fermentado (FF — 3,9%) ndo obtiveram diferenca estatistica (Tab. 1).

Segundos dados de TACO (2011) os percentuais de cinzas das laranjas Valéncia
ficam em torno de 0,4%, médias menores as relatadas neste trabalho, provavelmente pela
diferenca de variedades ou regides cultivadas. Rivas et al. (2008) apresentaram valores
de 3,5% em base seca para cascas de laranjas, 20% maior do que CI (casca isolada), porém
36,2% menor quando comparados aos valores de CF (casca fermentada).

A MM relatada nos extratos de uvas, UC —5,7% e UM — 5,2%, corroboram com as
observacgdes de Binaschi et al. (2018) que afirmaram médias de porcentagem de cinzas
em cascas de uvas entre 2 a 8%, e altos indices podem apontam para grandes propor¢des
de calcio, magnésio, potassio e sodio (CECCHI, 2003). Deng et al. (2011) relataram por-
centagens de 7,5 e 7,1% para cascas de Cabernet Sauvignon e Merlot, ja para Gonzélez-
Centeno et al. (2010), as maiores concentragcdes de MM (4,3%) foram de engagos de

Trempranillo e Merlot, isso porque o conteido das cinzas podem sofrer alteracdes mais
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expressivas de acordo com os processos de vinificacdo, mudancas climaticas, técnicas de
esmagamento, dentre outros (LACHMAN et al., 2013).

As concentracbes de proteinas brutas (PB) obtiveram aumento de aproximada-
mente 40% nos valores de residuos de laranja fermentados comparados aos isolados. A
casca e o frit fermentados (CF e FF) se sobressairam, apresentando 13,2 e 13,5%, respec-
tivamente, os quais ndo apresentaram diferenca significativa comparados aos residuos de
uva (UC - 13,7% e UM - 13,4%). Rivas et al. (2008) apresentam valores de 6,5% de PB
em cascas de laranjas, enquanto Santana (2005) relatou niveis proteicos maiores de 8,9%.
Pardo (2016) também observou o aumento dos indices proteicos em residuos de laranja
fermentados, no entanto, com diferengas menos atenuantes, em torno de 10%. Tal au-
mento do conteudo proteico é discutido como decorrente da influéncia do micro-orga-
nismo no contetdo nutricional, uma vez que sdo contabilizadas também as estruturas ce-
lulares fangicas, como a parede celular e proteinas constitutivas (PARDO, 2016).

Nos residuos de uva, Deng et al. (2011) apresentaram valores para proteina bruta
semelhantes aos obtidos neste trabalho em cascas de Sauvignon (12,3%), bem como os
estudos de Gofii et al. (2005) e Rao (1994) relatando valores de PB entre 11 e 13% para
residuos de uva, j& Garcia-Lomillo e Gonzalez-Sanjosé (2017) atestaram faixa mais am-
pla de 6 a 15% de PB, atribuida as diferentes cultivares estudadas e as condi¢des de plan-
tio.

O teor de lipideos (EE) apresentou resultados superiores nos residuos de laranja
isolados quando comparados as suas fracGes fermentadas, sendo que o bagaco isolado
(BI) exibiu taxas lipidicas de 1,7 vezes maiores do que o bagaco fermentado (BF), para a
casca a diferenca foi ainda mais expressiva, Cl apresentou valores 13 vezes superiores a
CF, ja para o frit, os valores de FI foram 1,3 vezes maiores do que FF. As taxas de lipideos
em cascas de laranjas foram apontadas em 1,9% (RIVAS et al., 2008), no entanto, as
sementes de laranjas podem conter de 28 a 35% de 0leos e seis principais classes de acidos
graxos sao encontradas, a saber: estearico, linoleico, linolénico, palmitico, palmitoleico e
oleico (NAGY etal., 1977).

A diminuicdo da proporg¢éo de lipideos nos residuos de laranja fermentados con-
trasta com o trabalho de Pardo (2016), o qual obteve acréscimos de quase 50% nos pro-
dutos fermentados. Isso pode estar correlacionado ao desempenho fungico, pois 0 micro-
organismo pode ser capaz de degradar acidos graxos presentes no residuo pela acéo en-
zimatica, como € o caso do A. niger CBMAI 2084 utilizado neste trabalho ja reportado

como produtor de lipases (FLEURI, et al, 2014 a e b). J& o veiculo de transformacéo
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utilizado pelo outro estudo, o micro-organismo P. variotii CBMAI 1157, ao ser compa-
rado com cepas de Aspergillus sp. em relagdo a producdo de lipases obtiveram rendimen-
tos menores e/ou até nulos (GOPINATH et al., 2005; RAPP e BACKHAUS, 1992; RO-
BERTS et al., 1987). Grandes diferencas sdo vistas entre as fracoes de laranja em relacéo
aos valores de EE%, pois as fracdes de frit isolado e fermentado (FI e FF) detém os mai-
ores resultados devido a presenca de dleos essenciais originarios do metabolismo secun-
dario dos vegetais (FERRONATO e ROSSI, 2018).

As maiores proporc¢des de lipideos nos residuos de uvas se encontram nas sementes,
exibindo taxas lipidicas entre 14 a 17% (MIRONEASA et al., 2016). Acidos graxos poli-
insaturados sdo encontrados em maiores proporges nos 6leos das sementes, sendo 0s
principais: &cido linoleico (70%), &cido oleico (15%) e &cido palmitico (7%) (FERNAN-
DES et al., 2013). Entretanto, Gonzélez-Centeno et al. (2010) relataram valores para o
conteddo lipidico em uvas frescas e seus bagacos entre 0,3 e 1%, especificamente para
Cabernet Sauvignon, os valores foram de 0,8 e 0,6% e para Merlot de 0,7 e 0,5%, respec-
tivamente, apresentando os valores de Sauvignon 9,6 vezes menor do que UC (residuos
de C. Franc) e para Merlot, 10,4 vezes abaixo do que UM (residuos de Isabel + Bordd).

Os bagacos de Merlot apresentaram EE de 7,9% (ASTA et al., 2016) e em suas
cascas teores de 3,3% foram verificados (DENG et al., 2011). Valores mais altos (12,2%)
foram discutidos para sementes de Sauvignon (OLIVEIRA et al., 2015) e 6,3% para suas
cascas (DENG et al., 2011), os quais se assemelham as porcentagens reportadas nesta
pesquisa.

Os valores de FDN dobraram nos residuos de laranja fermentados comparados aos
residuos isolados, BF - 45,4%, CF - 42,6% e FF — 39,3%, apresentando taxas semelhantes
aos residuos de uva (UC — 49,5%; UM — 43,8%). Os valores dos residuos de laranja iso-
lados corroboram com as taxas de FDN e FDA relatadas por Van Soest (1994) de 23 e
22%, porém resultados menos expressivos, 13 e 12,9%, também foram pontuados por
itavo (2000). As polpas de Péra e Valéncia foram avaliadas quanto aos niveis de fibras
sollveis e insolveis, respectivamente 20,7% e 47,9% (BORTOLUZZI e MARANGONI,
2006). Porcentagens de 13,6 e 24,2%, respectivamente, de fibras solUveis e insolUveis de
laranja, também sdo descritos (GRIGELMO-MIGUEL e MARTIN-BELLOSO, 1999).

Os residuos de uva apresentaram maiores teores de FDA dentre os residuos isola-
dos, aproximadamente 43,8% para a variedade Cabernet Franc (UC) e 46,8% para Isabel
+ Bordd (UM). J& para os residuos de laranja (bagaco, casca e frit), os teores de FDA dos

fermentados foram maiores que dos isolados, em torno de 45, 46 e 38%, respectivamente,
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sem apresentar diferencas significativas entre as fraces estudadas. Rosa et al. (2019)
apresentaram valores maiores de FDN em Cabernet Sauvignon (60,8%) e Merlot (62,1%),
todavia os bagagos de uva foram incorporados em silagem. Em relacdo a FDA, os valores
(46,3 e 48,3%) foram similares a UC e UM. Entretanto, Asta et al. (2016) relataram va-
lores maiores em bagaco de Merlot para FDN e FDA (68,5 e 51,8%, respectivamente).

A composicdo centesimal dos residuos revelou contetdo de fibras muito proemi-
nente e alta capacidade de reter a umidade o que possibilita incremento nas formulagoes
de racdo, pois pode aumentar a suculéncia e textura dos alimentos. Devido aos niveis
proteicos, muitos estudos envolvendo farinhas desses residuos sdo encontrados na litera-
tura, além disso, sdo utilizados como produtos para substituirem gorduras na fabricacao
de sorvetes decorrente de sua composicédo lipidica (OLIVEIRA et al., 2019; ZOPEL-
LARO etal., 2019; BOFF et al., 2013; PIOVESANA et al., 2013; TOZZATI et al., 2013;
CLEMENTE et al., 2012; BALESTRO et al., 2011).

Dessa forma, a investigagdo do perfil bromatoldgico dos residuos apresentados per-
mitiu aferir as fontes nutricionais disponiveis e compreender a interacdo do crescimento
microbiano frente aos extratos. Esse entendimento possibilita direcionar com maior éxito
as producdes enzimaticas e aplicacbes subsequentes, além de colaborar com maior robus-
tez de dados na literatura, visto que se trata de residuos advindos diretamente do processo

industrial.

1.4.2. Atividade de fitase dos residuos de laranja e uva

As atividades de fitase foram superiores nos residuos isolados. Como demonstrado
na Figura 5, as maiores atividades de fitase foram estabelecidas nos residuos isolados de
Bl (562,1 U/g.min) e CI (593,8 U/g.min). Os residuos de laranja isolados apresentaram
resultados de fitases vegetais até 30 vezes maiores do que os fermentados, além disso,
foram melhores inclusive que os residuos de uvas, sendo superiores as atividades enzi-
maticas em até 6 vezes. A agua residual (H20) proveniente do processo de lavagens dos
residuos obteve valores infimos (1,8 U/g.min). No entanto, ressalta-se que é um residuo
aquoso pouco explorado e que pode servir como fonte de umidade para FES, tornando o
processo 100% limpo, ou ainda incorporado a métodos de extracdo de compostos bioati-
VOS.

Os valores de fitase dos residuos fermentados por A. niger CBMAI 2084, em média
de 23,4 U/g.min, corroboraram com os resultados provenientes de A. ficuum NRRL

3135 em polpa citrica (26 U/g.min), com tempo da FES reduzido em 96h, contudo,

69



houve suplementacdo de citrato de amdnia como fonte de nitrogénio a 60% de umidade
(SPIER et al., 2008). Todavia, Madeira et al. (2012) analisando a casca de laranja fer-
mentado por P. variotii CBMAI 1157 a 66% de umidade por 72h, e apds uso de Planeja-
mento Composto Central para avaliar producdo simultanea de tanases e fitases, pela
mesma metodologia de determinacdo de Stockmann et al. (2003), alcancaram resultados
de 350 U/g.mint, superiores aos valores obtidos para os residuos de laranja fermentados
(Fig. 5B), mas inferiores aos apresentados pelos residuos isolados (Fig. 5A). A diferenca
entre atividades de fitase no bagaco fermentado por P. variotii para o fermentado por A.
niger esta na adicdo de sais a FES, incluindo fosfato de potéassio, que pode ter melhorado
o desempenho do Paecilomyces. Além disso, o residuo foi peneirado até atingir granulo-
metria inferior a 1,8 mm e estudos ja correlacionam o tamanho da particula com o fluxo
de ar e dissipacdo de calor produzido pelo metabolismo fangico (DEL BIANCHI et al.,
2001). Assim sendo, tamanhos de particulas maiores, como € o caso dos residuos de la-
ranja deste trabalho que utilizou os residuos brutos para FES, permitem mais espaco in-
terparticulas, limita & acessibilidade aos nutrientes pelos micro-organismos (ALCAN-
TARA et al., 2007; SOUZA et al., 2007; SANTOS et al., 2005).

Para atividades de fitase em polpa citrica sdo relatadas ainda fermentacdes utili-
zando 10 g de extrato (8 g de polpa com 2,0 mm de didmetro e 2 g com 0,8 mm) em
Lichtheimia blakesleeana URM 5604 por 48h a 34 °C e 50% de umidade, a partir de
suplementagdo com sulfato de amonio, obtendo-se valores de 264,6 U/g.mint (NEVES
et al., 2011). Todavia, Bala et al. (2014) ao comparar as atividades de fitase em FES
otimizadas por Humicola nigrescens BJ82 em farelo de trigo e casca citrica acrescido de
sais, alcancaram valores de 48,2 e 13 U/g, respectivamente.

As fitases vegetais dos residuos isolados de laranja e uva nao foram reportadas na
literatura, sendo inéditas suas obtencdes nesta pesquisa. Salienta-se, portanto, o rendi-
mento obtido nesses residuos (Fig. 5 A e B) em que os residuos de uva apresentaram
atividades maiores de até 11 vezes em média, UC 95,9 U/g.min"t e UM 51,9 U/g.min,
comparados aos residuos de laranja fermentados. Resultados para a atividade de fitases
foram relatados comparando diversos substratos (polpa de maga, farelo de trigo, soja e
arroz) com polpa de laranja fermentada com fungo isolado FS3, entretanto, a polpa obteve
maior desempenho (32 U/g) em relagdo aos demais (SPIER et al., 2008). Outro estudo
com substratos diversos fermentados por P. variotii CBMAI 1157 também foi reportado
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para producdo de fitase (mU/g): farelo de trigo (18,2), soja (7,5), arroz (11), torta de al-
godéo (7,6) e tungue (9,4), considerando mU atividade multiplicada por mil (CORADI,
2017).
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Figura 5. Atividades de fitases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. Atividades enzima-
ticas, expressas em U/g.mint, dos residuos de laranja e uva isolados (A) e fermentados (B). Atividades
especificas de fitase, expressas em U/mg, dos residuos isolados (C) e fermentados (D). Sendo B — Bagacgo
de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, H.O — Agua residual de lavagem dos residuos de
laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos
mistos de uvas Isabel + Bord6. Os resultados sédo representados em *Médias + DP da média e letras iguais
inferem que ndo hé diferencas significativas (p>0,05).

Diversos trabalhos discutem a producédo de fitase por FES em diferentes cepas de
Aspergillus. Sapna e Singh (2015) apresentaram 185,7 U/g para A. oryzae SBS50 em fa-
relo de trigo a 30 °C por 48h e a partir de otimiza¢do do meio de cultivo com surfactante,
sacarose, sulfato de magnésio e extrato de levedura. Novelli et al. (2016) obtiveram 8575
U/g de farelo de trigo em A. niger 40018. Apesar dos residuos de laranja serem descritos
com menores atividades de fitase frente ao farelo de trigo, a vantagem se estabelece no
valor agregado dos subprodutos de trigo, uma vez que sua composic¢ao nutricional cada
vez mais os direcionam a formulagdo de produtos a base de cereais e panificagdo (DE-
ROOVER et al., 2019; EUROPEAN FLOUR MILLERS; 2016). Dessa forma, o valor
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comercial atribuido ao farelo de trigo aumenta devido a sua incorporacdo na escala pro-
dutiva, que ja arrecadou ao Brasil R$ 1,1 milhdo em exportaces em 2014 (IBGE/PIA,
2016).

No que diz respeito as atividades especificas de fitase, representadas pelas letras
(C) e (D) na Figura 5, a diferenca estatistica entre os residuos de laranja isolados e fer-
mentados aumenta drasticamente. Nota-se que a razdo entre PT e atividade enzimatica
em Bl (2436 U/mg) foi mais alta em relacdo a todos os demais extratos. Os valores de Cl
(664,2 U/mg) também merecem destaque dentre os residuos obtidos de forma direta. Ja
os residuos fermentados de laranja ndo apresentaram diferencas entre si (p>0,05).

E relevante também pontuar que Spier et al. (2008) apontaram diferencas de rendi-
mento da fitase de acordo com pré-tratamentos térmicos da polpa citrica, comparando
incubadora seca, vapor fluente e autoclavagem com ultravioleta (controle), concluindo
que esterilizacdes térmicas diminuiram as atividades enzimaticas, o0 que pode ser expli-
cado por maior liberacdo de fosfato inorganico que poderia inibir a producao enzimatica.
A esterilizacao por UV, também empregada nesta pesquisa, aplicada em um periodo de 2
horas foi 0 método melhor empregado na pesquisa comparativa, suficiente para inibir o
crescimento de outros microorganismos, sem afetar as taxas de atividades de fitase nesse

processo.

1.4.3. Atividade de lipase dos residuos de laranja e uva

As atividades de lipase quantificadas pelo método titulométrico (Fig. 6A) demons-
traram a presenca dessas enzimas em todos os residuos estudados. As atividades de lipase
dos residuos de laranja isolados, no geral, foram 2,5 vezes maiores do que nos residuos
das uvas. As atividades de lipase entre os residuos de laranja isolados ndo apresentaram
diferencas estatisticas, porém ao que se diz sobre as atividades especificas, Bl se destacou
com 207,2 U/mg (Fig. 6B), valor 46 vezes maior do que relatado em polpa da variedade
Natal (4,5 U/mg) (OKINO-DELGADO et al., 2018b).

Os resultados de BI foram 30% maiores do que os encontrados em bagago da vari-
edade Péra (36,5 U/g) e FI obteve o dobro de atividade dos apresentados pelo frit da
mesma variedade (22,9 U/g), porém as atividades de Cl foram 15% menores (OKINO-
DELGADO e FLEURI, 2014). As atividades enzimaticas (U/g) de BI, CI e FI foram si-
milares ao bagaco (49), casca (53,5) e frit (52,2) em Hamlin (ATHANAZIO-HELIO-
DORO et al., 2018). Ja Francisco et al. (2019) relatou atividades menores de 34,6, 35,2 e
38,7 U/g nas diferentes fragcdes observadas na mesma variedade. Assim como, Pereira
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(2017), em estudo comparativo entre as quatro variedades mais utilizadas para processa-
mento de laranja, inferiu resultados menores (U/g), ordenados em 17,2, 16,1 e 19,1. Tais
diferengas podem ser atribuidas a mudancas edafoclimaticas da safra e sistemas de plantio
diferenciados (OKINO-DELGADO et al., 2018b). Além disso, a adi¢do de agua decor-
rente do processo de lavagem dos residuos de laranja, singular nesta pesquisa, ndo inter-
feriu negativamente nas atividades de lipase, 0 que possivelmente atesta a ligacao dessas
enzimas a parede celular do fruto ou a estruturas internas, sendo assim, esses residuos
com caracteristicas distintas que aferiram altas taxas enzimaticas séo reportados pela pri-
meira vez com perfis mais proximos ao industrial até o presente estudo.

Quanto as atividades de lipases em substratos sintéticos ndo foram quantificadas
atividades para p-NPL nas condi¢des testadas, como ja tem sido relatado em outros tra-
balhos com residuos de laranja, nem tampouco para Bl, Cl e agua residual (H20) em p-
NPP, e a H.O em p-NPB. Observou-se (Fig. 6 C e D) que a agdo fungica nos substratos
de laranja foi primordial para liberar as lipases vegetais da parede ou interior da célula,
ou mesmo, sintetizar enzimas microbianas resultantes dessa interagdo por meio de FES.
Isso porque utilizando p-NPP foi verificado baixas atividades para FI (4,5 U/g.min™), no
entanto, esses valores saltaram para 248,3, 293,9 e 173 U/g.mint, nessa ordem para BF,
CF e FF apds a fermentacdo. Atividades baixas de lipases de p-NPP vegetais também
foram descritas em casca (1 U/g) e frit (3,5 U/g) de laranja Péra (FRANCISCO, 2017),
entretanto, resultados maiores de 45,2 U/g foram encontrados em Hamlin (OKINO-DEL-
GADO et al., 2018).

Athanazio-Heliodoro et al. (2018) demonstraram atividades de hidrdlise (U/g) mai-
ores para p-NPP e p-NPB nos extratos vegetais (palmitato - frit 226,5 e casca 169,8; bu-
tirato - frit 289,8 e casca 359,5) do que nos extratos vegetais fermentados (palmitato - frit
73,8 em A. niger 01; butirato - frit 39,2 em A. niger INCQS 40015) contrastando com 0s
valores obtidos tanto de p-NPP quanto p-NPB nesta pesquisa.

As atividades de lipases atuando sobre p-NPB (Fig. 6 E e F) foram superiores as p-
NPP, tanto para os residuos de laranja isolados quanto fermentados. Isso também foi re-
latado, em U/g, para o bagaco (71,9), casca (132,1) e frit (150,4) da variedade Natal
(OKINO-DELGADO et al., 2018b), porém em menor escala aos resultados de BI, Cl e
FI. Francisco et al. (2019), reportou atividade de lipases (U/g) em laranjas da variedade
Péra: bagaco (7,2), casca (8,1) e frit (16), bem como Pereira (2017) relatou atividades de
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lipases vegetais de laranja (U/g) com maiores valores para o bagaco (281,2) e casca

(489,7), porém menores para o frit (397,6), comparados aos residuos isolados Bl, Cl e FI.
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Figura 6. Atividades de lipases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (A) Atividades enzi-
maticas e (B) especificas, por titulacdo, nos residuos isolados, expressos em U/g.min* e U/mg. Atividades
enzimaticas em p-PNP dos residuos isolados (C) e fermentados (D). Atividades enzimaticas em p-NPB dos
residuos isolados (E) e fermentados (F). Sendo B — Bagaco de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de
laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos
mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resultados sdo representados em *Médias + DP da média e letras iguais
inferem que nédo ha diferencas significativas (p>0,05).

Dentre os residuos fermentados, o frit alcancou maiores atividades enzimaticas de
p-PNB, entorno de 2.127,6 U/g.min, apresentando maiores resultados do que os encon-
trados por Athanazio-Heliodoro et al. (2018) em A. niger CBMAI 2084 (2,9) e A. niger
INCQS 40015 (39,2).



As lipases com habilidades de hidrolisar &cidos graxos de cadeias curtas sdo muito
notaveis. Segundo Ferreira-Dias et al. (2013) elas sdo empregadas na industria alimenticia
em modificacdo de aromas e sabores, motivando gosto picante, principalmente em latici-
nios. Além disso, muitos autores abordam a atuacdo de tais enzimas em relagéo a estudos
na area médica. Altas atividades enzimaticas nesses substratos podem auxiliar na regula-
c¢ao do sistema imunoldgico, como diferenciacdo dos linfocitos T (leucdcitos), manuten-
cao de macrofagos e células dendriticas, 0 que estd intimamente relacionado a resposta
inflamatdria no organismo (NICOLAQOU et al., 2014; ARPAIA et al., 2013; VINOLO et
al., 2011; LUHRS et al., 2002; MILLARD et al., 2002).

Ao que diz respeito aos residuos de uva, ha inUmeros estudos sobre a averiguacao
do comportamento deles como inibidor de lipases pancreaticas (MORENO et al., 2003).
Pouco se discute sobre 0 uso desses residuos como substratos isolados ou fermentados
para producéo de lipases. Andlises em sementes de uvas indicam teores de 6leos entre 10
e 20%, e os principais acidos graxos disponiveis s&o os insaturados como o linoleico (72-
76%, m/m) (MARTINELLO et al., 2007). Orsavova et al. (2015) quantificaram outros
acidos graxos de cadeia longa e insaturados como: estearico (3,5%); oleico (14,3%); li-
nolénico (0,1%) e arqueddnico (0,1%).

Salgado et al. (2014) utilizaram residuos de vinicola associados a residuos de azeite
para produzir lipases a partir de FES alcancando (U/g): 4,9 em A. niger MUM 03.58;
14,8, A. ibericus MUM 03.49; e 4,1 para A. uvarum MUM 08.01. Ja Tacin et al. (2018)
produziram lipases a partir de cultivo submerso por Aspergillus sp. utilizando como forma
de obtencdo de carbono e indutores de triglicerideos em semente de uva, uma vez que
lipases vegetais se concentram nessa por¢do do fruto para posterior catabolismo e libera-
cdo energética, apresentando resultados de 20,7 U/mL para atividade de lipase em 96h e
6,8 U/mg de atividade especifica. Os residuos de uva da presente pesquisa também apre-
sentaram valores maiores para atividades de lipases que hidrolisam cadeias curtas de &ci-
dos graxos, apesar de apresentar uma gama de acidos graxos de cadeias longas na sua
composic¢do, o que pode ser explicado pela atividade lipolitica estar relacionada & satura-

cao dos &cidos graxos e ndo ao comprimento de sua cadeia (TACIN et al., 2018).
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As atividades especificas de lipase sobre p-NPP (Fig. 7 A e B) foram maiores em
UM (110 U/mg) e CF (84,9 U/mg); e sobre p-NPB (Fig. 7 C e D), Bl e FF se destacaram,
apresentando 534 e 637,1 U/mg, respectivamente. Apesar de ndo haver diferencas esta-
tisticas das atividades enzimaticas sobre p-NPP entre os residuos de uva, a atividade es-
pecifica foi maior em UM. O mesmo aconteceu entre BF e CF que ndo apresentaram
diferencas significativas nas atividades enzimaticas, mas a taxa de atividade especifica
foi maior em CF. No entanto, em relacdo as atividade de lipases sobre o p-NPB, o melhor
resultado entre os fermentados da laranja foi de FF, o que se repete observando a sua
atividade especifica. Ja para os residuos vegetais, FI obteve a maior atividade enzimatica,

porém CI apresentou correlacdo maior de lipase em relacdo ao conteddo de proteinas
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Figura 7. Atividades especificas de lipases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados, expressas
em U/mg. Atividades especificas em p-NPP nos residuos isolados (A) e fermentados (B). Atividades espe-
cifica em p-PNB das fracOes isoladas (C) e fermentadas (D). Sendo B — Bagaco de laranja, C - Casca de
laranja, F — Frit de laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc
e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resultados sao representados em *Médias + DP da média
e letras iguais inferem que ndo ha diferengas significativas (p>0,05).

1.4.4. Atividade de protease dos residuos de laranja e uva

A Figura 8 mostra que a atuagdo fangica ndo aumentou as atividades de proteases
em relacdo aos residuos isolados, o que também foi observado para as atividades de fita-
ses. Os valores de UC foram maiores dentre os demais, porém ndo se manteve ao analisar
as raz0es entre as atividades enzimaticas e PTs, que apontaram UM (174,9 U/mg) e Bl

(111,4 U/mg) com méximas propor¢des de proteases dentre o total de proteinas presentes
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em seus extratos. As andlises nos residuos fermentados ndo apresentaram diferencas es-
tatisticas tanto nos calculos enzimaticos quanto nas atividades especificas de proteases.
Castro et al. (2015) discutiram a presenca de proteases em substratos isolados e
combinados de farelos de trigo, de soja, de algoddo e cascas de laranja a partir de cepas
de A. niger. Os maiores valores para os residuos de laranja foram em 24h de FES, apre-
sentando 40,6 U/g de atividade enziméatica. O meio sinérgico com 0s quatro extratos
(12,5; 62,5; 12,5; 12,5%, respectivamente) resultaram em valores altos quando compara-
dos aos extratos isolados, exibindo as maiores atividades com 48h (202,9) e 72h (116,6)
de FES. Além disso, resultados interessantes sdo vistos nas formulacGes de casca de la-
ranja somados ao farelo de algoddo que atingiram atividades de proteases de 179 U/g em

72h de fermentacéo.
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Figura 8. Atividades de proteases dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. Atividades
enzimaticas, expressa em U/g.min%, nos residuos vegetais isolados (A) e fermentados (B). Atividades
especificas, expressa em U/mg, nos residuos vegetais isolados (C) e fermentadas (D). Sendo B — Bagago
de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, H,O — Agua residual de lavagem dos residuos de
laranja, | —Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos
mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resultados sdo representados em *Médias = DP da média e letras

iguais inferem que ndo ha diferencas significativas (p>0,05).
Ensaios de cascas de laranja fermentados em Bacillus sp. demonstraram resultados

de protease de 10,5 U/mL, sendo observado que mesmo com o meio suplementado os
resultados foram menores do que CI (16,9 U/g) (JOHNVESLY et al., 2002). Chin et al.
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(2018) reportaram atividades enzimaticas (U/mL) por metodologia diferenciada (SHIVA-
NAND e JAYARAMAN, 2009) de cascas de laranjas fermentadas da ordem de 0,1 para
proteases, 7,2 em amilases e 0,5 para celulares, apresentando maiores valores dentre ou-
tros residuos domésticos de frutas testados (casca de banana e abacaxi).

Em relacéo aos residuos de uva, ndo ha relatos de producéo de proteases em resi-
duos de vinicola das variedades estudadas. Koak et al. (2011) obtiveram 225,8 U de pro-
teases quase 76% a mais do que UC, porém tais quantificacdes se estabeleceram em uvas
maduras e ndo foram obtidas através de residuos de vinicolas. Os residuos de uva também
foram utilizados como substrato para producéo de tanases apresentando resultados de 84
U/g em FES por cepas incorporadas de Penicillium chrysogenum e Trichoderma viride
(PARANTHAMAN et al., 2009). O bagaco de uva Alicante bouschet (casca, semente e
caule) foi adicionado ao meio de cultivo com farelo de trigo para produzir enzimas hidro-
liticas, favorecendo aumento catalitico em poligalacturonase, CMCase e tanases (TELES
etal., 2019).

Botella et al. (2005) reportaram a producao de enzimas lignocelulosicas (celulase,
xilanase e pectinase) em bagaco de uva branca (var P. fino) por A. awamori. A discussao
dos resultados demonstrou que os residuos ndo apresentavam as enzimas em seu arca-
bouco bioquimico, e sim que o desempenho microbiano proporcionou as atividades rela-
tadas (9,6, 40,4 e 25 U/g, em processos otimizados). Porém, os registros desta pesquisa
mostram que proteases vegetais de residuos de uva é um fato, tal contrariedade pode ser
por se tratar de variedades distintas e processos de upstream especificos.

Dessa forma, os residuos de uva despontam como eficientes produtores de proteases
vegetais pouco explorados, seu rendimento enzimatico associado ao baixo custo de ob-
tencdo pode se apresentar como alternativa promissora para producdo comercial de pro-
teases.
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1.5.Conclusao

Os residuos brutos de laranja Péra originados da producdo de suco de laranja e de
uva Cabernet Franc e a mistura de Isabel e Bordd oriundos da producéo vinicola por pro-
cessos proximos a realidade industrial sdo promissores para a obtencdo de enzimas como
fitase, lipase e protease.

Os residuos de laranja fermentados, de maneira geral, foram incrementados em seu
teor nos parametros de matéria mineral, proteina bruta, fibras sollveis e insollveis em
comparacao aos residuos isolados. Os residuos isolados apresentaram taxas de sais mine-
rais (fonte de micronutrientes), proteinas (fonte de nitrogénio) e carboidratos (fonte de
carbono) que permitiram o crescimento fungico e producdo de enzimas. Ademais, 0s re-
siduos de uva se destacaram, dentre os residuos isolados, em todos os ensaios realizados.

A caracterizacdo bromatolégica revelou altos niveis de fibras e grande capacidade
de reter umidade o que viabiliza a aplicacdo desses residuos como incremento nas formu-
laces de racdo, pois garante a suculéncia e textura dos alimentos, complementando aos
indices proteicos que, por sua vez, oferecem panorama adequado para producéo de fari-
nhas nutritivas.

Os residuos de laranja citados possuem potencial como fontes de fitases, lipases e
protease, de forma isolada ou fermentada pelo fungo A. niger CBMAI 2084. Os residuos
fermentados de laranja sdo as melhores fontes para a obtencao de lipases, enquanto que o
os residuos isolados de laranja sdo as melhores fontes para a obtencdo de fitases e o0s
residuos isolados de uva para proteases. Além disso, as fitases obtidas por residuos de
laranja e uva isolados ndo foram reportadas na literatura até o presente momento bem
como lipases e proteases em residuos de uvas isolados também sdo inéditas, o que justi-

fica a necessidade de mais estudos exploratérios frente a esses residuos.
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Capitulo 3: Residuos de laranja e uva, isolados e fermentados: fontes de antioxidantes,
antimicrobianos, antidiabéticos, moduladores celulares e anti-inflamatorios

Resumo

O interesse em tecnologias limpas abre perspectivas ao reaproveitamento de residuos
agroindustriais como os derivados do processamento da laranja e de produgdo vinicola,
que podem ser aplicados em industrias farmacéuticas e cosméticas como fontes promis-
soras de compostos bioativos. Objetivou-se investigar os residuos de laranja e uva, isola-
dos e fermentados, como agentes antioxidantes, antimicrobianos, antidiabéticos, modula-
dores celulares e anti-inflamatérios. Os experimentos foram realizados a partir de extra-
cdo dos residuos a 99,8% de etanol. As analises de DPPH demonstraram que 0s extratos
isolados de uva e fermentados de laranja foram os mais promissores apresentando em
média, respectivamente, de 2 a 5 vezes comparados com isolados de laranja. Os extratos
apresentaram acdo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas durante cinco dias
de observacéo, menos para bagaco de laranja isolado e frit de laranja isolado sobre E. coli
e os residuos de uva Cabernet Franc sobre S. aureus, e residuos de laranja isolados: casca
e frit, frit fermentado e residuos de uva Cabernet Franc em S. enteritidis, em 24h. A ati-
vidade antidiabética foi determinada pela inibicdo da a-amilase, sendo que 0s extratos
apresentaram até 88% de inibicdo enzimatica. Para os ensaios de viabilidade celular, os
extratos de casca de laranja isolados e fermentados, em volumes de 10 ul, foram bem
sucedidos em estimular o crescimento de células endoteliais, o que permitiu indicar bio-
atividade frente aos processos de inflamagdo in vitro. Dessa forma, os extratos obtidos
préximo a realidade industrial de forma simples, ecoldgica e barata, apresentaram plura-
lidade de atividades bioldgicas, divergindo em magnitude de rendimento quando isolado
ou fermentado, fracGes residuais e variedades, com grande potencial em diferentes seg-
mentos de aplicacao.

Palavras-chave: Atividades bioldgicas, extratos de laranja, extratos de uva, fontes iso-

ladas e fermentadas.
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Abstract

The interest in clean technologies opens up perspectives for agro-industrial residues reuse
such as those derived from orange processing and wine production, which can be applied
in pharmaceutical and cosmetic industries such as promising sources of bioactive com-
pounds. The objective was to investigate the orange and grape residues, isolated and fer-
mented, as antioxidants, antimicrobials, antidiabetics, cellular modulators, and anti-in-
flammatories agents. The experiments were carried out from the extraction of residues to
99.8% ethanol. DPPH analysis showed that the isolated grape and orange fermented ex-
tracts were the most promising showing on average, from 2 to 5 times respectively, com-
pared to orange isolated. The extracts showed action against gram-positive bacteria and
gram-negative during five days of observation, less in for isolated orange bagasse and
isolated frit orange on E. coli and the Cabernet Franc grape residues on S.aureus and
isolated orange residues: peel and frit; fermented frit and Cabernet Franc grape residues
on S. enteritidis, in 24h. The antidiabetic activity was determined by inhibition of a-am-
ylase, and the extracts presented 88% of enzymatic inhibition. For cell viability tests,
isolated and fermented orange peel extracts, in volumes of 10 ul, were successful in stim-
ulating the growth of endothelial cells, which allowed to indicate bioactivity in the face
of in vitro inflammation processes. Thus, the extracts obtained close to industrial reality
by the simple way, ecologic and cheap, showed a plurality of biological activities di-
verged in yield magnitude when isolated or fermented, residual fractions and varieties,

with big potential in different applications segments.

Key Words: biological activities, orange extract, grape extract, isolated and fermented

sources.
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1.1.Introducéo

A procura por tecnologias sustentaveis e economicamente madicas viabiliza o rea-
proveitamento de residuos agroindustriais nas mais diversas areas de atuacdo. Fundamen-
tada ainda nos atuais Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagao
das Nacdes Unidas (ONU) que elencaram metas acerca da reducdo de desperdicios de
alimentos (ODS 12.3) e fortalecimento da pesquisa cientifica e incentivo a inovagéo
(ODS 9.5) (IPEA, 2019), auxiliando no cumprimento de politicas publicas internacionais
sobre os avancos cientificos e investimento em processos diferenciados de recupera-
cao/reuso de residuos.

Neste quesito, 0 Brasil possui grande potencial de crescimento, visto que em 2019,
0 setor do agronegocio representou 21,4% do PIB nacional (CEPEA, 2020). Além disso,
é 0 3° maior produtor mundial de frutas, com 45 milhGes de toneladas/ano (EMBRAPA,
2019), com destaque para os cultivos de laranja, 17 milhGes de toneladas, e de uva, 1,5
milhdo de toneladas/ano (EMBRAPA, 2020; CITRUSBR, 2019).

Os residuos provenientes da cadeia produtiva de sucos de laranja e vinhos tornam-
se muito atrativos como recursos disponiveis de compostos bioativos. Inimeros estudos
discutem a utilizacdo desses residuos como promotores de substancias que exer¢cam acdo
antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, antineoplasica e anti-inflamatéria (FER-
NANDES et al., 2020; SALEEM e SAEED, 2020; HASSAN et al., 2019; HUANG et al.,
2019; KONG et al., 2019; SHAHRAM et al., 2019; ATHANAZIO-HELIODO et al.,
2018; CADIZ-GURREA etal., 2017; PEREIRA, 2017; PEREIRA et al., 2017; SHARMA
etal., 2017; XU et al., 2014; CLIFTON, 2004).

Os antioxidantes sdo capazes de atenuar possiveis danos relacionados ao estresse
oxidativo através de reacdes com radicais livres (SHAHIDI e ZHONG, 2015). Tal dese-
quilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e sua neutralizacdo
pelos antioxidantes no organismo podem resultar em patologias degenerativas como can-
cer, processos inflamatérios e diabetes mellitus (AMES et al., 1993). A relevancia de
substancias antioxidantes para a promocéo e cuidados da satde € muito abordada na lite-
ratura, seja por aplicagfes em uso farmacéutico e/ou alimenticio. Os citros s&o reportados
com altas propriedades antioxidantes (BARBOSA et al., 2018), incluindo os residuos
brutos de laranja (FERNANDES et al., 2020), bem como suas fra¢6es: bagaco e casca,
isolados e fermentados (BIER et al., 2019). Além disso, é sabido que as uvas apresentam

atividades antioxidantes devido aos contetidos fenolicos de sua constituicdo (LINGUA et
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al., 2016), com achados interessantes em extratos, obtidos por tratamento quimico, de
bagacos (cascas e sementes) de uvas vermelhas e brancas (SPIGNO et al., 2007); e extra-
tos, obtidos de acdo enzimatica, de bagaco de uvas vermelhas e brancas de outras varie-
dades (MARTINS et al., 2016).

Os residuos vegetais podem também apresentar atividade antimicrobiana, cuja uti-
lizacdo a partir deles tem sido incentivada por se tratar de compostos naturais com capa-
cidade de aplicacdo em produtos nutracéuticos e alimenticios (YANG et al., 2014). Se-
mentes e polpas de laranja apresentaram acao antagonica a Escherichia coli (MTCC 118),
Pseudomonas fluorescens (MTCC 103) e Staphylococcus aureus (MTCC 1349)
(ARORA e KAUR, 2013); enquanto que cascas de laranja atuaram contra Aspergillus
niger, Candida albicans, Penicillium citrinum e Saccharomyces cerevisiae (SALEEM e
SAEED, 2020). Residuos de uvas vermelhas e brancas foram eficazes contra nove cepas
bacterianas, obtendo melhores efeitos inibitorios sobre S. aureus (ATCC 49444) e cinco
estirpes fangicas, apresentando maior agdo contra A. flavus (ATCC 9643) (VODNAR, et
al., 2017).

Além das atividades biologicas relatadas, os residuos em questao podem ser explo-
rados quanto a acdo antidiabética. O diabetes acomete 463 milhdes de pessoas (9,3% da
populacdo mundial), sendo classificada como uma doenca cronica multifatorial que pode
acarretar diversas complicacdes na qualidade de vida do individuo (IDF, 2019).

As denominacg6es de diabetes tipo 1 e 2 se diferenciam em relacdo a producédo de
insulina pelo pancreas. Tratamentos para a diabetes 2 sdo mediados pela reducéo dos ni-
veis glicémicos pos-prandiais que ocorre através da inibicdo nas atividades de a-amilase
e a-glucosidase, e decorrente diminuicdo de absorcdo de polissacarideos consumidos na
dieta pelo trato gastro-intestinal. Consequentemente, ao se inibir a acdo dessas enzimas
0s niveis de glicose sanguinea sdo regulados, a vista disso, residuos vegetais com acdo
inibitdria da a-amilase podem ser avaliados com potencial antidiabético (CONFORTI et
al., 2008; SANCHETI et al., 2013).

Estudos com bagacos de laranjas (Citrus sinensis L. Liucheng) inibindo a a-amilase
(HUANG et al., 2019), bem como a exploragdo da capacidade hipoglicémica de diferen-
tes variedades de cascas e polpas de laranjas (ERNAWITA et al., 2017) tém sido repor-
tados recentemente, evidenciando o potencial desses residuos. Essa aptidao pode ser es-
tendida para as sementes de uva de Cabernet Sauvignon (KONG et al., 2019) e bagaco de
uva das variedades Cabernet Franc e Chardonnay (HOGAN et al., 2010).
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Os residuos e, por consequéncia, suas biomoléculas podem também modular a res-
posta de células, dessa forma, os provenientes das laranjas de variedades Valéncia e Natal
demonstraram agdo citotoxica para células cancerigenas (SCC9), no entanto, os da varie-
dade Péra estimularam o crescimento das referidas células (PEREIRA, 2017). Pesquisas
relatam efeitos anticancerigenos dos residuos de uva (NASSIRI e HOSSEINZADEDEH,
2016), incluindo morte celular de linhagens de cancer de célon submetidas a extratos de
uva lItalia e Palieri (DINICOLA et al., 2012).

Por fim, os residuos também podem constituir potentes anti-inflamatérios, cujas
acOes ocorrem por investigacdo de mecanismos de acdo em vias de sinalizacdo celular.
Dessa forma, as células endoteliais sdo atuantes fulcrais para a integridade e manutencao
dos sinais na parede vascular (BECHARA e SZABO, 2006), sendo as células endoteliais
da veia umbilical humana (HUVEC) modelo de estudo muito utilizado para avaliar trata-
mentos com agentes bioativos naturais (PARK et al., 2006).

Os processos inflamatorios desenfreados em pacientes com doengas autoimunes e
respostas alérgicas precisam ser regulados a partir do uso de compostos anti-inflamatérios
que irdo controlar a expressdo de genes pré-inflamatorios. Para residuos de laranjas, por
exemplo, sdo reportadas que as altas concentracdes de flavonoides presentes em grandes
quantidades nas cascas de citros apresentam esses efeito (RUDRA et al., 2015), uma vez
que os flavonoides podem reprimir a sintese de 6xido nitrico (NO), molécula relacionada
aos processos de inflamacdo e apoptose, pelas isoformas enzimaticas: nNOS, INOS,
eNOS, em macrofagos (MATSUDA et al., 2003; KIM et al., 1999). Cascas de laranja
(Citrus reticulata variedade Chenpi) foram validadas como agentes inibitdrios contra
substancias e enzimas associadas a doencas inflamatorias (CHEN et al., 2017), bem como
exerceram acdo moduladora de genes relacionados a resposta inflamatoria (GOSSLAU
etal., 2014).

Residuos de uva foram capazes de inibir quinases e fator de crescimento epidérmico
(RUDRA et al., 2015), outros extratos de bagacos de uva da variedade Petit Verdot de-
monstraram a diminuigédo do fator de necrose tumoral (TNF-a) e da interleucina-1 (IL-
1B) no fluido peritoneal de camundongos Balb/c (DENNY et al., 2014) e extratos de uvas
nos estudos de Rodriguez-Morgado et al. (2015) indicaram propriedades anti-inflamato-
rias em células inflamatorias protetoras do sistema nervoso central. Ademais, experimen-
tos com vinhos tintos indicaram modulacdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) pela acéo de polifenois que inibiram a geracdo de ERO e, por consequéncia,

reduziram a expressdo desse potente mediador da angiogénese (OAK et al., 2005). Os
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fatores induzidos de hipoxia (HIF1a. e HIF1 ) podem ser ativados pelas proteinas quina-
ses (MAPK’s) pelo acréscimo da formacdo de ERO, e assim, promover o aumento de
VEGF nas células musculares lisas dos vasos (SEFORA-SOUSA e ANGELIS-PE-
REIRA, 2013).

Embora, muitos estudos estejam sendo conduzidos com residuos de laranja e uva
para as diferentes atividades bioldgicas, no presente trabalho utilizam-se residuos proces-
sados proximo a realidade industrial diferindo dos demais, de forma isolada e ou fermen-
tada, com up e downstream simplificado, o que implica em novidade e justifica a pes-

quisa.
1.2.0bjetivos

e Obter os residuos de laranja e uva, isolados e fermentados, processados mais proximos
a realidade industrial;

e Auvaliar a bioatividade dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados, extraido
com alcool 99,8%;

e Examinar potencial de acdo antioxidante, antimicrobiana, antidiabética dos extratos de
laranja e uva;

¢ Investigar o comportamento dos extratos sob a proliferacdo de células endoteliais da
veia do corddo umbilical (HUVEC);

e Analisar a acdo anti-inflamatdria dos extratos da casca de laranja na expressao dos
genes HIFla, HIF 1, VEGF, nNOS, iNOS, eNOS e INF-y.

1.3.Material e Métodos

1.3.1. Obtencao e preparo dos residuos

As etapas de obtencdo e preparo dos residuos utilizados em sua forma bruta, mais
proxima a realidade industrial, seguiu o protocolo descrito no item 1.3.1. do capitulo 2
(OKINO-DELGADO e FLEURI, 2014 - com modificagdes).

1.3.2. Cultivo microbiano e processo fermentativo

Os micro-organismos e residuos que foram utilizados seguiram a regularizagéo sob
Patriménio Genético conforme descrito no item 1.3.2. do capitulo 2, bem como o cresci-
mento, manutencgéo e fermentacdo em estado solido dessa mesma unidade.

Adicionadas as linhagens microbianas trabalhadas neste capitulo diferenciadas ao
capitulo 2 e sua conservagdo; Escherichia coli (ATCC 8739), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Salmonella enteritidis (ATCC 13076) e Staphylococcus aureus (ATCC
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1901) foram repicadas em slants contendo agar Miiller-Hinton (Kasvi®, S&o José dos Pi-
nhais, Brasil) e incubados por 24h, ap6s crescimento foi adicionada vaselina esterilizada
(Prolab®, S&o Paulo, Brasil) e as bactérias foram armazenadas a 4 °C para preservagao
das cepas. A cada 3 meses, as estirpes foram trocadas de meio para sua manutencdo. Ja
as linhagens fungicas de Aspergillus fumigatus (I0C 0081), Aspergillus niger (CBMAI
2084) e Candida albicans (I0C 2508) foram incubados por 120h em Agar Batata Dex-
trose (BDA) (Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, Brasil). A conservacéo das cepas ocorreu-se

seguida os procedimentos das linhagens bacterianas.
1.3.3. Extracédo dos residuos de laranja e uva

Para as atividades bioldgicas foram realizadas extra¢des utilizando etanol absoluto.
Os residuos de laranja e uva, isolados e fermentados de acordo com os itens 1.3.1 e 1.3.2.
foram pesados (0,1 g) e dispersos em 5,0 mL de etanol 99,8%, em seguida, foram subme-
tidas a banho ultrassénico na frequéncia de 42 kHz (Cristofoli — CR1170-2) por 16 min e
centrifugacdo a 2.130,5 x g por 10 min (centrifuga Q222T — Quimis). Os sobrenadantes
foram congelados a -20 °C para analises posteriores (ROSSETTO et al., 2009 - com mo-

dificagdes).
1.3.4. Atividade antioxidante dos extratos de laranja e uva

O perfil antioxidante foi quantificado de acordo com Zhu et al. (2002) com modifi-
cagdes. Foram retiradas aliquotas dos extratos obtidos no item 1.3.3. de 500 pL da solucéo
sobrenadante que foi adicionada a 3,0 mL de etanol 99,8% e 300 uL de DPPH (2,2 difenil-
1-picrilhidrazila) em concentragdo 2.10* g/mL homogeneizado com etanol 99,8%. A re-
acdo ocorreu por 60 min no escuro e em temperatura ambiente.

Para aferir a capacidade de sequestro de radicais livres de DPPH, dois controles
submetidos as mesmas condicGes de preparo foram realizados: controle do substrato (CS)
apresentando valores de 3,5 mL de etanol 99,8% e 0,3 mL de DPPH, mensurado para
subtrair qualquer interferéncia resultante dos substratos na reacdo; controle da amostra
(CA) contendo 500 pL da solugéo sobrenadante da respectiva amostra e 3,3 mL de etanol
99,8%, medido para que se possa excluir a coloracdo natural do extrato que venha influ-
enciar a medicdo. A leitura foi mensurada a 517 nm (espectrofotdometro UV-M51 - Bel
Photonics) e, para expressar os resultados em pumol de trolox/g de extrato (6-hidroxi-
2,5,7,8tetrametilcromano-2-4cido carboxilico) foi feita curva padrdo de concentragdo ini-

cial de 2 mM de trolox e suas diluigdes. Para os célculos expressos em porcentagens,
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utilizou-se a Equacéo 1, na qual “Abs. Real” é a absorbancia da amostra ja descontada o
valor de CA.

% DPPH reduzido = (5 ~APSTeal)/ 100 (1)

1.3.5. Atividade antimicrobiana dos extratos de laranja e uva

A atividade antimicrobiana foi realizada segundo a metodologia de difusdo em dis-
cos (MOTTA E BRANDELLLI, 2002) modificada por Athanazio-Heliodoro et al. (2018)
e os ensaios foram realizados com o0s extratos das amostras obtidas no item 1.3.3. As
cepas bacterianas utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 8739), Listeria monocytoge-
nes (ATCC 7644), Salmonella enteritidis (ATCC 13076) e Staphylococcus aureus
(ATCC 1901). As cepas fungicas investigadas foram: Aspergillus fumigatus (I0C 0081)
e Candida albicans (I0C 2508).

Os slants de bactérias conservados foram transferidos, com o auxilio de alcas de
Kole, para solugdo Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi®, S&o José dos Pinhais, Brasil) por
24h em estufa a 35 °C. Transcorrido esse periodo, foram adicionadas aliquotas do caldo
de BHI em solucéo salina (0,85% de NaCl m/v) ajustando as concentra¢6es dos inoculos
bacterianos para 108 UFC/mL™ a partir de escala 0,5 McFarland. Estabelecida a concen-
tragdo, as cepas foram espraiadas em placas agar Miiller-Hinton (Kasvi®, S&o José dos
Pinhais, Brasil) e os discos foram distribuidos de maneira uniforme sobre o meio, em
seguida, os extratos de residuos de laranja e uva foram pipetados em volumes de 20 pL
repetidos 3 vezes até atingir 60 puL. O crescimento bacteriano foi acompanhado durante
120h para se verificar a eficiéncia da inibicdo por maior espaco de tempo, e o indicador
de atividade antimicrobiana foi estabelecido como a presenca de halos de inibigdo nas
placas expressos em mm (Fig. 1). O controle negativo foi estabelecido pela solucdo utili-
zada como extratora dos residuos, o etanol 99,8%, enquanto que para 0s controles positi-
vos foram utilizados 10 pg gentamicina para as estirpes gram-negativas e 30 pg vanco-
micina para as gram-positivas.

As atividades antifangicas foram investigadas contra Aspergillus fumigatus (10C
0081) e Candida albicans (I0C 2508). Os micro-organismos foram incubados por 120h
a 30 °C em slant contendo BDA (Kasvi®, S&o José dos Pinhais, Brasil), e foi adicionado
6 mL de agua destilada esterilizada para homogeneiza¢do. Em seguida, o contetudo dos
slants foi espraiado em placas com mesmo meio de cultivo e os discos foram distribuidos
de forma equidistante. A pipetagem dos extratos foi similar a determinacéo antibacteri-
ana, porém a incubacéo fungica foi de 72h a 30 °C (MOTTA E BRANDELLI, 2002)
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modificada por Athanazio-Heliodoro et al. (2018). O controle negativo foi realizado com
etanol 99,8% e o controle positivo com anfotericina B (1 pg/mL). Os resultados foram
aferidos de acordo com a presenca de halos inibitorios apresentados na placa subtraido o

halo do controle negativo observado em cada tratamento e expressos em mm (Fig. 1).

Figura 1. Representacdo da leitura de avaliagio qualitativa da atividade antimicrobiana por difusdo em
discos, na qual CP — controle positivo dado pela adi¢éo dos antibidticos; CN — controle negativo realizado
pela solugdo etanol 99,8%; TP — triplicatas do extrato dos residuos testados.

1.3.6. Atividade antidiabética dos residuos de laranja e uva

A atividade antidiabética foi investigada in vitro a partir da concentracéo de inibi-
cao dos residuos sobre a o-amilase (KIM et al., 2014; SANCHETI et al., 2013; CON-
FORTI et al., 2005 adaptados). Os residuos liofilizados foram pesados (0,02 g) e homo-
geneizados com 100 pL de amido gelatinizado 0,5% (m/v em tampéo fosfato 0,02 M pH
6,9), 100 uL de a-amilase sérica (4,8 U/mL), obtida através de ratos Wistar (machos e
fémeas), foi adicionado ao meio reacionario que, em seguida, foi incubado a 37 °C por 7
min. O volume de 100 puL do reagente DNS (3,5-acido dinitrosalicilico), preparado por
meio de solucdo A (5 g de DNS diluido em 100 mL de hidroxido de sddio 2M) e solucéo
B (150 g de tartarato duplo de sédio potéssio e 250 mL de agua destilada) (MILLER,
1959), foi incorporado e as misturas reacionais foram ebulidas por 5 min. Apos, 900 pL
de 4gua destilada foram inseridos e transcorreu-se centrifugacdo a 2.130,5 x g por 10 min
(centrifuga Q222T — Quimis). A leitura foi realizada a 540 nm (espectrofotémetro UV-
M51 - Bel Photonics) e a atividade inibitdria foi expressa em 1C (Porcentagem de inibicao
da enzima), calculada segundo a Eq. 2.

% IC = (CS — Abs.real )/CS « 100 @)

Subsequentemente, dois controles foram realizados como descrito no item 1.4.1.
para atividade antioxidante. O controle do substrato - “CS” (100 pL de amido, 50 pL de

agua destilada e 100 pL de a-amilase sérica) realizado para eliminar a interferéncias dos
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reagentes na medicédo da leitura; e o controle da amostra - “CA” (100 pL de amido, 0,02
g de amostra e 100 pL de tampdo fosfato) subtraido da contabilizacdo devido a propria
influéncia da coloragdo do extrato enzimatico. O valor de “Abs. Real” trata-se da absor-
bancia da amostra subtraida ao seu respectivo CA e multiplicado pelo FD (fator de dilui-

¢do), quando necessario.

1.3.7. Modulacéo celular - énfase em citotoxicidade

As andlises de citotoxicidade celular foram realizadas em colaboracdo com o Labo-
ratorio de Bioensaios e Dindmica Celular (LaBio), UNESP, campos de Botucatu-SP. O
protocolo adotado seguiu o descrito por Brackett et al. (2012) e Farquharson et al. (1993)
com modificagdes (ATHANAZIO-HELIODORO et al., 2018; PEREIRA, 2017). As cé-
lulas endoteliais de veias do corddo umbilical humano (HUVEC) foram cultivadas em
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) nutrido com 10% de soro fetal bo-
vino, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina e 1% de antibi6tico, e mantidas em estufa
Umida a 37 °C, 5% de CO>. Quando as células atingiram semi-confluéncia (80% da area
do frasco de cultura), foram tripsinizadas, contadas e plaqueadas em placas de 96 pocos

em densidade 5.000 células/poco.

’ Plaqueamento
q A 100 uL
IS ey = : /
HUVEC = ZZF#####ss | Tripsina i
a"-‘.'::‘:?;-f.::?:.:f:'%/ —
e 4 b
80% de Confluéncia Tratamento <
200 pt 10 L extrato | 10 pLextrato | 10 ulextrato
OMEM X 150 41 DMEM } 190 ut DMEM j 190 pL DMEM
Cal 5% 10% 15%
24h
MTT- 0,5 mg/mL &
100 pL 10 plextrato | 10 pLextrato
5000 céls 190 uL DMEM § 130 ul DMEM
cul 3% 10% 13%

Figura 2. Esquema ilustrativo do processo de atividade mitocondrial (MTT) aplicado em células endoteli-
ais (HUVEC) cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), utilizando-se trés concentra-
¢des dos extratos: 5, 10 e 15%.
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Nessas condigdes, as células foram submetidas por 24h aos extratos dos residuos
(item 1.3.3.) em diferentes concentragédo dos extratos (Fig. 2): (1) 10 ul extrato + 190 pl
meio; (2) 20 pl extrato + 180 pl meio; (3) 30 pl extrato + 170 pl meio. O controle das
amostras (alcool 99,8%) testados nas trés concentracdes e o controle positivo (Ctrl), o
qual é constituido das células e meio de cultivo convencional ndo submetido aos trata-
mentos, também foi submetido as diferentes concentracdes de tratamento. O controle foi
estabelecido a partir das células em meio convencional sem a adi¢do dos tratamentos com
0s extraidos dos residuos.

Posteriormente, o meio foi substituido por MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) e incubado em estufa por 3h, quando finalmente o meio foi
retirado e o tapete celular solubilizado em DMSO (Dimetilsulfoxido) solucéo criopreser-
vante, para remocdo do formazan formado, subsequentemente, as amostras foram lidas a
570 nm com o auxilio de leitor de microplacas (leitor multi-modo Synergy-HTX, Bio-

tek®). Os resultados sdo expressos em porcentagem em relagdo ao controle positivo.

1.3.8. Atividade anti-inflamatoria dos extratos de laranja

Os ensaios para mensurar acao anti-inflamatéria dos extratos foram analisados a
partir de expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR).
Apos as anélises de MTT, foram determinadas as concentragdes e selecionadas as amos-
tras promissoras, dessa forma, as células receberam os extratos quando atingiram 80% de
confluéncia em placa de 6 po¢os. Permaneceram sobre efeito do tratamento por 24h e
apos esse periodo o meio foi retirado, os pogos lavados com PBS e as células lisadas com
TriZOL (Life Sciences — Thermo Fisher Scientific, Walthan, MA, EUA) seguida para o
processo de isolamento de RNA. Apos isolado, a quantidade e pureza do RNA extraido
foi estimada em espectrofotdmetro, utilizando as razées OD 260/280 (> 1,8) e OD
260/230 (> 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience). A transcri¢do reversa
dos RNAs extraidos, foi submetida ao kit SuperScript™ First Strand (Applied - Thermo
Fisher Scientific, Walthan, MA, EUA), para a obtencdo do cDNA. Para investigar a ex-
pressdo génica foi utilizado o reagente SYBR Green Master Mix (g-PCR®, Promega) e
ensaios contendo oligonucleotideos iniciadores (Primers) segundo recomendacdes do fa-
bricante, utilizando o equipamento QuantStudio™ 3 (Thermo Fisher Scientific, Walthan,
MA, EUA). A amplifica¢do seguiu os parametros do fabricando: 95 °C — 3s para desna-
turacdo, temperatura especifica do primer (Tab. 1) e 72 °C — 20s para anelamento subme-
tidos a 40 ciclos. Os genes alvo foram HIF la, HIF1f, VEGF, nNOS, iNOS, eNOS e INF-
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y e 0 gene referéncia foi 18s (controle enddgeno). As amostras e 0 negativo foram feitos
em duplicatas e calculado a quantidade relativa pelo método limiar critico comparativo
AACt.

Tabela 1. Sequéncias de genes envolvidos na resposta inflamatéria e parametros da RT-PCR.

Gene Iniciadores 5'-3' Sequéncia Parametros
Forward CATAAAGTCTGCAACATGGAAGGT 60 °C - 8s
HIFl Reverse ATTTGATGGGTGAGGAATGGGTT
Forward CAAGCCCCTTGAGAAGTCAG 60 °C - 8s
HIFL Reverse GAGGGGCTAGGCCACTATTC
Forward TGCAGATTATGCGGATCAAACC 60 °C - 8s
VEGF Reverse  TGCATTCACATTTGTTGTGCTGTAG
Forward GGATCACATGTTCGGTGTTCAG 60 °C - 8s
nNoS Reverse CCCAACTTTGCGCTTGAAGA
. Forward TGGATGCAACCCCATTGTC 60 °C - 8s
INOS Reverse CCCGCTGCCCCAGTTT
Forward TATTTGATGCTCGGGACTGC 60 °C - 8s
eNOS Reverse AAGATTGCCTCGGTTTGTTG
Forward CTGTTACTGCCAGGACCCAT 60 °C - 8s
INF-y Reverse TTCTGTCACTCTCCTCTTTCCAA
185 Forward CGGACAGGATTGACAGATTGATAGC 60 °C - 8s

Reverse TGCCAGAGTCTCGTTCGTTATCG

1.3.9. Analises estatisticas

Os testes das atividades antioxidantes, antimicrobianas e antidiabéticas foram re-
alizados em triplicatas e submetidos as analises estatisticas computadas para comparar
diferencas entre grupos. Os ensaios de citotoxicidade celular foram executados com seis
réplicas bioldgicas. A analise de normalidade foi atestada por Shapiro-Wilk e homoce-
dasticidade por Levene. Sendo assim, ao se analisar para trés ou mais grupos, para testes
paramétricos foram realizados Anova-Tukey, e para ndo parametricos foram submetidos
a Anova-Kruskal-Wallis. Andlises de dois grupos independentes foram realizados medi-
ante teste-t, quando paramétricos, ou Mann-Witney quando ndo paramétricos. Os dados
foram computados pelo software GraphPadPrism® 7.0 e JMP 7.0 (SAS®, Cary, EUA),
os resultados foram representados pela media + desvio padrdo da média e apresentaram

diferenca estatistica quando p<0,05.
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1.4.Resultados e Discussao
1.4.1. Atividade antioxidante dos extratos de laranja e uva

Os resultados das atividades antioxidantes constam na Figura 3. Os extratos fer-
mentados de laranja apresentaram maiores atividades antioxidantes do que os isolados de
laranja. Dentre os fermentados, o bagaco foi 45 e 52,4% menor do que a casca e o frit. Os
extratos de residuos de uva (UC e UM) ndo apresentaram diferenca estatistica entre si e
quando comparados ao bagaco fermentado (BF). Avaliando o grupo dos extratos isolados
de laranja, FI apresentou capacidade antioxidante quase 40% maior do que Bl e CI. A
agua residual de laranja obteve valores mais baixos de atividade (45,2 pumol TE/mL),

ainda sim é interessante para demais aplicacbes (REZZADORI e BENEDETT]I, 2009).
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Figura 3. Atividades antioxidantes dos extratos dos residuos de laranja e uva, |solados e fermentados.
Sendo B — Bagago de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, H,O — Agua residual de lavagem
dos residuos de laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e
UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd. Os resultados sdo representados em *Médias + DP da
média, e letras iguais inferem que ndo ha diferencas significativas (p>0,05).
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Fernandes et al. (2020) relataram resultados de 40,4 umol TE/mg em bagaco de
laranja seco sem pectina, e 125,5 umol TE/mg em bagaco de laranja seco com pectina, os
quais foram extraidos com solugdo 50% etanol (v/v) e analisados por DPPH, demons-
trando que os residuos de laranja isolados (BI, Cl e FI) comparados aos residuos sem
pectina, foram maiores 1,5 vezes para o0 bagaco e casca, e 2,5 para o frit, todavia, quando
comparados aos residuos com pectina 2,0 vezes menor para o bagago e casca, e 1,2 vezes
para frit.

Cascas isoladas extraidas em etanol 99,8% foram mais eficientes quanto a ativi-

dade antioxidante (62,4 umol TE/mg) do que as cascas citricas de diferentes variedades
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tipicas da Indonésia (C. aurantifolia — jeruk mentui, jeruk nipis, e kruet mameh; C. hystrix
- jeruk purut e kaffir lime) que variaram de 18,8 a 42,7 umol de o-TE/100 g. Porém, o
método de extracdo (com éter de petréleo e hexano) e quantificacdo (ABTS) utilizados
pelos autores foram diferentes do presente estudo (ERNAWITA et al., 2017). Outros sol-
ventes também séo discutindo para aumentar as porcentagens de antioxidantes em cascas
citricas, como em estudos de Arora e Kaur (2013) que utilizaram extragdes por acetona,
metanol, hexano e &gua, e atingiram niveis de 90% de atividade por DPPH. J& Ghosh et
al. (2019) avaliaram agua 100%, etanol 100% e metanol 80%, alcancando valores respec-
tivos de 23,3, 17,4, 28,9 umol Fe (11)/mg em cascas de laranja pelo método FRAP. Per-
cebe-se, portanto, que os métodos de extracdo dos compostos antioxidantes, associados a
presenca de flavonoides em citros, € de grande importancia para se obter altos niveis de
antioxidantes (BANERJEE et al., 2017). Além disso, o DPPH é uma técnica muito difun-
dida para aferir a capacidade de doacdo de hidrogénio pelo extrato, porém observa-se
algumas ressalvas frente aos compostos hidrofilicos (GIL et al., 2000).

As porcentagens de atividades antioxidantes dos extratos isolados de laranjas fo-
ram calculadas segundo Eq. 1 (item 1.3.4.), apresentaram valores de BI-23,3%, CI-23,2%
e FI-42,8%, no qual os valores do frit isolado se assemelham aos resultados obtidos em
estudos de cascas C. sinensis L. Osbeck var. Navel com extracdo por metanol, éter de
petroleo e solucdo alcalina, em resumo, 48,5, 41,6 e 35,1% (AL-ASHAAL e EL-SHEL-
TAWY, 2011).

Os extratos de laranja, bagaco, casca e frit quando fermentados apresentaram mai-
ores valores de antioxidantes 77, 87 e 44%, respectivamente. Esse perfil também foi re-
latado por Pardo (2016) com extratos etanodlicos de bagaco de laranja sem fermentacéo -
DPPH 28 umol TE/mgE e ORAC 370 umol TE/Ge — e apds fermentacdo com P. variotii
- DPPH 70 pumol TE/mgE e ORAC 520 umol TE/Ge. Bier et al. (2019) corroboram com
as mesmas percepcdes quanto a residuos (casca+bagaco) de laranja isolados e fermenta-
dos por Diaporthe sp. testados por DPPH, ORAC e CUPRAC, exibindo acréscimos de
41,5; 78,2; e 68,7%, nessa ordem.

Chamorro et al. (2012) abordaram o mecanismo da biotransformacéo dos residuos
realizados pela FES, potencializando o carater antioxidante pela atuacéo fungica, o que
acontece devido as hidrolises de polifendis nas ligacOes ésteres, acarretando a exposi¢édo
dos grupos hidroxilas presentes nos anéis fenolicos.

Os extratos de uva apresentaram porcentagens semelhantes de atividade antioxi-

dantes (UC-87,8% e UM-80,7%) aos valores encontrados em diferentes residuos de uvas
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(Grenache, Thompson, Red Romy e Carmesin) extraidas em etanol 80% relatado por
Gengaihi et al. (2014), respectivamente, 91,4; 89; 81,9; e 74,3% de reducdo de DPPH.

Alguns trabalhos avaliam a capacidade antioxidante de residuos frente a tratamen-
tos enzimaticos, como Chamorro et al. (2012) que analisaram a atividade antioxidante
(umol TE/g) em bagacos de uvas (caules, cascas e sementes), sem passar por tratamento
enzimatico (16,5) e apds o uso de enzimas comerciais em duas concentrag@es: celulase
(17,4-17,5), pectinase (17,8-18,5) e tanase (18,2-19,8), obtendo resultados menores aos
comparados neste trabalho para residuos de uva (UC - 197,6 e UM - 182,8 umol TE/qg).
Entretanto, resultados contrarios foram apontados por Martins et al. (2016) em bagaco de
uvas vermelhas e brancas provenientes de vinicolas (Syrah+Seibel e Moscato) com acéo
de enzimas celuloliticas apresentando altos indices de reducdo de DPPH variando entre
400 e 1200 pmol TE/g massa seca.

Em sementes de uvas foram observados valores similares aos resultados documen-
tados neste trabalho através do uso de agua 100% para quantificagdo de antioxidantes por
DPPH (198,6 umol TE/g), porém os residuos extraidos com 100% de etanol indicaram
valores maiores de 2,5 e 2,7 vezes em relacdo a UC e UM. Além disso, outros solventes
utilizados como metanol, acetona e cloroférmio apresentaram maiores rendimentos nas
atividades antioxidantes, alcancando 702,3 pumol TE/g com 70% metanol e 30% &gua
(HASSAN et al., 2019).

A compilacdo de dados realizada em 30 variedades de residuos de uvas (casca e
semente) localizadas na China e EUA permitiu vislumbrar a magnitude de distin¢do do
perfil antioxidante, visto que a variagdo utilizando FRAP foi de 18,3 a 252,9 umol
Fe(Il)/g peso fresco (TANG et al., 2018), concluindo que os indices podem variar por

causa da variedade, métodos de extracdo, concentracdo e tipos de solventes utilizados.

1.4.2. Atividade antimicrobiana dos extratos de laranja e uva

Halos de inibicdo antimicrobiana foram constatados em alguns dos extratos nas di-
ferentes cepas microbianas (Fig. 4, 5 e 6). De acordo com a Tabela 2, os diferentes extra-
tos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados inibiram o crescimento de bac-
térias ao longo dos cinco dias avaliados. Todavia, observa-se que o bagaco de laranja
isolado (BI) em 24 e 120h, e o frit de laranja isolado (FI) em 120h ndo apresentaram acao
contra E. coli. Em relacdo a S. aureus, os extratos de uva Cabernet Franc (UC) em 24 e
120h, Bl em 120h e a casca de laranja isolada (C1) em 120h ndo obtiveram éxito em inibir

0 crescimento da cepa. J& para L. monocytogenes, Bl ndo conseguiu inibir a bactéria apds
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120h. Os extratos de UC, ClI, Fl e FF (frit de laranja fermentado) também foram inefici-
entes contra S. enteritidis no periodo de 24h e, transcorrido os cinco dias, somado a esses
extratos, 0s residuos de uva mista (UM) também ndo foi capaz de barrar o metabolismo
bacteriano (Tab. 2).

Os extratos dos residuos de laranja e uva isolados e fermentados néo foram eficazes
em prevenir o crescimento de C. albicans, o que também ndo foram observados em outros
trabalhos com residuos de laranjas (PEREIRA, 2017; SOUSA, 2013).

Cascas citricas foram solubilizadas em metanol, hexano e acetona e apresentaram
acao contra E. coli (MTCC 118), Pseudomonas fluorescens (MTCC 103) e S. aureus
(MTCC 1349), de acordo com o método de difusdo em poco (ARORA e KAUR, 2013).
Residuos de casca e polpa de laranja (Citrus aurantifolia e Citrus hystrix) também exer-
ceram inibicdo de S. aureus (ATCC 6538) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), em
nefelémetro a laser de microplacas, com destaque para acdo da polpa que apresentou a
mais rapida acdo. (ERNAWITA et al., 2017).

Saleem e Saeed (2020) utilizaram cascas de laranja processada de forma doméstica
e extraidas em metanol, acetato de etila e agua a partir de concentracGes de 0,1 g/mL,
para inibir o crescimento de gram (-) (E. coli, K. pneumoniae, Proteus vulgaris, P. aeru-
ginosa, Salmonella typhimurium e Serratia marcescens), gram (+) (A. hydrophila, E. fa-
ecalis, L. casei, L. monocytogenes, S. aureus e S. pyogenes), fungos e leveduras (A. niger,
C. albicans, P. citrinum e S. cerevisiae). Em geral, as bactérias gram (-) foram mais sen-
siveis aos tratamentos do que as gram (+). Os extratos também ndo demonstraram ativi-
dades inibitdrias para P. citrinum e S. cerevisiae e efeito modesto contra A. niger e C.
albicans.

Residuos de laranja e uva (C. Sauvignon) foram complexados em nanoparticulas de
monocytogenes (ATCC 35152). Os resultados das nanoparticulas em diferentes concen-
tracGes foram maiores do que os extratos aquosos de laranja+uva (SOTO et al., 2019),
porém, tais extratos corroboram com achados neste trabalho em ambas bactérias, que
apresentaram melhores resultados inibitorios utilizando extratos de UM (6,5 mm-24h; 6,0
mm 120h) para E. coli e BF, bagaco de laranja fermentado, (5,0 mm-24h; 4,0 mm-120h)
para L. Monocytogenes (Fig. 5As e 6C>) .

Residuos secos de uvas brancas e vermelhas foram reportados com propriedades
antimicrobianas por Vodnar et al (2017) em: B. cereus (ATCC 11778), E. coli (ATCC
25922), E. faecalis (ATCC 29212), F. nucleatum (ATCC 25586), L. monocytogenes
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(ATCC 19114), P. aeruginosa (ATCC 27853), P. anaerobius (ATCC 27337), S. aureus
(ATCC 49444), S. typhimurium (ATCC 14028), A. flavus (ATCC 9643), A. niger (ATCC
6275), C. albicans (ATCC 10231), C. parapsilosis (ATCC 22019), e P. funiculosum
(ATCC 56755). Os ensaios foram realizados por MIC (Minimum Inhibitory Concentra-
tion) e MFC (Minimum Fungicidal Concentration). As cepas gram (+) foram mais sensi-
veis aos extratos, principalmente S. aureus, 0 que ndo é observado neste trabalho, nas
quais os extratos apresentaram melhor desenvoltura combatendo E. coli e L. monocyto-
genes, do que S. aureus e S. enteritidis.

A. flavus foi inibido por residuos de uvas vermelhas com tratamento térmico (10
min a 80 °C). As diferencas entre as porcentagens de inibicdo podem ser correlacionadas
aos métodos de extracdo, diferencas nas variedades de uvas, e conteudo polifendlico, uma
vez que, houve acréscimos significativos quanto a atividade antimicrobiana simultaneos

aos niveis de antocianinas das amostras investigadas (VODNAR et al., 2017).

Figura 4. Avaliacdo da formacéo de halos inibitorios em 72h a partir de analises de difusdo em discos com
extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (E) Linhagens de A. fumigatus 10C 0081.
Imagens do verso de cada placas numeradas de 1 a 8, sendo que 0s extratos de residuos foram ordenados
em (1-2) Bagaco de laranja isolado e fermentado, (3-4) Casca de laranja isolada e fermentada, (5-6) Frit de
laranja isolado e fermentado, (7) UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e (8) UM - Residuos
mistos de uvas Isabel + Bordd.
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Tabela 2. Atividades antimicrobianas dos extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. Sendo B — Bagaco de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja,
| — Isolado, F — Fermentado, UC - Residuos de uva de Cabernet Franc e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd. As atividades antibacterianas foram analisadas em 24 e
120h, ja as fangicas foram analisadas em 72h. A presenca dos halos de inibicdo nas triplicatas foi subtraida dos seus respectivos controles negativos e foi expressa em mm.

Atividade Antimicrobiana

E. coli S. aureus L. monocytogenes S. enteritidis A. fumigatus
Residuos
24h 120h 24h 120h 24h 120h 24h 120h 72h
ucC 1,6+1,4%* 0,3+1,2 2* 0,0%" 0,0 1,6+0,3" 1,0+0,52 0,0%" 0,0%" 5,3+0,6%"
UM 6,5+2,1° 6,0+0,5° 2,240,7° 2,3+1,2° 0,6+0,3? 1,0+0,5 0,6+0,8% 0,0% 0,6+0,6
Bl 0,02 0,0° 0,6+0,4% 0,02 1,6+0,32 0,0 2,0+0,5 0,6+0,3% 1,0+0,52
BF 0,1+2,0° 0,0% 2,310,6*  0,6+0,8° 5,0+1,5% 4,0£1,78 0,3+0,8% 1,3+0,3 5,3+0,6°
Cl 4,0+1,0? 2,3+0,8% 0,02 0,02 0,3+0,3% 0,3+0,3? 0,02 0,0 2,310,6%
CF 2,0+0,52 0,6+0,3% 2,0+0,42 0,6+0,82 1,0+0,5? 0,3+0,8? 0,6+0,3% 0,3+0,3% 2,3+0,3?
FI 1,3+0,3? 0,0% 1,0+1,0? 0,3+1,72 1,3+0,8? 1,3+0,8? 0,0% 0,0% 0,6+0,3?
FF 2,0+1,02 2,0+1,1% 2,0+0,42 1,3+0,3? 0,3+0,62 0,6+0,3? 0,0% 0,0% 0,6+0,3?

*Meédias + DP da média, e letras iguais inferem que ndo ha diferencas significativas (p>0,05).



Figura 5. Avaliacdo da formacdo de halos inibitérios em 24h a partir de analises de difusdo em discos
com extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (A) Linhagens de E. coli ATCC 8739,
(B) Linhagens de S. aureus ATCC 1901. (1-8) Extratos de residuos ordenados em (1-2) Bagago de laranja
isolado e fermentado, (3-4) Casca de laranja isolada e fermentada, (5-6) Frit de laranja isolado e fermen-
tado, (7) UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e (8) UM - Residuos mistos de uvas Isabel +
Bordé.



Figura 6. Avaliacdo da formacéo de halos inibitérios em 24h a partir de analises de difusdo em discos com
extratos dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados. (C) Linhagens de L. monocytogenes (ATCC
7644), (D) S. enteritidis (ATCC 13076). (1-8) Extratos de residuos ordenados em (1-2) Bagaco de laranja
isolado e fermentado, (3-4) Casca de laranja isolada e fermentada, (5-6) Frit de laranja isolado e fermentado,
(7) UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e (8) UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bordd.
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1.4.3. Atividade antidiabética dos residuos de laranja e uva

Os valores de IC demonstraram que todos os residuos de laranja e uva, isolados e
fermentados, foram habeis em inibir 50% da atividade de -amilase presente no meio rea-
cional, exceto 0 bagaco fermentado que atingiu 7,4% de inibi¢do. Os menores resultados
foram verificados no FF e CI, sendo estatisticamente iguais a UM. Os demais extratos
isolados de laranja e uva (UC, UM, Bl e FI) obtiveram porcentagens estatisticas iguais a

casca fermentada (Fig. 7).
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Figura 7. Atividades de inibi¢do de a-amilase dos residuos de laranja e uva, isolados e fermentados.
Sendo B — Bagaco de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, | — Isolado, F — Fermentado, UC
- Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos mistos de uvas Isabel + Bord6. Os

resultados sdo representados em *Médias + DP da média, e letras iguais inferem que ndo ha diferencas
significativas (p>0,05).

Os resultados demonstrados sobre a capacidade de inibi¢do de a-amilase em resi-
duos de laranja foram superiores aos trabalhos realizados com cascas brutas, com e sem
pectina, solubilizadas em 50% etanol que apresentam atividade menor do que 50% (FER-
NANDES et al., 2020). Por outro lado, cascas e polpas extraidos a 50% metanol conse-
guiram obter porcentagens similares a Cl (52,84) e FF (60,0%), apresentando valores de
56,2, 54,6 e 55,2% de IC para polpa e casca da variedade Calung, e casca de Kruet
Mameh, respectivamente (ERNAWITA et al., 2017).

As taxas de inibicdo documentadas neste trabalho foram mais promissoras tam-
bém sobre bagacos (C. sinensis var Liwcheng) brutos e extrusados modificados por fer-
mentacdo anaerdbica, os quais reportaram atividades entre 20 e 40% (HUANG et al.,

2019). Além disso, trés doses diarias de 500, 250 e 125 mg de cascas citricas (C. sinensis)
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extraidas em etanol foram ministradas (por kg do peso do animal) em ratos induzidos a
diabetes analisados por Muhtadi et al. (2015), observandos taxas de inibicdo de diabetes
de 39,4; 46,1 e 61,3%.

As atividades antidiabéticas de residuos de vinificacdo (folhas de videira) foram
investigadas por Hayta e Is¢cimen (2018) e extraidos por trés diferentes métodos (ultras-
som, solvente e micro-ondas) obtendo como resultados (%) 65,7-66,5; 77,8-83; e 64,4-
70,4, nessa ordem em solucdes de metanol e 4gua. Porcentagens de inibicdo enzimética
também foi reportada por Hogan et al. (2010) a partir de bagacos de Cabernet Franc e
Chardonnay extraido em etanol 80%. O estudo comparou o potencial antidiabético dos
residuos de uva in vitro, atingindo 63,9% para residuos de vinho Franc e 42,4% para
Chardonnay e in vivo, esses valores foram de 47 e 39%, respectivamente.

Kong et al. (2019) observaram a diminuicdo da atividade a-amilase ap0s encapsu-
lamento de sementes de uva de Cabernet Sauvignon complexadas a um sistema com éter
sulfobutilico-B-ciclodextrina, o qual apresentou valores de IC 0,5 mg/mL maiores do que
o controle positivo testado, atingindo entre 80 e 90% de inibic&o, resultados similares aos
discutidos neste trabalho.

As variacOes observadas na inibicdo de a-amilase foram correlacionadas com as
concentragdes de antocianinas, polifenois e taninos, segundo Ernawita et al. (2017). Além
disso, 0os mecanismos de atuacdo do residuo adotado podem estar relacionados a inibicéo
por competicdo enzimatica, conformacao estrutural e sitio ativo especifico (TUNDIS et
al., 2010).

1.4.4. Atividade de citotoxicidade celular por MTT

De acordo com o apresentado na Figura 8, a viabilidade da linhagem de Células
Endoteliais de Veias do corddo Umbilical Humano (HUVEC) foi avaliada nos extratos
dos residuos (item 1.3.3) em trés concentracdes diferentes (5, 10 e 15%), porém observa-
mOos que apenas 0s extratos de casca de laranja na sua forma isolada e fermentada, Cl e
CF (Fig. 8 E e F), na menor concentracéo testada, obtiveram valores estatisticamente me-
Ihores (62,5 e 74,5%) que o veiculo correspondente (alcool) no mesmo volume analisado
(28,3 e 24,7%). Esses dados sugerem que mesmo havendo um resultado de viabilidade
inferior ao controle experimental (apenas meio de cultivo), esse aumento em relacdo ao
controle positivo, indica um mecanismo protetor que podera ser estudado posteriormente

em células hepaticas.
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Figura 8: Extratos de laranja e uva afetam viabilidade de células endoteliais de veias do corddo umbili-
cal humano (HUVEC). Apds o periodo de tratamento, com os diferentes extratos, as células foram ava-
liadas quanto a citotoxicidade por incorporacdo de sal MTT e a citotoxicidade foi comparada a porcen-
tagem do controle. B — Bagaco de laranja, C - Casca de laranja, F — Frit de laranja, | — Isolado, F — Fer-
mentado, UC - Residuos de uva da variedade Cabernet Franc e UM - Residuos mistos de uvas Isabel +
Bord6. Os resultados sdo representados em *Médias + DP da média, e letras iguais inferem que ndo ha

diferengas significativas (p>0,05).
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A atividade mitocondrial revelada por ensaio de MTT aponta que 0s demais com-
postos modularam negativamente a viabilidade das células, os quais apresentam valores
entre 14 e 42,5%, o que pode ter ocorrido pela solucdo extratora utilizada. Pesquisas com
bagaco de uva da variedade Cagnulari proveniente de vinicolas (POSADINO et al., 2018)
avaliaram técnicas de extracdo para obtencdo de antioxidantes e avaliacdo da viabilidade
de células endoteliais humanas primarias (HUVEC), propondo metodologia de extracdo
solido-liquido que diminuisse o consumo de solventes, sendo assim, testaram 0s extratos
nas concentracdes 0,1, 1 e 10 pg/mL observando efeitos positivos na atividade mitocon-
drial.

Um outro importante estudo, liderado por Posadino (POSADINO et al., 2015) mos-
tra que polifenois naturais, como o resveratrol, presente em altas concentragdes na uva,
podem propiciar despolarizacdo da membrana plasmatica de células endoteliais devido
ao seu poder oxidativo que atua de forma intracelular quando em doses aumentadas, po-
dendo levar a morte celular. Como também foi observado neste trabalho para os residuos
de uva que reduziram a atividade mitocondrial entre 17,9% e 33,7%. Toaldo (2016) ob-
servou que em co-culturas de células intestinais (Caco-2) e linhagem de células da veia
umbilical humana (EA.hy926) tratadas com trans-resveratrol, os niveis do Fator de Cres-
cimento Endotelial Vascular (VEGF), espécies reativas de oxigénio (ERO), Interleucina
8 (1L-8) foram reduzidos a partir de mecanismo dose-dependente.

Nosso grupo tem demonstrado os efeitos de toxicidade avaliados em gueratindcitos
humanos (HaCaT), Fibroblastos de camundongo (NHI-3t3) e carcinoma epidermdide bu-
cal (SCC9) a partir de residuos de laranja, especificamente da casca, da cultivar Hamlin
com extracdo aquosa atestaram acdes positivas ao inibir o crescimento de SCC9 em altos
niveis (10 e 20%), mantendo-se para o residuo frit nas fracbes de Hamlin, Valéncia e
Natal (PEREIRA, 2017). Além disso, a viabilidade das células NHI-3t3 foi reduzida
quando testada o desempenho da casca Hamlin, Valéncia e Natal, o que também foi no-
tado para a HaCaT com o tratamento de casca da estirpe Pera. Athanazio-Heliodoro et al.
(2018) avaliando as mesmas linhagens frente a hidrolisados de 6leos (milho e girassol)
por residuos de laranja fermentado apresentaram resultados interessantes a medida que
estimularam o crescimento da HaCaT e NHI-3t3, e em sistema de hidrolisado de 6leo de
milho por frit fermentado em Penicillium sp. 02 houve impactos negativos para as células
NHI-3t3 e SCC9 na concentragdo de 20%. Em hidrolisados de 6leos de girassol por frit
fermentado em A. niger CBMAI 2084 observou-se menores indices de proliferacao celu-
lar em SCC9 e NHI-3t3.

114



1.4.5. Atividades anti-inflamatorias dos extratos de laranja e uva

A Fig. 9 traz os resultados observados a partir dos ensaios de expressdo génica. As
andlises da bioatividade dos extratos sobre a acdo anti-inflamatéria foram realizadas ape-
nas com as amostras de casca de laranja isolada e fermentada por apresentarem maior
viabilidade quando comparado aos outros tratamentos, exceto controle, no ensaio de MTT
(Fig. 8). O VEGF, proteina sinalizadora que promove a angiogénese, Fig. 9 A, foi estu-
dada como um dos fatores envolvidos em patogenicidades do diabetes, como a retinopatia
diabética, desordem vascular que pode causar cegueira, apresentando receptores com alta
seletividade (VALIATTI et al., 2011). No grafico, o tratamento com a casca de laranja
isolada (CI) foi 49,5 vezes maior do que a casca fermentada (CF), associando-se, portanto,
a acdo anti-inflamatoria devido a maior expressdo do gene que esté correlacionado a de-
generacdo de moléculas da matriz e regulacdo da angiogénese. Toaldo (2016) exibiu nos
resultados, reducdo de VEGF quando as células em co-culturas EA.hy926 (células intes-
tinais, Caco-2, e linhagem de células da veia umbilical humana, HUVEC) foram tratadas

com trans-resveratrol.
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Figura 9: Efeitos de extratos de laranja em marcadores de angiogénese. As células tratadas com os diferentes
extratos, foram coletadas em TriZOL para extragdo de RNA. A expressdo relativa (mMRNA) foi normalizada
pelo controle. O cDNA sintetizado foi utilizado para investigar a expressdo génica: A) VEGF, B) nNOS, C)
iNOS, D) eNOS, E) HIF1-a, F) HIF-8 e G) INF-y. Os valores foram normalizados por valores de expressdo
do 18s e os gréaficos representam n = 3. *p<0.05; **p<0.0063; ***p<0.0002; ****p<0.0001: Diferenca es-
tatistica quando comparado ao grupo controle. *p<0.05; **p<0.0063; ***p<0.0002; ****p<0.0001: Dife-

renca estatistica quando comparado ao grupo CF.
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A expressdo das enzimas representadas na Fig. 9 B-D séo isoformas endoteliais e
neuronais da oxido nitrico sintase (NOS) que produz, por oxidorreducdo, 6xido nitrico
(NO) em resposta a agentes infecciosos ativado pelas vias de sinalizagdo das MAP-Kina-
ses, por exemplo. NO é um neurotransmissor importante que age rapidamente sem a ne-
cessidade de receptores de intramembranas, porém pode ser produzido por longo periodo
induzido por iNOS (isoforma 1), o que pode ser toxico para células saudaveis (HEGAZY
et al., 2015). Dessa forma, ao avaliar os efeitos dos extratos de CF sob as isoformas da
NOS (Fig. 9 B-D) na concentracdo 5% seguindo o teste de MTT, observou-se uma dimi-
nuicdo de 70, 96,2 e 95,6% da expressdo génica em relacdo ao controle para nNOS, iINOS
e eNOS respectivamente, o que corrobora com os dados observados na Fig. 3, em que 0s
extratos de CF (508 umol TE/g) apresentaram um dos mais altos niveis de atividade an-
tioxidante, implicando em compostos bioativos capazes de neutralizar radicais livres, po-
dendo desse modo, inibir a expressdo das NOS, se caracterizando como benéfico no tra-
tamento de doencas inflamatdrias (HAMALAINEN et al., 2008; AKTAN et al., 2003).
Esses dados também foram constatados por Livisaca (2013) em que a reducdo da expres-
sdo génica de iINOS foi de 46,47% ao controle positivo pelo tratamento com Nopal (espé-
cie de cacto) e 65,77% quando combinados Pera e Nopal analisados em HUVEC. Por
outro lado, os resultados para Cl na modulacdo de expressdo das espécies de NOS, au-
mentaram consideravelmente em relacdo ao controle, aproximadamente 7,3, 11 e 7,1 ve-
zes para nNOS, iINOS e eNOS, apresentando atividade antioxidante até 87% menor do que
CF. Toaldo (2016) apresentou resultados em diferentes concentracdes de trans-resve-
ratrol, advindos de sucos e sementes de uva em co-cultura de (EA.hy926) e adenocarci-
noma de pulmé&o (A549), e observou que em concentragdes mais altas de trans-resveratrol
(20 uM), nas células submetidas a condi¢6es de inflamagao por TNF-a e ndo-inflamacéo,
a producdo de NO foi maior do que em 5 uM. Neste trabalho, as concentracGes dos en-
saios se mantiveram em 5%, porém a atividade antioxidante sugere maior potencial de
acao em CF do que CI.

Cascas de laranja de outra espécie (Citrus reticulata) também foram reportadas
como promotoras de agentes anti-inflamatdrios devido a presenca de flavonas polimeto-
xiladas (PMFs), potentes inibidores de TNF-a, classe de citocinas assim como os interfe-
rons (INF) produzidos em resposta a invasdo de patdgenos ou estimulos inflamatdrios
(Fig. 9 G) (CHEN et al., 2017). Outros polifenois como hesperidina, nobiletina e tange-

retina encontradas também em Citrus podem aumentar significativamente a expressao
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das propriedades anti-inflamatérias (HO e KUO, 2014; LONDONO-LONDONO et al.,
2010).

Murakami et al. (2000) demonstram esses efeitos analisando 30 frutas citricas e
medindo a taxa de inibicdo de NO e superdxido, ressaltando reducdo da expressao génica
e atribuindo as PMF’s seus efeitos anti-inflamatorios. Dessa forma, verifica-se que 0s
extratos de casca de laranja apresentam compostos capazes de regular as expressoes de
determinados genes correlacionado com a angiogénese e, portanto, exibir agéo anti-infla-

matoria.

1.5.Conclusao

Os extratos de laranja e uva, isolados e fermentados, exibiram propriedades bioativas
interessantes, atingindo os objetivos inicialmente propostos. Capacidades antioxidantes
foram potencializadas através da fermentacdo com A. niger CBMAI 2084 em extratos de
residuos de laranjas. Além disso, os efeitos antimicrobianos foram expressivos frente as
cepas testadas, observando que o carater antibacteriano dos extratos foi preservado du-
rante o periodo de cinco dias e ndo apresentou diferencas entre a acdo sobre bactérias
gram (+) e gram (-), no entanto, testes quantitativos e in vivo devem ser realizados. Os
extratos demonstraram excelentes perfis antidiabéticos mensurados por inibigcdo de ao-
amilase que despontaram em comparagdo as mesmas condicGes de estudos em residuos
similares, no entanto, testes adicionais e in vivo devem ser executados. O tratamento com
o0s extratos dos residuos de laranja e uva no geral diminuiu a atividade mitocondrial das
células HUVEC, porém apresentou efeito positivo com os extratos das cascas de laranja
isoladas e fermentadas, o que possibilitou os estudos das taxas anti-inflamatorias posteri-
ores. Por fim, a utilizacdo dos residuos de laranja e uva obtidos de forma mais fidedignas
a realidade industrial, isolados e fermentados, foi promissora na produ¢do de compostos

bioativos por metodologias simples, ecoldgicas e baratas.
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1.6.Perspectivas Futuras

Este trabalho obteve éxito em produzir enzimas e compostos bioativos, quantifi-
cando a composi¢ao centesimal dos residuos de laranja e uva e averiguando que tais resi-
duos apresentaram atividades bioldgicas relevantes, podendo agir como agentes antioxi-
dantes, antimicrobianos, antidiabéticos e anti-inflamatorios. Posto o sucesso da obtencédo
de fitase, lipase e protease (Capitulo 2) a partir dos residuos na sua forma bruta, digno de
patentes, vale-se ainda analisar as alternativas de processos fermentativos utilizando o
substrato dos residuos de uva, mantendo os padrdes mais proxima a realidade industrial
tanto quanto possiveis para o crescimento fungico.

Ademais, devido as aplicacGes perscrutadas, analises in vitro ainda sdo necessarias
para validar os dados acerca das acGes antidiabéticas e anti-inflamatorias. Especifica-
mente para citotoxicidade e atividade anti-inflamatdria (Capitulo 3), a extragdo podera se
transformar em um topico de estudos mais aprofundado, para abranger maior gama de
possibilidades de solucdes-veiculo e garantir maior eficacia na utilizacdo desses residuos
para estas finalidades. Por complementacéo, estudos para avaliar a bioatividade dos resi-
duos frente a protecdo contra o alcool em células hepéaticas também poderia seguir cami-
nhos interessantes na area farmacéutica.

Além disso, estudos econdmicos aplicados incrementaram indubitavelmente as dis-
cussOes circundantes a utilizacdo da forma bruta dos residuos e uma ampla investigacao
das possibilidades de reaproveitamento da agua residual advinda do processamento do

suco de laranja também poderia expandir a sustentabilidade do processo global.
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