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RESUMO

Objetivo: Extrair e caracterizar flavanonas do albedo de Laranja-da-terra
(Citrus aurantium) por diferentes métodos e observar a eficiéncia com relacéo
a extracdo. Partindo dos extratos obtidos utilizou-se a enzima naringinase
comercial para a hidrdlise da naringina presente nos extratos. Métodos: Para
as extracbes dos flavonoides foram utilizados cinco métodos diferentes:
método de extracdo por trituracdo em agua, extragcdo por trituracao
hidroetandlica (70%), extragdo hidrotérmica, extracdo por prensa e extracao
por Soxhlet (Alcéolico). Os extratos de albedo, obtidos pelos diferentes
métodos, foram analisados por Espectroscopia UV/VIS para determinacdo de
compostos fendlicos (Folin-Ciocalteu), flavanonas (Davis) e acucares
redutores totais (Miller). Para a analise das flavanonas especificas (narirutina,
naringina, hesperidina, prunina, naringenina e hesperitina) os diferentes
extratos foram submetidos & Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-
DAD). Todos os métodos foram realizados em triplica. Para a comparacéao das
médias entre os tratamentos foi utilizada a ANOVA one way seguida do teste
de Tukey — dados homocedasticos — ou ANOVA com correcdao de Welch
seguida do teste de Games-Howell — dados heterocedasticos. Ambas as
analises foram realizadas ao nivel de significancia de 5% (a=0,05), através do
programa estatistico IBM SPSS Statistics 24®. Resultados: Na determinagéo
de acucares redutores ndo houve diferenca significativa entre os cinco
tratamentos. Ja para determinacdo de flavanonas e fendlicos totais os
tratamentos que utilizaram etanol como solvente apresentaram maior
eficiéncia de extracdo. Durante as analises cromatograficas (HPLC-DAD) foi
possivel quantificar a naringina e prunina presente em todas as extracdes
havendo diferenca significativa apenas para a extracao alcodlica por Soxhlet
(1,49 mg/mL de naringina e 0,70 mg/mL de prunina) que apresentou melhor
eficiéncia de extracdo. A naringina foi hidrolisada nos extratos aquosos pela
enzima naringinase comercial (atividade de a-L-ramnosidase e (-D-
glicosidase) e a-L-ramnosidase parcialmente purificada, ambas inibidas na
presenca de etanol. Concluséao: A escolha do método de extracao pode variar
de acordo com o0s compostos de interesse e com 0 processo de
implementagdo necessério industrialmente. Apesar do método alcodlico
(Soxhlet) ter apresentado melhor eficiéncia de extracdo da naringina e
prunina, quando comparado com a utilizacdo de agua, o etanol possui maior
valor de compra e necessita de tratamentos de purificacdo e retirada do
solvente. O etanol também inibiu a atividade das enzimas utilizadas,
impossibilitando a hidrolise enzimatica dos compostos obtidos.
Palavras-chave: laranja; albedo; flavonoides; prunina; naringenina.



ABSTRACT

Objectives: To extract and to characterize flavanonas of the Bitter orange’s
albedo (Citrus aurantium) by different methods and to observe the efficiency
regarding the extraction. The Naringinase commercial enzyme was used for
hydrolysis of the naringin present in the extracts from the different extractions.
Methods: Five different methods were used for the extractions of the
flavonoids: extraction method by trituration in water, extraction by
hydroethanolic trituration (70 %), hydrothermal extraction, extraction by press
and extraction by Soxhlet (Alcoholic). The extracts of albedo, obtained by the
different extraction methods, were analysed by Spectroscopy UV/VIS for
determination of phenolics compounds (Folin-Ciocalteu), flavanones (Davis)
and total reducing sugars (Miller). To analyse the specific flavanones (narirutin,
naringin, hesperidin, prunin, naringenin and hesperitin) the different extracts
were subjected to high performance liquid chromatography with a diode array
detector (HPLC-DAD). All the methods were carried out in triplicate. For the
comparison of the averages between the treatments the ANOVA one way test
was used followed by the test of Tukey — homoscedastic data — or ANOVA
with Welch correction followed by the test of Games-Howell — heterocedatic
data. Both analyses were carried out at the signification of 5 % (a =0,05),
through the statistics program IBM SPSS Statistics 24 ®. Results: During the
reducing sugars determination there wasn't significant difference between the
five treatments. For the total flavanones and total phenolics determination the
treatments which used ethanol as solvent presented bigger extraction
efficiency. During the chromatographic analyzes (HPLC-DAD) it was possible
to quantify the naringin and prunin present in all the extractions. There was
significant difference only for the alcoholic extraction by Soxhlet (1,49 mg/mL
of naringina and 0,70 mg/mL of prunina), being the best extraction method.
The naringina was hydrolyzed in the aqueous extracts for the naringinase
commercial enzyme (with both activities: a-L-rhamnosidase and [-D-
glucosidase) and a-L-rhamnosidase partially purified, both inhibited in the
presence of ethanol. Conclusion: The choice of the extraction method can
vary in accordance with the interest compounds and with the necessity for
industrial deployment. In spite of the alcoholic method (Soxhlet) presented
better extraction efficiency of naringin and prunin, when compared with the
waters ones, the ethanol has bigger purchase value and needs purification
treatments and solvent retreat methods. The ethanol also inhibited the
enzymes activities, being unworkable to obtain the hydrolysis compounds.
Key-words: orange; albedo; flavonoids; prunin; naringenin.
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1 INTRODUCAO

A citricultura apresenta grande relevancia na economia mundial, esta
presente em mais de 80 paises com uma estimativa de producéo no periodo
de 2015-2024 de mais de 60 milhdes de toneladas. Nesse cenario, o Brasil
desponta como o maior exportador mundial de frutas citricas processadas,
com énfase no suco concentrado de laranja congelado (Frozen Concentrated
Orange Juice - FCOJ) (1). Apesar da grande producdao, a citricultura brasileira
nao apresenta uma ampla variedade de laranjas (Hamlin, Natal, Péra e
Valéncia majoritariamente), o que acaba concentrando a producdo em
determinadas épocas do ano, além de aumentar o risco de perdas por ataque
de pragas e variacdes de precos. Entretanto, existem outros cultivares de
laranja que apresentam boa qualidade tecnolégica e sao ainda
subutilizadas (2).

A Laranja-da-terra (Citrus aurantium) € um exemplo desses cultivares.
Conhecida popularmente como laranja-azeda, pertence a familia Rutaceae e
teve sua origem no Sudeste Asiatico. No Brasil € encontrada principalmente
em pomares domésticos e sua reproducdo ocorre através de sementes.
Caracteriza-se principalmente por apresentar porte mediano, espinhos
agudos, flores aromaticas e frutos do tipo baga (casca grossa e amarga). Sua
aplicacdo na industria varia desde a alimentacdo (producdo de doces e
compotas), até aplicacées medicinais (2).

Como qualquer tipo de fruta, a composi¢cdo quimica das frutas citricas
sofrem interferéncias por diversos fatores, podendo variar significativamente

dependendo da variedade da fruta, estadio de maturacdo, fase de
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crescimento, condicbes climaticas, qualidade do solo e época
de colheita (3,4).

Os flavonoides, substancias consequentemente também influenciadas
pelos fatores citados anteriormente, consistem em uma classe de compostos
fendlicos, do grupo dos polifendis, que apresentam estruturas quimicas e
caracteristicas particulares que os diferenciam entre si. Podem aparecer como
agliconas, glicosideos ou como parte de outras estruturas que contenham
flavonoides. Possuem como estrutura basica um esqueleto de difenil propano
(CeC3Cs) com dois anéis benzénicos (A e B) ligados a um anel pirano (C)
(Figura 1). De acordo com a substituicdo e o nivel de oxidacdo no anel C os
flavonoides podem ser classificados em 14 classes e sdo encontrados em
varios alimentos de origem vegetal, sendo importantes componentes na dieta

humana (5).

Figura 1. Estrutura quimica béasica dos flavonoides (5).
Uma importante subclasse dos flavonoides sdo as flavanonas, uma vez
que constituem a maioria dos flavonoides e estdo presentes em

concentracdes significativas em frutas citricas. As flavanonas de origem citrica
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sao naturalmente glicosiladas, tais como a naringina, narirutina e hesperidina,
mas também poderem aparecer na forma de agliconas como naringenina e
hesperitina (Figura 2) (6).
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Figura 2. Estrutura quimica das principais flavanonas citricas. Araraquara,
2018.

A naringina € encontrada principalmente na toranja (grapefruit) e, de
longe, € a flavanona mais amarga e abundante em frutos imaturos, mas sua
concentracdo diminui a medida que o fruto amadurece (7).

De modo geral, em citros, a presenca de amargor tem sido uma grande
limitacdo na aceitagdo comercial do suco, sendo necesséria, em alguns
casos, a utilizacdo de métodos de lavagem da polpa citrica para remocao do
amargor. Esses processos, muitas vezes, sao prejudiciais nutricionalmente e
demandam etapas extras de purificacdo e remocgdo substancias toxicas
(solventes organicos, por exemplo). Entretanto, a aplicacdo de processos

enzimaticos apresentam vantagens no procedimento de lavagem da polpa de
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laranja e toranja, no aumento do rendimento de recuperacdo de Oleos
essenciais, na remocao do amargor e clarificacdo de suco; além de ser
considerado comercialmente mais favoravel por apresentar menor impacto
destrutivo sobre os nutrientes (8,9).

Dentre os compostos indesejaveis na producao de sucos citricos, devido
ao sabor amargo, esta a flavanona naringina e os limonoides limonina e
nomilina. Por outra lado, ja existem ensaios experimentais e pesquisas em
humanos que comprovam inumeros efeitos terapéuticos e biolégicos
benéficos relacionados ao consumo de flavonoides. Por se tratarem de
compostos bioativos, sdo bem conhecidos por sua atividade antioxidante,
imunomoduladora, antimicrobiana e estrogénica (10).

A naringinase trata-se de um complexo enzimatico que atua hidrolisando
a naringina em duas etapas (Figura 3), sendo cada uma delas catalisada por
umas das duas atividades da enzima, ou seja, a atividade a-L-ramnosidase
(EC 3.2.1.40) hidrolisa a naringina liberando ramnose e prunina; sendo a
prunina, substrato da atividade [(-D-glicosidase (EC 3.2.1.21), que é

hidrolisada em glicose e naringenina (11,12).
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Naringina Atividade 1: o-L-ramnosidase

Naringinase

Atividade 2: §-D-glicosidase

Naringenina

..n\‘\o H

GH,OH

Glicose

Prunina

Figura 3. Mecanismo de hidrélise da naringina pelo complexo enzimatico
naringinase (atividade de a-L-ramnosidase e B-D-glicosidase). Araraquara,
2018.

A a-L-ramnosidase (Figura 4) oferece potencialidade de aplicacdo na
producdo de ramnose, que por sua vez apresenta grande possibilidade de
utiizacdo como componente farmaco e cosmético de acao
antienvelhecimento (13); além da prunina, que apresenta acdo anti-
inflamatoria e pode ser utilizada como alternativa a sacarose para diabéticos.
Ja a naringenina apresenta acdo antioxidante, antitlcera e anti-inflamatéria,
além de propriedades neuroprotetoras capazes de prevenir doencas

neurodegenerativas (14,15).
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Figura 4. Estrutura 3D da atividade de a-ramnosidase em complexo com a
ramnose (16,17).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura morfoldgica da laranja

Caracterizada por ser um fruto citrico, a laranja é composta por epicarpo,
mesocarpo, endocarpo, columela e sementes (Figura 5). O epicarpo, também
conhecido por flavedo, é a por¢céo externa com coloragédo. JA& 0 mesocarpo,
ou albedo, é caracterizado por ser a parte interna de coloracdo branca e
textura esponjosa. Logo abaixo do mesocarpo, se encontra o endocarpo —

parte comestivel — constituido pelos gomos, vesiculas e membranas (18,19).
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Flavedo

Columela

Vesiculas
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Figura 5. Morfologia geral da laranja. Araraquara, 2018.

2.2 Producéao e processamento industrial de laranja

O Brasil detém atualmente mais da metade da produ¢éo mundial de suco
de laranja (53 %), exporta 98 % da sua producéo e o cultivo de laranja esta
presente em todos os estados brasileiros. A laranja é a fruta mais cultivada no
pais, ultrapassando a faixa dos 800 mil hectares, chegando a ocupar uma
area 20 vezes maior do que os pomares de maca e quase o dobro das terras
dedicadas ao cultivo de banana em nosso pais (20).

Os destinos da producdo mundial, em geral, se compdem entre o
processamento industrial (producédo de suco), consumo doméstico de fruta in
natura e exportacao de fruta in natura. Ja o Brasil destina 70 % de sua
producédo para processamento industrial, sendo que 86 % do que € produzido

no Estado de S&o Paulo e no Tridngulo Mineiro é destinado a esse
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mercado (20).

O residuo oriundo do processamento industrial do suco de laranja
representa cerca de 50 % do peso total do fruto, sendo apontado como um
subproduto com potencial de extracdo de compostos biologicamente ativos e
de alto valor agregado que ainda é pouco explorado. Essa elevada quantidade
de residuo, em sua maioria, é utilizada como matéria prima complementar
para a alimentacdo animal ou entdo € queimada. Visando a melhoria do
gerenciamento desses residuos, estudos vem sendo desenvolvidos para a
implementacdo de novos processos de recuperacdo, possibilitando o
melhoramento da producdo de compostos secundarios (pectina, 6leo
essencial, etanol, entre outros) e até obtencdo de enzimas e extracdo de

compostos bioativos de alto valor agregado (21-23).

2.3 Compostos antioxidantes

Os compostos fendlicos apresentam uma variedade de propriedades
biologicas (antiarteriogénica, antialergénica, anti-inflamatoéria, antimicrobiana,
antitrombética, cardioprotetora e vasodilatadora), no entanto o destaque tem
sido atribuido a sua acao antioxidante (24,25).

Os flavonoides apresentam atividade antioxidante efetiva devido a suas
propriedades sequestrantes dos radicais livres. Esse processo ocorre por
meio da acdo quelante do oxigénio triplete e singlete e também por meio da
decomposicdo dos peroxidos. Essa propriedade € direcionada a agao sobre o
radical hidroxil e o anion superoxido, ja que estao envolvidas na inicializacao

da peroxidacéo lipidica e sédo altamente reativos (5).
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Esses compostos possuem a capacidade de proteger as células
contra stress oxidativo que, por sua vez, pode causar envelhecimento celular
e doencas degenerativas (cancer, diabetes, doencas cardiovasculares,

etc.) (18).

2.4 Extracao de flavanonas da laranja

Existem diferentes métodos para realizacao da extracdo dos compostos
antioxidantes em vegetais (substancias bioativas). Dentre eles, € possivel
destacar os métodos de extracdo que utilizam solventes (como agua, etanol,
metanol e éter). Analisando quimicamente, ndo é possivel eleger metodologia
mais eficiente para a extracdo desses determinados compostos, ja que sofrem
influéncia de diferentes fatores como natureza do vegetal, solvente
empregado, tamanho da particula, tempo e temperatura de extracdo (24).

Justificou-se entdo o emprego de andlises comparativas entre cinco
métodos propostos para avaliar as melhores condicdes de extracao,
garantindo menor custo, tempo de extracdo e maior viabilidade dos

compostos visados.

2.5 Hidrdlise enzimatica da naringina

A naringina (4,5,7-trihidroxi-7-rhamnonglucosil-flavanona) €& um
flavonoide disponivel em diversas espécies de Citrus sp., chegando a
representar 10 % do peso seco no grapefruits, sendo o responsavel principal
pelo sabor amargo em frutas citricas. Estudos apontam efeitos benéficos
relacionados ao consumo da naringina: inibicdo da biossintese de

eicosanoides (processos inflamatorios), prevencao a formacao de placas de
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gordura e tecido fibroso nas paredes internas das artérias (aterosclerotica),
protecdo contra a oxidacdo da LDL-colesterol (Low Density Lipoprotein),
prevencdo da agregacdo plaquetaria (efeito antitrombético), além de
promover o relaxamento do musculo liso (efeito anti-hipertensivo) e ter efeito
antioxidante (26).

Uma alternativa amplamente utilizada para diminuicdo do amargor em
varios produtos alimenticios é a utilizacdo dos métodos enzimaticos.

As enzimas sdo catalisadores biologicos com grande aplicacao
industrial, principalmente por apresentarem boa eficiéncia e seletividade.
Podem oferecer maiores rendimentos durante a reacao, elevados niveis de
pureza e minima formacdo de subprodutos quando comparado com
processos nao enzimaticos (27).

A naringinase é responsavel, especificamente, pela hidréolise da
naringina. Trata-se de um complexo enzimético composto por atividade de a-
L-ramnosidase (EC 3.2.1.40) e B-D-glicosidase (EC 3.2.1.21), gerando

produtos como ramnose, prunina (4'-5,7"-trinydroxyflavonone-7-glucoside),

naringenina (4,5, 7-trihidroxiflavonone) e glicose, consecutivamente (Figura 3).
Além das aplicacdes citadas, a naringinase também € largamente utilizada na
preparacdo de farmacos por meio da desglicosilacdo de novos antibiéticos e
da transformacédo de esterdides e para o melhoramento na qualidade de
produtos alimenticios (aumento de rendimento de 6leos essenciais, remogao

do amargor e clarificagdo de sucos processados) (8,28).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Extrair e caracterizar flavanonas do extrato do albedo de Laranja-da-
terra (Citrus aurantium) por diferentes métodos e observar sua eficiéncia com
relacdo a extracdo. Partindo dos extratos obtidos pretende-se utilizar a enzima
naringinase comercial e a-L-ramnosidase parcialmente purificada para a

biotransformacéo das flavanonas disponiveis.

3.2 Especificos

v Avaliar diferentes métodos de extracdo de flavanonas do albedo de
Laranja-da-terra (Citrus aurantium);

v’ Caracterizar por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)
0s extratos obtidos;

v' Purificar parcialmente a enzima naringinase comercial a fim de se obter
a atividade de a-L-ramnosidase;

v Hidrolisar enzimaticamente os diferentes extratos;

v Caracterizar por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

0s extratos apds hidrdlises enzimaticas.
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4 MATERIAL E METODOS

Nesse estudo utilizou-se a Laranja-da-terra (Citrus aurantium) como
matéria-prima para a extracdo e caracterizacdo das flavanonas, além da
aplicacao da enzima naringinase comercial de Penicillium decumbens (Sigma-
Aldrich®) para obtencao de prunina e naringenina. Também foram usados o0s
substratos sintéticos p-nitrofenil-a-L-ramnosidio (p-NFaR) e p-nitrofenil-B-D-
glicosideo (p-NFBG) (Sigma-Aldrich®). Todos os demais reagente utilizados

foram de grau analitico.

4.1 Preparo da Laranja-da-terra para extracao de flavanonas

A Laranja-da-terra (Citrus aurantium) foi colhida manualmente em uma
propriedade rural chamada chacara Nosso Canto, localizada no municipio de
Séo Carlos, interior de Sdo Paulo, Brasil (21°57'26.2"S e 47°55'22.8"W, 842 m
de altitude).

ApGs a colheita os frutos foram levados ao laboratério de Enzimologia
do Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP de Araraquara. Todos os frutos passaram pelo
processo de inspecéo, higienizagcado e sanitizacao (solucao de hipoclorito de
sédio 200 ppm por 10 minutos) e de remocdao parcial do epicarpo (flavedo),
por meio de um processo de raspagem com o objetivo de retirar grande parte
do flavedo e outras substancias interferentes (clorofila, 6leos essenciais,

sujidades, etc.) (Figura 6).
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Figura 6. Preparo da Laranja-da-terra para extracdo de flavanonas.
Araraquara, 2018.

Apdés o0 tratamento primario, os albedos foram cortados e
homogeneizados. As partes restantes do fruto foram descartadas, e os
albedos foram armazenados em sacos plasticos e mantidos congelados

(- 18°C) até o momento da analise.

4.2 Extracao das flavanonas do albedo da Laranja-da-terra

Para a realizacdo da extracdo e identificacdo dos compostos de
interesse foi necessaria a utilizacdo de solventes de diferentes polaridades
pois o rendimento da extragcdo depende basicamente do tipo de solvente, e
das caracteristicas intrinsecas e extrinsecas relacionadas ao fruto. Apos a
revisdo bibliografica foi possivel definir cinco métodos de extracdo que
utilizam etanol e agua como principais solventes. A principal justificativa da
utilizacao desses solventes foi devido ao seu grande emprego para extracao
de compostos antioxidantes e principalmente por razdes técnico-ambientais
(n&o apresentam riscos ambientais e ndo necessitam de grandes processos

de purificacdo) e grande disponibilidade (solventes de baixo custo) (24).
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4.2.1 Metodo de extracdo por trituracdo em agua

Foi realizada a extracdo de flavonoides seguindo a proporcédo de 15 g de
albedo para 150 mL de agua ultra purificada (1:10; m/v), seguida de trituracéo
em liquidificador convencional por 1 minuto. Apos a trituracdo, a mistura foi
colocada em refrigeracdo (6 °C) durante 24 horas. Ao final do tempo de
repouso, a suspensdo obtida foi filtrada a vacuo em papel filtro e o extrato
(sobrenadante) foi armazenado em refrigeracdo (6 °C) para andlises
posteriores. O método descrito esta baseado no fenémeno de lixiviacdo, onde
0 solvente em contato com o soluto se difunde, ocasionando a transferéncia

do soluto para o solvente (18,29).

4.2.2 Método de extracdo por trituracdo hidroetanodlica

Foi realizada a extracéo de flavonoides seguindo a proporc¢édo de 15 g de
albedo para 150 mL de solucao hidroetandlica 70 % (1:10; m/v), seguida de
trituracdo em liquidificador convencional por 1 minuto. Apds a trituracao, a
mistura foi exposta a refrigeracdo (6 °C) durante 24 horas. No término do
tempo de repouso, a suspensao obtida foi filtrada a vacuo em papel filtro e o
sobrenadante foi armazenado em refrigeracdo (6 °C) para andlises

posteriores. Esse método foi adaptado de Spagolla et al. (30).

4.2.3 Método Hidrotérmico

Foi realizada a extracéo de flavonoides seguindo a proporc¢éo de 10 g de
albedo para 100 mL de agua ultra purificada (1:10; m/v), seguida de trituracédo
em liquidificador convencional por 1 minuto. Apos a trituragéo, a mistura foi

transferida para Erlenmeyers, que foram devidamente vedados com filme
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plastico, e aquecidos em banho maria estabilizado a 65 °C por 3 horas. Apos
o término do processo de extracdo, os Erlenmeyers foram resfriados por 20
minutos e as suspensdes foram filtradas a vacuo em papel filtro e o
sobrenadante foi armazenado em refrigeracdo (6 °C) para analises

posteriores. A metodologia foi adaptada de Cheigh et al. (31).

4.2.4 Método de Prensa

Foi realizada a extracdo de flavonoides seguindo a proporcédo de 30 g de
albedo para 300 mL de agua ultra purificada (1:10; m/v). O albedo foi imerso
em agua ultra purificada por 24 horas sob refrigeracéo (6 °C). Apés o periodo
de imersédo, a mistura foi prensada em prensa manual (Figura 7) e o extrato
obtido foi armazenado em refrigeracdo (6 °C) para andlises posteriores. Esse

método foi adaptado de ElI-Nawaki (29).

Figura 7. Desenvolvimento de prensa artesanal para extracdo de seguindo
metodologia descrita no item 4.2.4. Araraquara, 2018.
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4.2.5 Método de Soxhlet (Alcbolico)

Foi realizada a extracdo de flavonoides por meio do extrator Soxhlet
(Figura 8), seguindo a proporcao de 25 g de albedo para 250 mL de solucéo
etanol PA99,5% (1:10; m/v). A mistura foi triturada em liquidificador
convencional por 1 minuto. Apés a trituracdo, a mistura foi filtrada em papel e
o residuo sélido foi seco em estufa (50 °C) por 3 horas. O sobrenadante foi
reservado e utilizado durante o processo de extracdo juntamente com o
solvente. O residuo solido seco foi acondicionado em cartuchos e levado ao
extrator de Soxhlet (aproximadamente 70 °C) por um periodo de 3 horas. No
término do processo de extracdo, foi recolhido o extrato liquido, que foi
armazenado em refrigeracéo (6 °C) para analises posteriores. Esse método

foi adaptado de Davis (32).

Condensador

Banho de Extrator

recirculagao / (Soxhlet)

= Solvente de

7
Al extragao
-
=y
BT Tash o\
O ——————

~

Manta de
3 aquecimento

Figura 8. Sistema de extracdo de flavonoides pelo método de Soxhlet
segundo item 4.2.5. Araraquara, 2018.
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4.3 Determinacdes analiticas

A eficiéncia dos cinco métodos de extracdo para flavanonas foi

acompanhada através dos métodos descritos abaixo:

4.3.1 Determinacdo de compostos fenolicos totais

Os fendlicos totais foram quantificados pelo método de Folin-
Ciocalteu (1997) utilizando acido galico como padrdo externo por meio de
espectrofotometria com comprimento de onda de 700 nm (33,34). Para efeito
de calculo foi construida uma curva analitica de acido galico (0,088 —

0,265 mM) da qual obteve-se um € 70onm = 0,0365 (g acido galico/0,5 mL) 2.

4.3.2 Determinacéao de flavanonas totais

As flavanonas foram quantificadas segundo o método de Davis (1947).
Uma aliquota de 40 uL da amostra foi homogeneizada em 2 mL dietilenoglicol
90 % (v/v). Em seguida foi acrescentado 40 uL de NaOH 4 N, dando inicio a
reacdo com duracdo de 5 minutos (35). A quantificacdo foi realizada por
espectrofotometria com comprimento de onda de 420 nm. Para os célculos foi
construida uma curva analitica de naringina (0,515 — 1,55 mM) como padréo
de analitico. Apos a regressao linear obteve-se um € s20nm = 0,0233

(1g naringina/40 pL) 1.

4.3.3 Determinacado de agucares redutores totais

A concentracdo de acucares redutores foi determinada pelo método de
Miller (1959), que consiste em uma reagéo colorimétrica de oxirredugéo do

acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) na presenca de agucares redutores (Figura 9)
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(36). A guantificacdo ocorreu por meio da elaboracdo da curva analitica
utilizando a glicose (1,679 — 8,393 mM) como padréao externo. Obteve-se um

€ s40nm = 0,422 (umol/0,25 mL) ! ou um € (molar) de 105,5 Mt cm,

COOH

Joulle S caile)

Acido 3,5-dinitrosalicilico A.R = Agucar redutor genético  Acido 3-amino-5-nitrosalicilico ~ Acido aldénico

Figura 9. Principio quimico da reducdo do &cido 3,5-dinitrosalicilico na
presenca de agucares redutores (36).

4.3.4 Determinacdao do perfil e quantificacdo de flavanonas por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinacdo do perfil cromatografico de compostos fendlicos foi
realizada por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O
sistema cromatografico consiste em uma bomba especifica com gerenciador
de solventes quaternario, que é comandado pela interface e pelo moédulo de
desgaseificacdo. O equipamento utilizado foi da marca Waters®, modelo
Acquity Arc com injetor automatico, detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD), pertencente ao Departamento de Alimentos e Nutricdo na Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas — Unesp, Araraquara.

A separacao cromatografica foi realizada em uma coluna da Thermo C18
— ODS - Hypersil de 250 x 4 mm e tamanho de particula de 5 p. As fases
moveis utilizadas foram: (A) agua:acido acético 0,5% (v/v) e (B) acetonitrila.
O sistema de gradiente iniciou com 5% de acetonitrila, passando para 60%

aos 15 minutos, mantendo-se nessa condi¢cdo até os 18 minutos, passando
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imediatamente para 100% de acetonitrila mantidos até os 23 min e os 5 min
finais com 5% de solvente organico para reequilibrio. O fluxo foi de
0,8 mL/min, com volume de injecao de 20 L, sendo os compostos detectados
em UV a 280 nm. A quantificacéo foi feita por curva de calibracdo externa
construidas a partir das areas dos picos cromatograficos dos compostos
narirutina, naringina, hesperidina, prunina, naringenina e hesperitina (Figura
10). O método foi adaptado de Kwang-Il Park et al. e Cindy Hunlun et al.

(37,38).
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Minutes

Figura 10. Cromatograma dos padrdes analiticos (CLAE) utilizada para
quantificacdo dos compostos fendlicos nos diferentes extratos. Os picos
correspondentes aos compostos sdo: (1) Narirutina; (2) Naringina; (3)
Hesperidina; (4) Prunina; (5) Naringenina; (6) Hesperitina. Araraquara, 2018.

4.3.5 Determinagao de umidade

Para a determinacdo da umidade do albedo da Laranja-da-terra foi
utilizado o método por infravermelho. Utilizaram-se aproximadamente 3 g de
amostra triturada, acondicionada sobre a bandeja de aluminio da Balanca de
infravermelho (MA 35 - Sartorius), em que permaneceu submetida a raios

infravermelhos com temperatura constante de 105 °C até estabilizacdo do
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peso. As analises foram realizadas em triplicada e os resultados expressos

em porcentagem.

4.3.6 Calculo de rendimento de extracao

Os rendimentos das extracdes foram calculados conforme Equacéao 1.

(C‘oncentragéo do composto (%) X volume de solvente (mL)

1000

Rendimento (%) = > x 100 (1)

massa umida ou massa seca do albedo (g)

Equacéo 1. Calculo de rendimento de extracao (%)

4.4 Ensaios enzimaticos com a Naringinase®

A enzima Naringinase Comercial utilizada é de origem flangica
(Penicillium decumbens) e da marca Sigma-Aldrich®. A fabricante indica uma
atividade Naringinase de = 300 unidades/g soélida em seu produto.

A atividade enzimatica da naringinase comercial foi determinada por

meio das seguintes técnicas analiticas descritas abaixo.

4.4.1 Determinacdo da atividade por dosagem de acucar redutor

A atividade enzimatica de naringinase foi determinada por meio da
quantificacdo de acucares redutores liberados (ramnose e glicose) usando o
DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico), conforme descrito por Miller (36). Foi utilizado
como substrato naringina (Sigma-Aldrich) (0,5 % m/v ou 8,6 mM) em tampao
acetato de sédio 0,1 M, pH 4,5 e temperatura de atividade de 50 °C. Uma
unidade enzimatica (U) foi definida como a concentragdo de enzima
necesséria para liberar 1 umol de acgucar redutor por minuto nas condic¢des de

ensaio. J4 a atividade especifica da enzima foi definida como a quantidade de
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umol de produto liberados por minuto por miligrama de proteina (U.mg prot™?).
Para a analise dos resultados foi construida curva analitica de glicose (acucar
redutor) possibilitando a obtencéo do coeficiente de absortividade molar (¢) de

0,422 (umol/0,25 mL)%, ou € (molar) de 105,5 Mt cm™.

4.4.2 Determinacao da atividade a-L-ramnosidase e 3-D-glicosidase

As atividades a-L-ramnosidase e (3-D-glicosidase foram determinadas
utilizando os substratos sintéticos p-nitrofenil-a-L-ramnosidio® (p-NFaR) e p-
nitrofenil-B-D-glicosideo® (p-NFBG) conforme Romero et al. (39) com algumas
modificacdes. O ensaio enzimatico foi realizado com 0,7 mL de tampéo
acetato de sodio 0,1 M pH 4,5 contendo 0,05 mL de p-NFaR e/ou p-NFBG
(0,5 mM) e 0,05 mL da enzima. A mistura foi incubada por 5 minutos em
agitacdo a 50 °C, seguindo de resfriamento em banho de gelo e adicdo de
uma solucdo de 0,8 mL de Na2COs3 1 M para interromper a reacdo. A leitura
da absorbancia foi realizada a 405 nm. Foi considerado uma unidade (U) de
atividade de ramnosidase e/ou glicosidase como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por minuto sob as condi¢des
descritas conforme Galan (2016) (40). Para quantificacdo foi realizada a
construgdo de uma curva analitica com diferentes concentracbes de p-
nitrofenol (0,003 mM — 0,049 mM) para obtencéo do coeficiente de extincdo

molar em €a05nm = 17013 M1 cml. O célculo da atividade enzimética foi

calculado conforme Equacgéo 2 (41).

Y, Absorbéancia X 1000 x Volume total de ensaio (mL)

(2)

" €molar X ¥ tempo (min) x d (cm) x Volume de enzima (mL)

Equacéo 2. Calculo de atividade enzimatica (U).
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A atividade especifica da enzima comercial (Tabela 4) foi calculada a
partir da razdo entre a atividade (U/mL) e quantidade de proteina dosada por

Bradford (mg/mL) segundo o item 4.5.1.

4.5 Purificacéo parcial da enzima comercial

Através de estudos anteriores realizados no laboratério de Enzimologia
€ de conhecimento que a enzima Naringinase comercial de Penicillium
decumbens (Sigma-Aldrich®) apresenta duas atividades distintas: a-L-
ramnosidase e B-D-glicosidase. Por meio do uso da Cromatografia de troca
ibnica — DEAE-Sephacel pelo sistema de “BATCH” foi possivel separar
parcialmente o complexo proteico em suas duas atividades. O processo de
purificacdo parcial foi realizado repetidas vezes até obtencédo da quantidade
da enzima a-L-ramnosidase necessaria para os experimentos. O sistema
“‘BATCH” foi realizado seguindo exatamente a metodologia descrita e
executada por Galan (40). Para a purificacao foram utilizadas resinas DEAE-
Sephacel equilibradas em tampéo fosfato de s6dio 50 mM em pH 6,8. Foram
pesados 20 g da resina DEAE-Sephacel (GE Healthcare) seca. A resina foi
lavada exaustivamente com tampao fosfato de sédio 50 mM em pH 6,8 para
garantir o carregamento e deixa-la pronta para o uso. Apos a lavagem, a
resina foi colocada em contato com 100 mL da solu¢cdo enzimatica de
naringinase comercial (1 mg/mL) para que ocorresse a interacao idnica resina-
enzima. O tempo de interacao foi de 60 minutos em agitador tipo “roller”.

ApoOs o tempo de contato da solugcédo de naringinase comercial com a

resina foram realizadas lavagens com solugdes de cloreto de sodio (75 mM e
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200 mM) para a eluicdo das fracbes a-L-ramnosidase e B-D-glicosidase,
respectivamente. Em seguida as amostras foram dialisadas contra tamp&o
acetado de sédio 0,1 M pH 4,5 para a remocéao do sal. Todo o procedimento
de purificacdo parcial foi acompanhado por determinacdo de atividade

(item 4.4.2), quantificacao de proteina (item 4.5.1) e SDS-PAGE.

4.5.1 Determinacéo de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Bradford (40,42) utilizando como padréao a soro albumina bovina
(SBA). Para o célculo da concentracéo foi construida uma curva analitica de

BSA (0,008 — 0,024 pg/uL) e o coeficiente de absortividade obtido foi de

€s595nm = 17,150 (mg/mL) 2.

4.6 Hidrdlise enziméatica dos extratos obtidos conforme item 4.2

Uma vez conhecendo os perfis cromatograficos das flavanonas
presentes nos extratos obtidos a partir do albedo da Laranja-da-terra, foi
realizada a hidrolise utilizando a enzima naringinase comercial e a

ramnosidase oriunda da purificacdo parcial conforme o item 4.5.

4.6.1 Enzima comercial sem purificacéo

A enzima naringinase comercial foi ressuspendida em tampé&o acetato
de sodio 0,1M pH 4,5 seguindo a proporc¢do 1:1 (m/v). Em seguida o pH dos
extratos obtidos com as diferentes metodologias de extragao foi corrigido para
4,5. O ensaio enzimatico foi constituido de 12 mL de cada extrato e 0,3 mL da

enzima naringinase comercial (1 mg/mL) sob agitacdo suave e temperatura
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controlada de 50 °C. Aliquotas do ensaio enzimatico foram retiradas apos uma
e trés horas de reacédo e, para inativacdo das enzimas, as aliquotas foram

submetidas a aquecimento de 100°C por 5 minutos.

4.6.2 Enzima ramnosidase purificada parcialmente

A enzima ramnosidase purificada foi obtida conforme processo descrito
no item 4.5. Apos o processo de purificacdo a enzima a-L-Ramnosidase foi
liofilizada para obter uma solucdo mais concentrada e em seguida diluida em
tampdo para entregar atividade aproximada a da enzima comercial. O ensaio
enzimatico foi constituido de 12 mL de cada extrato e 0,3 mL da enzima a-L-
Ramnosidase sob agitacdo suave e temperatura controlada de 50 °C.
Aliguotas do ensaio enziméatico foram retiradas apdés uma e trés horas de
reacdo e, para inativacdo das enzimas, as aliquotas foram submetidas a

aguecimento de 100°C por 5 minutos.

4.7 Quantificacao por CLAE de flavanonas apdés hidrolise enzimética

Os produtos obtidos nos itens 4.6.1 e 4.6.2 foram analisados por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) seguindo metodologia citada no

item 4.3.4.

4.8 SDS-PAGE da enzima naringinase parcialmente purificada

A amostra de enzima parcialmente purificada foi submetida a
eletroforese em condi¢Oes desnaturantes, em gel de poliacrilamida a 10 %, de
acordo com o método de Laemmli (43). Essa analise teve como obijetivo de

elucidar o perfil proteico da naringinase comercial e das enzimas ramnosidase
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e glicosidade parcialmente purificadas, identificando as diferencas em relacéo
a enzima que nao passou pelo processo de purificacdo. O gel foi corado com

nitrato de prata, conforme Heukeshoven e Dernick (44) e Blum et al. (45).

4.9 Analise estatistica

Foi realizada a estatistica descritiva para analise béasica do
comportamento dos dados. Para avaliacao da normalidade foi utilizado o teste
de Shapiro-Wilk — que confirmou que todos os dados apresentam distribuicdo
normal — e para avaliacdo da homocedasticidade foi utilizado o teste de
Levene. Para a comparacado das médias entre os tratamentos foi utilizada a
ANOVA one way seguida do teste de Tukey — para dados homocedasticos —
e a ANOVA com correcao de Welch seguida do teste de Games-Howell — para
dados heterocedasticos. Ambas as analises foram realizadas ao nivel de
significancia de 5 % (a = 0,05), através do programa estatistico IBM SPSS

Statistics 24®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a realizacdo das diferentes extracdes (Figura 11), todas realizadas
em triplicata independentes, foi possivel realizar a determinacdo e
quantificacdo dos compostos desejados por meio dos métodos colorimétricos

e cromatograficos dos extratos obtidos (item 4.3).

-

b’*x 2 X
- P

e BN
) . ¥
1 o

Trituragio Trituragéo Hidrotérmica Prensa Soxhlet
em agua hidroetanélica

Figura 11. Extratos do albedo da Laranja-da-terra provenientes das diferentes
extragcbes de acordo com as metodologias descritas nos itens 4.2.1-5.
Araraquara, 2018.

5.1 Caracterizacao inicial dos extratos

5.1.1 Analises espectrofotométricas

Na Tabela 1 estdo descritos os resultados obtidos para as concentracdes
de acUcares redutores, flavanonas totais e fendlicos totais através das

metodologias descritas nos itens 4.3.1-3.
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Tabela 1. Média e desvio-padrdo da concentracdo de acucares redutores,
flavanonas totais e fendlicos totais para cada metodologia de extracdo
(tratamento) por meio de métodos colorimétricos. Araraquara, 2018.

AcUcares Flavanonas Fendlicos

Tratamento redutores (mg/mL) totais (mg/mL) totais (mg/mL)

Extracdo por trituragcdo em
agua

Extracao por trituracéo
hidroetandlica (70 %)

Extracdo hidrotérmica 3,31 +£0,41a 1,30 £ 0,092 0,62 + 0,04b

3,78 + 0,482 0,99+0,06> 0,63+ 0,090

3,28 £ 0,422 1,19+ 0,272> 0,63 + 0,090

Extracdo por prensagem 3,59 +0,152 1,09 £ 0,07 0,67 £ 0,03ap

Extracdo alcodlica
(Soxhlet)

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre
si (p < 0,05) no teste de Tukey e Games-Howell (para dados heterocedasticos).

4,02+ 0,372 1,58 +0,252 0,81 +0,022

Os métodos colorimétricos sdo baseados na medida quantitativa de
absorcao da luz pelas solugdes. A concentracdo das substancias de interesse
pode ser determinada devido a mesma ser diretamente proporcional a
quantidade de luz absorvida. Partindo desse principio e observando os
resultados obtidos na Tabela 1, foi possivel perceber que ndo houve diferenca
significativa entre os cinco métodos para a extracao de acgucares redutores.

Ja com relacdo a determinacdo de flavanonas totais, trés dos métodos
apresentaram melhor extracdo e auséncia de diferenca significativa (Extracao
por Soxhlet (alcodlica), Extragdo por trituracdo hidroetandlica (70 %) e
Extracdo hidrotérmica). Para fendlicos totais, 0os métodos que se
apresentaram mais eficientes foram a Extragéo por prensagem e a Extragéo
por Soxhlet (alcodlica), ndo apresentando diferenga significativa entre os dois.

Apesar dos métodos que utilizam etanol como solvente terem

apresentados os melhores valores é importante salientar que, o0 solvente em
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questado, possui maior valor agregado quando comparado com a agua. A
utilizacao do etanol pode, consequentemente, encarecer significativamente o
processo e exigir etapas de purificacédo/retirada do solvente, o que o tornaria
menos vantajoso que a agua. Devido a sua natureza polar, a 4gua, acaba se
tornando um solvente versétil e eficiente para extracdo de produtos naturais

sollveis em agua (3).

5.1.2 Analises cromatograficas

Para a quantificacdo dos compostos por CLAE-DAD foram construidas
e utilizadas curvas analiticas para cada uma das seis flavanonas de interesse,
possiveis de serem encontradas no extrato (narirutina, naringina, hesperidina,
prunina, naringenina e hesperitina) (Figura 12).

Os espectros de absorcdo dos compostos padrdes obtidos por DAD
(Figura 13) permitiram realizar a confirmacédo em funcéo da classe quimica
(flavanonas) dos compostos de interesse. Isso ocorreu devido as flavanonas
possuirem bandas de absorcao caracteristicas na faixa de UV/Vis entre (220-

330 nm).
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Figura 12. Curvas analiticas por CLAE das flavanonas: a) Narirutina (1,0 - 80 pg/mL); b) Naringina (1,0 - 80 pg/mL); c)
Hesperidina (1,0 - 80 pg/mL); d) Prunina (1,0 - 80 pg/mL); e) Naringenina (0,1 - 20 pg/mL); f) Hesperitina (0,1 - 20 pug/mL).
Araraquara, 2018.
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Figura 13. Espectros de absorg¢éo tipicos da classe das flavanonas no UV/Vis:
a) Narirutina; b) Naringina; c) Hesperidina; d) Prunina; e) Naringenina;
f) Hesperitina. Araraquara, 2018.

Na Tabela 2 estdo descritas as concentracdes das duas flavanonas
encontradas no albedo da Laranja-da-terra (naringina e prunina), extraidas
através dos diferentes tratamentos e quantificadas através da Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) descrita no item 4.3.4.

Tabela 2. Média e desvio-padrdo da concentracdo de naringina e prunina para
cada metodologia de extracao por meio de CLAE. Araraquara, 2018.

Tratamento NARINGINA PRUNINA
(mg/mL) (mg/mL)
Extracdo por trituragcdo em agua 0,75+0,04> 0,43 £0,07°
Extracdo por trituracédo hidroetandlica (70%) 0,91 +£0,25> 0,39 + 0,100
Extracdo hidrotérmica 0,84 £0,09> 0,38 £ 0,03
Extracao por prensa 0,78 +0,03> 0,35+ 0,01v
Extracdo alcodlica (Soxhlet) 1,49+0,192 0,70+ 0,112

Médias com letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre
si (p < 0,05) no teste de Tukey e Games-Howell (para dados heterocedasticos).
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Para a extracdo dos dois compostos, presentes e identificados no albedo
da Laranja-da-terra, houve diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos aplicados. No entanto, quando comparados os métodos que
utilizam agua como solvente, apesar de ndo apresentarem os melhores
valores, ndo tiveram diferenca significativa entre eles. Portanto, nestes casos,
seria possivel definir os melhores métodos com relacdo a sua viabilidade
industrial e custos de aplicacdo. A utilizacdo da dgua como solvente principal,
aliado a um dos métodos descritos que ndo exigiria amplas mudancas
estruturais nas grandes processadoras de alimentos, seria uma opc¢éao de facil
aplicacao industrial; como por exemplo a utilizacdo da prensagem aliada — ou
nao — a trituracao.

O rendimento das extracdes (Tabela 3) seguiu 0 mesmo comportamento
descrito anteriormente e foram calculados conforme item 4.3.6 e uma umidade
média do albedo de 71,65 + 1,17%.

Tabela 3. Porcentagem de rendimento da extragdo de naringina e prunina
para cada metodologia de extracdo. Araraquara, 2018.

Naringina Prunina

Tratamento Massa Massa Massa Massa

umida (%) seca (%) uUmida (%) seca (%)
Extracdo por trituragcdo em agua 0,75 2,65 0,43 1,52
Extracado por trituracdo hidroetandlico (70%) 0,91 3,21 0,39 1,38
Extracao hidrotérmica 0,84 2,96 0,38 1,34
Extracdo por prensa 0,78 2,75 0,35 1,23
Extracdo Hidroalcodlica (Soxhlet) 1,49 5,26 0,70 2,47

A Figura 14 apresenta um fluxograma geral do processo de producéo de
suco citrico, com énfase nas principais etapas e produtos obtidos,
possibilitando a verificacdo da pré-existéncia dos processos de prensagem e

trituracdo na planta industrial das processadoras de laranja (46).
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5.2 Ensaios enzimaticos da enzima comercial

5.2.1 Determinacéo da atividade por dosagem de acucar redutor

A determinacéao da atividade enzimatica por dosagem de acgucar redutor
ocorreu em 5 mL de substrato naringina (5 mg/mL) na presenca de 0,2 mL da
enzima naringinase comercial (1 mg/mL). A atividade obtida por dosagem de
acucar redutor liberado foi de 1,98 + 0,10 U/mL nas condicGes descritas no

item 4.4.1.

5.2.2 Determinacdo da atividade a-L-ramnosidase e [-D-glicosidase e
atividade especifica com p-nitrofenil-a-L-ramnosidio® (p-NFaR) e p-
nitrofenil-B-D-glicosideo® (p-NFBRG).

A dosagem de ambas as atividades da enzima comercial (Tabela 4)
foram realizadas utilizando os substratos sintéticos p-nitrofenil-a-L-
ramnosidio® (p-NFaR) e p-nitrofenil-B-D-glicosideo® (p-NFBG) segundo
item 4.4.2 (40).

Tabela 4. Média e desvio-padrdo da atividade de a-L-ramnosidase e B-D-

glicosidase (U/mL) e da atividade especifica (U/mg) da enzima naringinase
comercial. Araraquara, 2019.

. . Atividade
Atividade Atividade (U/mL) especifica (U/mg)
a-L-ramnosidase 0,0749 + 0,0004 0,7916 + 0,0030
B-D-glicosidase 0,0612 + 00,0012 0,6471 + 0,0159

U= unidades em pmol/mL

Observa-se que a enzima comercial (complexo enzimatico) apresentou

atividades relativamente proporcionais entre si.
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5.3 SDS-PAGE da enzima comercial e suas fracdes pds purificacao

parcial em “BATCH”.

O objetivo da realizacao da eletroforese em condi¢cdes desnaturantes foi
verificar o perfil proteico da naringinase comercial e comparar com as fracoes
a-L-ramnosidase e B-D-glicosidase obtidas na purificacéo parcial segundo o
item 4.5. Partindo disso foi possivel observar as diferencas/semelhancas
entre 0s zimogramas das enzimas obtidas.

Ao observar o perfil proteico na Figura 15, apds o processo de dessorcao
da enzima por exposicdo ao gradiente de NaCl, foi possivel observar a
separacao parcial das proteinas.

R1 R2 N1 N2 e Pee

S—
f P \
i
|97.0 KDa - ()

66.0 KDa
i

45.0 KDa

30.0 KDa~

201 KDa.

|
|
14.4 KD

Figura 15. SDS-PAGE 10%. Perfil proteico das fragbes da enzima naringinase
comercial apos purificacdo parcial onde: P= padrdao de massa molar; R1 e
R2= a-L-ramnosidase; N1 e N2 = Naringinase Comercial;, G1 e G2 = B-D-
glicosidase. Araraquara, 2019.
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Para a determinacdo da atividade enzimatica por dosagem de acucar
redutor da enzima a-L-ramnosidase parcialmente purificada apos
concentracdo por liofilizacdo (aproximadamente 10 vezes) foi utilizada uma
solucéo de 5 mL de substrato naringina (5 mg/mL) na presenca de 0,05 mL
da enzima. A atividade obtida por dosagem de acucar redutor liberado
(ramnose) foi de 15,92 + 2,91 U/mL. Para a analise dos resultados foi
construida curva analitica de ramnose (acucar redutor) possibilitando a
obtencdo do coeficiente de absortividade molar (¢) de 0,399 (umol/0,25 mL)?,

ou € (molar) de 99,675 M1 cm-?.

5.4 Andlise por CLAE dos produtos da hidrélise enzimatica

Apos a purificacdo das enzimas e a obtencédo de uma solucéo enzimatica
com atividade predominantemente de a-L-ramnosidase, foram realizadas
hidrélises enzimaticas dos extratos utilizando a enzima comercial e a
ramnosidase parcialmente purificada conforme item 4.6. Amostras dos
diferentes hidrolisados foram armazenadas e encaminhadas anéalise em CLAE
conforme item 4.7.

Na Tabela 5 sdo apresentas as concentracdes das flavanonas presentes
nos extratos (naringina, prunina e naringenina) apos as hidrolises utilizando a

enzima naringinase comercial.



47

Tabela 5. Média e desvio-padrao da concentracdo de naringina, prunina e naringenina apos a hidrolise dos extratos com
naringinase comercial por meio de CLAE-DAD. Araraquara, 2019.

NARINGINA (mg/mL)

PRUNINA (mg/mL)

NARINGENINA (mg/mL)

Tratamento
1 HORA 3 HORAS 1 HORA 3 HORAS 1 HORA 3 HORAS

Sﬁrzgﬁg portrituragao 544 0 416A 02240068 02940054 014+004c8 0,02+ 0,0008 0,06 +0,016A
Extragao por trituragéo A b.A b.A bA i i
idroetandlica (70%6) 104+027aA 0,78+ 0,04bA 045+0,11aA 034 + 0,03

Extracéo hidrotérmica 0,65+ 0094 031+002¢8 032+0,03A 018+0,02¢8 003+001aB (12+0,01aA
Extracdo por prensa 0,58+ 0,00bA 025+002¢B 028+0,000A 013+001cE 002+0,00a8 0,08+ 0,01bA
Extracéo alcoolica 108+0,09aA 1.10+0,042A 049+0,032A 0,50 +0,012A ; ;

(Soxhlet)

Médias com letras minUsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si (p < 0,05) no teste de Tukey e Games-Howell (para dados
heterocedasticos). Médias com letras mailsculas diferentes na mesma linha dentro do mesmo composto diferem significativamente entre si (p < 0,05)

no teste de medidas repetidas.
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Como foi possivel observar, a enzima atuou com esperado sobre a
naringina presente nos extratos convertendo gradualmente em prunina e
sucessivamente em naringenina. Nos extratos que utilizaram etanol como
solvente ndo houve hidrélise enzimatica. A inibicdo da atividade da enzima
em contato com etanol € apresentada por Orejas et. al (1999) sendo de 50%
na concentracdo de 12,5% (v/v) de etanol. O aumento da concentracdo de
etanol possivelmente contribui para a desnaturacdo da proteina e perda da
atividade enzimatica.

Ja na Tabela 6 sdo apresentas as concentracfes das flavanonas
presentes nos extratos (naringina e prunina) apos a hidrolise dos diferentes
extratos usando a enzima a-L-ramnosidase parcialmente purificada
(item 4.6.2)

Tabela 6. Média e desvio-padrdo da concentracdo de naringina e prunina

(CLAE-DAD) ap6s a hidrélise dos extratos pela enzima Ramnosidase
parcialmente purificada (item 4.6.2). Araraquara, 2019.

NARINGINA (mg/mL) PRUNINA (mg/mL)

Tratamento 1 HORA 3 HORAS 1 HORA 3 HORAS

Extracdo por

A B A B
trituracdo em &gua 0,36 £ 0,08 0,11 £0,03b 0,26 = 0,040 0,20 £ 0,04p

Extracéo por
trituracéo 0,98 £ 0,26a>B 1,06 + 0,272>* 0,40 + 0,10a>8 (0,42 + 0,10abA
hidroetandlica (70%)

Extracéo hidrotérmica 0,38 + 0,03># 0,11 + 0,00 0,29 + 0,02>* 0,26 + 0,02®

Extrag8o por prensa 0,40 + 0,05>* 0,10 £ 0,01»® 0,26 + 0,03>* 0,25+ 0,01>*

Extracéo alcodlica

(Soxhlet) 1,06 + 0,1224 1,06 £ 0,122 0,44 + 0,032" 0,44 + 0,042

Médias com letras minUsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre

si (p = 0,05) no teste de Tukey e Games-Howell (para dados heterocedasticos). Médias com
letras mailsculas diferentes na mesma linha dentro do mesmo composto diferem

significativamente entre si (p < 0,05) no teste de medidas repetidas.
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Observa-se a diminuicdo da naringina, caracterizada pela atuacdo da
enzima a-L-ramnosidase. No entanto, ndo houve aumento do produto da
hidrolise (Prunina). Isso pode ter ocorrido devido a complexidade e a baixa
concentracdo de naringina presente no extrato antes da hidrolise. Varios
trabalhos reportaram também inibicdes na atividade da a-L-ramnosidase
devido a influéncia de L-ramnose, glicose, acido citrico e varios ions
metalicos (48). Diferente da hidrélise realizada utilizando a naringinase
comercial, durante a hidrolise com a enzima a-L-ramnosidase ndo se obteve
a formacéo do produto naringenina, verificando a auséncia da atividade 3-D-
glicosidase da enzima e confirmando a purificacédo parcial efetiva da enzima.

As flavanonas naringenina e prunina, produtos da hidrolise enzimatica
da naringina, sdo muito importantes e vem sendo aplicadas para diversos fins.
A naringenina, por exemplo, além de sua conhecida atividade antioxidante
também vem sendo estudada devido a sua atividade de supressao da
absorcao de carboidratos no intestino e inibicdo das vias gliconeogénicas que
levam a acédo hipoglicemia em pacientes diabéticos (49); e também a atividade
antivirus da dengue, uma vez que estudos demonstram que a naringenina
preveniu a infeccédo pelo virus da dengue em células, sendo uma molécula
candidata ao desenvolvimento de tratamentos especificos relacionados (50).
Ja a prunina apresenta grande potencial na melhora da resisténcia a insulina,
sendo considerada uma molécula com propriedades antidiabéticas (51);
estudos apontam também que ésteres de prunina, sintetizados a partir da
prunina por catalises enzimaticas a apresentam alta atividade antimicrobiana,

podendo utilizada futuramente ser usada como aditivo alimentar (52,53).
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Portanto, a extracdo e obtencdo das flavanonas desponta ser
promissora devido a sua infinidade de aplicacbes em beneficio da sociedade.
Espera-se, em trabalhos futuros, realizar testes adicionais utilizando os
melhores hidrolisados com o objetivo de verificar esses efeitos em sistemas

in vivo.

6 CONCLUSAO

Partindo dos resultados obtidos é possivel observar que a escolha do
melhor método de extracdo pode variar principalmente com relacdo ao
composto desejado e de suas futuras aplicacdes. Para a extracdo de aglcares
redutores ndo houve diferenca significativa entre os métodos de extracao
propostos. De maneira geral, os métodos alcodlicos apresentaram melhor
eficiéncia com relacéo as analises de flavanonas totais e fendlicos totais. No
entanto, € importante salientar que, quando comparado a agua, o etanol
possui maior valor de compra, caracteristicas inflamaveis, além da
necessidade de tratamentos de purificacédo e retirada do solvente.

Ao realizar andlises mais robustas nos extratos (CLAE-DAD) foi possivel
observar apenas a presenca de dois dos seis compostos avaliados: naringina
e prunina. Para ambos os compostos 0 método de Extracdo por Soxhlet
apresentou ser 0 método com a maior capacidade de extracdo. Apesar da
maior capacidade de extracdo o método em questdo ndo possui uma
aplicabilidade industrial devido a estrutura necessaria para sua

implementagéo e funcionamento para grandes volumes. Ja entre 0s outros

meétodos aplicados n&do houve diferenca significativa, ou seja, seria possivel a
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escolha de qualguer um deles levando em consideracdo a facilidade de
implementacdo, custos gerais de operacdo e o0 solvente utilizado. Os
destaques vao para os métodos de extracdo por trituragdo em agua e a
extracdo por prensa uma vez que ambos utilizam agua como solvente, nédo
necessitam de temperatura para a operagao e ainda utilizam de equipamento
facilmente encontrados em industrias processadoras de citros. O processo de
extracdo por prensa, ainda, possibilitaria a reutilizacdo dos albedos para a
fabricacdo de doces e compotas.

As diferentes hidrdlises dos extratos demonstram a acdo das enzimas
sobre o substrato disponivel. Durante a utilizacdo da enzima naringinase
comercial houve a hidrélise da naringina e da prunina caracteristico de ambas
as atividades da enzima, formando a naringenina. Os extratos alcodlicos
apresentaram inibicdo da enzima justamente pelo teor alcoélico do meio. Ja a
hidrélise com a enzima a-L-ramnosidase parcialmente purificada, devido a
auséncia da atividade B-D-glicosidase, ndo houve formagao da naringenina.
Isso confirma que o processo de purificacao aplicado foi eficiente. O aumento
do produto prunina néo foi observado apesar da diminuicdo das quantidades
de naringina do extrato. Levando-se em consideracao esses aspectos faz-se
necessario mais estudos relacionados as peculiaridades da a¢do da enzima

a-L-ramnosidase em extratos complexos e seus possiveis inibidores.
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