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Todo conhecimento comega tdo incomum - ndo
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Mas, com a perspectiva correta, o incomum pode
se tornar o excepcional.
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Resumo

Os residuos agroindustriais sdo o destaque deste trabalho. Residuos de laranja, uma
cultura de extrema importancia no Brasil, foram utilizados devido ao seu descarte
abundante e pelo potencial em conter diversas moléculas de interesse biotecnoldgico. O
objetivo foi avaliar os descartes do processamento de suco de laranja das principais
variedades comerciais Hamlin, Péra, Valéncia e Natal quanto & presenca de enzimas e
compostos bioativos. As lipases se mostraram presentes em todas as variedades de
laranjas estudadas. Nas variedades Hamlin, Valéncia e Natal é a primeira vez que
lipases sdo documentadas. As lipases do bagaco e polpa de Hamlin apresentaram 27,45
U/g e 31,13 U/g de atividade lipolitica, respectivamente. As proteases ndo foram
encontradas a partir dos métodos utilizados, deixando em aberto a possibilidade de
testar novas metodologias, como critério de caracterizacdo e contribuicdo literaria. O
perfil quimico dos compostos fenolicos existentes nos residuos de laranja foi
determinado e apresentou cerca de 80% de flavanonas no geral. Além disso, foi
detectado alto teor de hesperidina (em mg/100 g) nos residuos da variedade Péra
(3294,6); Hamlin (2903,2); Natal (2885,9) e Valéncia (2880,2). Atividades biologicas
como antioxidante, antimicrobiana e sobre a viabilidade celular também foram
abordadas, sendo que os residuos apresentaram capacidade de reducdo do radical DPPH
em torno de 70%. No entanto, ndo apresentaram potencial antimicrobiano frente as
bactérias e fungos testados. Nos testes de viabilidade celular alguns residuos
demonstraram citotoxidade para uma linhagem celular cancerigena bucal, outros
exibiram efetividade no estimulo do crescimento de fibroblastos. Esse estudo aponta um
direcionamento para os residuos da cadeia de producdo do suco de laranja identificando
e caracterizando moléculas, substancias e compostos valiosos, passiveis de recuperacdo

e aplicacéo.

Palavras-chave: laranja, lipases, descarte, compostos fendlicos, flavonoides e atividade

bioldgica.



Abstract

The agroindustrial residues are the highlight of this work. Orange residues, a crop of
extreme importance in Brazil, were used due to their abundant disposal and the potential
to contain several molecules of biotechnological interest. The objective was to evaluate
the discards of the orange juice processing of the main commercial varieties Hamlin,
Pera, Valencia and Natal for the presence of enzymes and bioactive compounds. Lipases
were present in all varieties of oranges studied. In the Hamlin, Valencia and Natal
varieties is the first time lipases are documented. The lipases of Hamlin bagasse and
pulp presented 27,45 U / g and 31,13 U / g of lipolytic activity, respectively. The
proteases were not found from the methods used, leaving open the possibility of testing
new methodologies as a criterion of characterization and literary contribution. The
chemical profile of the phenolic compounds in orange residues was determined and
showed about 80% of flavanones in general. In addition, high content of hesperidin (in
mg / 100 g) was detected in the residues of the Pera variety (3294,6); Hamlin (2903,2);
Natal (2885,9) and Valencia (2880,2). Biological activities such as antioxidant,
antimicrobial and cell viability were also addressed and the residues presented a DPPH
radical reduction capacity of around 70%. However, they not showed antimicrobial
potential against the bacteria and fungi tested. In the cell viability tests some residues
demonstrated cytotoxicity for an oral cancer cell line, others exhibited effectiveness in
stimulating the growth of fibroblasts. This study indicates a direction for the residues of
the orange juice production chain identifying and characterizing molecules, substances

and valuable compounds that can be recovered and applied.

Keywords: orange, lipases, discard, phenolic compounds, flavonoids and biological
activity.



1 INTRODUCAO

O processamento industrial de frutas e vegetais gera uma enorme quantidade de
residuos no mundo (KAPOOR et al., 2016). O descarte excedente e inadequado desses
residuos agroindustriais vem causando problemas de poluicdo ambiental, além de déficit
comercial, visto que podem ser empregados em processos biotecnoldgicos e resultar em
novos produtos de alto valor agregado (GOULA e LAZARIDES, 2015).

Uma area biotecnoldgica bastante promissora € a de bioprocessos que combina
sustentabilidade e tecnologia, utilizando os descartes agroindustriais como substratos
para cultivo de micro-organismos de grande interesse, produzindo indiretamente
biomoléculas para diversas aplicaces (NEETHU et al., 2015; FLEURI et al., 2014a).
Sendo assim, é possivel também obter biomoléculas diretamente desses residuos
(FLEURI, 2016).

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutos frescos e transformados em todo o
mundo, atras apenas da China e india (SILVA et al., 2014b) e, dentre as diversas
culturas produzidas em grande escala, a producdo e o processamento de laranja doce
(Citrus sinensis L. Osbeck) representam um mercado de grande porte e bem
estabelecido, em que o Brasil € o principal produtor e exportador mundial. Entretanto, o
consumo do suco de laranja apresentou queda significativa no ultimo ano (CITRUSBR,
2015). Com o principal produto em declinio, uma alternativa viavel, é a pesquisa de
novos compostos obtidos a partir da mesma cadeia de produgéo.

As caracteristicas do suco de laranja ja estdo bem esclarecidas e documentadas
em artigos cientificos, bem como o perfil dos compostos volateis e solidos, e atividade
bioldgica dos compostos. Considerando que toneladas de laranja sdo direcionadas para a
indUstria de suco e nesse processo 50% do fruto é descartado (LANZA, 2003), existe
uma fonte de residuos promissores que até agora foi pouco explorada.

Os residuos de laranja apresentam fibras e dleos essenciais ja conhecidos e
utilizados (ARANHA, 2011); demonstraram a presenca de uma importante enzima em
estudos recentes (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2014); e baseado na composic¢ao do
suco (SILVA, 2009), e possivel que possuam outras biomoléculas interessantes e
passiveis de recuperacdo e utilizacdo comercial, havendo necessidade de pesquisa para
elucidacdo da constituicdo. Além disso, é possivel vislumbrar as possibilidades de
aplicacdo dos componentes destes residuos, bem como, possibilitar a elucidacdo de

mecanismos bioquimicos e fisiologicos da fruta.



Enzimas representam algumas dessas biomoléculas de interesse, as quais Sao
biocatalisadores que podem substituir catalises quimicas em diversos processos
industriais, devido as suas propriedades promissoras em condi¢Ges ambientais variadas,
altas atividades de conversédo de substrato em produto, alta seletividade e especificidade
(BARBOSA et al., 2015). Ao longo das Ultimas décadas, a busca por novas tecnologias
com diminuicdo do desperdicio e ambientalmente corretas, estdo motivando o
investimento em processos enzimaticos (CHOI et al., 2015).

Entre as inimeras enzimas, as lipases (EC 3.1.1.3, triacilglicerol acilhidrolase)
tém se destacado por catalisarem reacOes de hidrolise e de sintese (MIRANDA et al.,
2015), com vasta aplicagdo na producdo de detergentes, alimentos, produtos organicos,
farmacéuticos, aromas, biosensores (GOLAKI et al., 2015) e biodiesel (FLEURI et al.,
2014b).

Recentemente foi registrada a presenca de lipases em residuos de laranja da
variedade Péra (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2014), porém, visando a cadeia de
producdo anual do suco de laranja e a geracdo dos residuos, mais trés variedades de
laranja doce (Hamlin, Valéncia e Natal) sdo empregadas na obtencdo do suco (SPADA,
2011). Essas variedades ndo apresentam até agora relato sobre a presenca de lipases.
Possuem caracteristicas muito similares no sabor e rendimento, porém, apresentam
diferencas em parametros como BRIX® porcentagem de conversdo em suco,
porcentagem de cada fracdo de residuo (JBT, 2011) e o periodo de colheita (MATTOS
JUNIOR et al., 2005), podendo, portanto, apresentar diferencas quanto a presenca das
biomoléculas.

As proteases sd@o enzimas multifuncionais, de extrema importancia para as
industrias farmacéutica, médica, alimenticia e biotecnoldgica, e respondem por quase
60% de todas as enzimas disponiveis no mercado (CASTRO e SATO, 2013;
RAMAKRISHNA et al., 2010; JINKA et al., 2009). Séo utilizadas no tratamento do
couro, na producdo de cerveja, na producdo de hidrolisados proteicos, amaciante de
carne, como agentes digestivos e na industria de laticinios como coagulante,
principalmente, para a producdo de queijo (MAZORRA-MANZANO, 2013; FEIJOO-
SIOTA E VILLA, 2011; MAHAJAN e MADGUJAR, 2010).

As proteases estdo presentes em todos 0s organismos Vivos existentes, podem
ser obtidas de fontes (vegetal, animal e microbiana) e conduzem varias funcdes
metabolicas essenciais (NEVES, 2014). Algumas proteases de origem vegetal ja foram

caracterizadas e sdo utilizadas e comercializadas por alto valor, tais como: papaina de



mamao (Carica papaya), bromelina de abacaxi (Ananas comosus) e ficina de figo
(Ficus spp.) (BALA etal., 2012; DUBEY et al., 2007).

Na literatura atual ndo ha registros de proteases em residuos de laranja doce (Citrus
sinensis), vertente que foi explorada neste trabalho.

Os compostos bioativos sdo substancias que conferem acdes benéficas a saude
exercendo vérias funcbes do ponto de vista bioldgico, como atividade antioxidante,
modulagdo de enzimas, estimulacdo do sistema imune, atividade antibacteriana e
anticarcinogénica (COSTA e JORGE, 2011). Mais de 170 compostos oriundos de frutas
citricas, incluindo vitaminas, minerais, compostos fendlicos e terpenoides, com
atividade antioxidante foram relatados na literatura (ZHOU, 2012). Entre os polifendis
das frutas citricas, os &cidos fendlicos e flavonoides sdo os mais estudados (ZOU et al.
2016). Como um exemplo podemos citar a hesperidina, um flavonoide relacionado
intimamente com frutas citricas e que apresenta diversas atividades biologicas
(UMENO et al., 2016; DEVI et al., 2015; IRANSHAHI et al., 2015).

Assim sendo, o presente trabalho investigou os residuos de laranja de diferentes
variedades para obtencdo de enzimas e sua caracterizacdo. Além disso, visou tracar o
perfil dos compostos bioativos e suas atividades bioldgicas. Dessa forma, esse projeto
redireciona os residuos agroindustriais, fortalece uma cadeia de producdo e pode trazer

inovacdo em conjunto com novos produtos para o0 mercado.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Residuos

O consumo de alimentos processados teve inicio apds a revolucdo industrial que
ocorreu em meados do século XVII1I. Com o aprimoramento tecnoldgico e o emprego de
maquinas nos campos, a producdo agraria apresentou um aumento exponencial, e 0
grande montante de frutas e vegetais que eram produzidos comegaram a ser destinados
para novos produtos, como sucos, geleias e enlatados (NASCIMENTO FILHO e
FRANCO, 2015).

Com o aumento da populacdo, a demanda de mercado também cresceu e 0s
alimentos industrializados passaram a fazer parte do dia-a-dia da sociedade, em
conjunto com os seus residuos gerados nesses processos (OKINO-DELGADO, 2014;
WOICIECHOWSKI et al., 2013).

Residuos solidos diferenciam-se do termo “lixo” porque, enquanto este ultimo
ndo possui nenhum tipo de valor, ja que é aquilo que deve apenas ser descartado; 0s
residuos podem possuir algum valor econémico, por possibilitarem reaproveitamento no
préprio processo produtivo (DEMAJORIVIC, 1995).

Atualmente, nos Estados Unidos cerca de 30% de todos os alimentos produzidos
sdo descartados. Na mesma proporcao, o Reino Unido e Japdo sdo os paises que mais
desperdicam seus alimentos chegando a descartar 40% de sua producdo (EPA, 2013;
WOICIECHOWSKI et al., 2013). Na india, Filipinas e China a geracdo de residuos
resultante do processamento de alimentos chega a 1,81; 6,53 e 31,98 milhGes de
toneladas por ano, respectivamente (SHARMA et al., 2016; WADHWA e BAKSHI,
2013).

O processamento de frutas e vegetais gera uma quantidade substancial de
residuos como vagens, cascas, bagacos, polpas, caroco e sementes (BABBAR e
OBEROI, 2014). O Brasil € o terceiro maior produtor de frutos frescos e transformados
em todo o mundo, atras da China e India (SILVA et al., 2014b), sendo que devido a
expressiva producdo agricola, é também grande gerador de residuos.

Muitas culturas tém historico de descarte em nosso pais como o céco verde que
tem 85% de seu peso descartado para a extracao e industrializacdo de sua agua; a goiaba
para a producdo de sucos, geleias e polpas, e que gera como residuos sementes e parte

da polpa, na proporcéo de 12% e 4%, respectivamente; e o café, que tem como residuo



sua casca, que apresenta um descarte de 50% em relagdo ao fruto total (GUSMAO,
2014; MELO, 2011; COELHO, 2001).

Esses residuos de alimentos, muitas vezes, sdo aproveitados como ra¢do animal
ou dispostos no campo como adubo. Entretanto, a maior parte ainda é descartada sem o
tratamento adequado, causando danos ao meio ambiente (MELO et al., 2011). Além
disso, o destino dado a esses residuos, tal como é feito, causa deficit econdmico na
cadeia produtiva, pois esses residuos representam perda de matérias-primas ou energia
ja pagos pela industria, além de gastos adicionais para 0 manuseio e descarte
(NASCIMENTO FILHO e FRANCO, 2015; MELO et al., 2011).

A otimizagdo no uso de matérias-primas resulta em economia e aumento na
produtividade. Maior quantidade e diversidade de produtos sdo produzidos a partir da
mesma quantidade de material inicial, quando ndo ha desperdicio de recursos, afinal,
esses residuos podem conter substancias valiosas que se recuperadas podem ser
destinadas para diferentes finalidades, resultando em vantagem competitiva para a
empresa no mercado (WOICIECHOWSKI et al., 2013; MELO et al., 2011;
TIMOFIECSYK e PAWLOWSKY, 2000; SEABRA et al., 1998; FREEMAN, 1995).

A exploracdo de residuos de frutas e vegetais para o desenvolvimento de
produtos de valor agregado é uma area promissora (SHARMA et al., 2016). O descarte
desses residuos representa inimeras toneladas, portanto, reutiliza-los para obter
moléculas como enzimas e compostos bioativos fendlicos, é de interesse econdémico,
cientifico e tecnoldgico (MARTINEZ et al., 2012).

2.2 Laranja

As frutas citricas (laranjas, limdes, tangerinas e toranjas) sdo cultivadas ha mais
de 4.000 anos. A principal regido referente ao surgimento dos citros sdo as areas
tropicais e subtropicais da Asia, no entanto, algumas espécies e variedades foram
predominantes em outras regides, sendo que historiadores e pesquisadores concordam
sobre a origem chinesa da laranja doce (BERK, 2016).

A disseminacdo das frutas citricas pelo mundo ocorreu devido ao comércio,
guerras e emigracdo que juntamente com a fragrancia atraente e sabor do fruto, chegou
ao Oriente Médio, Africa do Norte e Sul da Europa no inicio da Idade Média. Na
América, a laranja foi introduzida durante as expedicdes colonizadoras de Cristovao
Colombo na América do Norte e de Pedro Alvares Cabral na América do Sul (BERK,
2016; FERNANDES, 2010).



Antigamente, as frutas citricas eram comercializadas e consumidas apenas como
frutos frescos mesmo por paises ndo produtores, devido a estabilidade pds-colheita de
citros. Além disso, o fruto pode permanecer na arvore por um longo periodo apés a
maturacao, sem deterioracdo. Atributos favoraveis a exportacdo. (BERK, 2016).

Por possuir esses atributos que prolongam sua vida Util, a producdo de citros
passou a atingir escalas enormes de estocagem, surgindo a necessidade de gerar novos
produtos que absorvessem esses frutos, como compotas, geleias e sucos (NOGUEIRA,
2012).

A laranja pertence a familia Rutaceae, subfamilia Aurancioideas e género Citrus
(SWINGLE, 1967). As laranjeiras (Citrus sinensis L. Osbeck) séo os citros de maior
importancia econdmica (LOPES et al., 2011), pois se destaca devido ao sabor &cido e
levemente adocicado. Deu origem a um produto que ganhou espaco no mercado
mundial e hoje é um dos produtos mais consumidos em todo o0 mundo, o suco de laranja
(NEVES et al., 2010).

Os maiores produtores de laranja sdo o Brasil e os Estados Unidos, que juntos
representam cerca de 45% do total mundial (SILVA, 2009). No ano de 2014, o Brasil
produziu cerca de 16.927.637 toneladas de laranja doce (IBGE, 2015). Em torno de
40% de todas as laranjas produzidas sdo convertidas em suco concentrado, sendo que 0s
EUA e o Brasil juntos produzem 90% de toda a laranja doce processada no mundo
(LANZA, 2003).

A variedade Péra € a mais importante no cenario brasileiro, tanto para a
producdo de suco, quanto para o consumo in natura (ARANHA, 2011). Nos Estados
Unidos, a variedade Valéncia ocupa esse espaco, no cultivo e comercializacdo
(JOMORI, 2011).

As principais variedades de laranja doce cultivadas no Brasil e destinadas ao
processamento de suco sdo Hamlin, Péra, Valéncia e Natal (SPADA, 2011). Essas
variedades merecem destaque, pois possuem caracteristicas muito similares no sabor e
rendimento, porém cada variedade carrega suas particularidades.

A variedade Hamlin tem sua época de colheita concentrada entre 0s meses de
abril e meados de julho, os frutos sdo ligeiramente ovais, com poucos aglcares e acidez
moderada, peso médio de 130 g, casca lisa e delgada, com a coloracdo da casca e polpa
laranja-palido, apresenta em média 4 sementes por fruto e possui maturagdo semitardia
(EMBRAPA, 2013; ARANHA, 2011; SILVA, 2009; MATTOS JUNIOR et al., 2005).



A variedade Péra tem periodo de colheita de julho até meados de novembro, os
frutos apresentam forma alongada, peso médio de 150 g, casca lisa e delgada, cada fruto
tem em média 4 sementes, sabor adocicado e levemente acido e maturagdo semitardia
(EMBRAPA, 2013; ARANHA, 2011; SILVA, 2009; MATTOS JUNIOR et al., 2005).

A variedade Valéncia é colhida de agosto a dezembro, o fruto tem forma
esférica, casca fina e levemente rugosa e casca e polpa de coloragdo laranja. O peso esta
entre 150-170 g e em média possui 6 sementes por fruto e maturagdo tardia
(EMBRAPA, 2013; ARANHA, 2011; JOMORI, 2011; SILVA, 2009; MATTOS
JUNIOR et al., 2005).

A variedade Natal tem seu periodo de colheita entre agosto e dezembro, 0s
frutos sdo ovais com a casca superficialmente grossa, peso médio de 140 g, cada fruto
apresenta de trés a quatro sementes, seu suco é adocicado e de coloracdo amarelo
escuro. Sua maturacdo é considerada tardia (EMBRAPA, 2013; ARANHA, 2011;
SILVA, 2009; MATTOS JUNIOR et al., 2005).

Essas variedades ainda apresentam diferengas em parametros como BRIX®,
porcentagem de conversdo em suco e porcentagem de cada fracdo de residuo
(CITRUSBR, 2011), podendo, portanto, apresentar diferencas quanto a presenca de
biomoléculas.

Quanto as caracteristicas gerais, as laranjeiras atingem em média quatro metros
de altura, a copa é densa e de formato arredondado, as folhas sdo aromaticas e as flores
sdo pequenas e brancas (SILVA, 2009; MATTOS JUNIOR et al., 2005).

O processamento de frutas citricas no mundo merece atencdo especial quanto ao
descarte de residuos. Na temporada 2010-2011, a producdo mundial foi superior a 115
milhGes de toneladas, sendo que as laranjas ocuparam 61% desse montante (FAO,
2012). No Brasil, em 2011, foram produzidas 19 milhdes de toneladas de laranja doce,
com cerca de 15,2 milhdes de toneladas utilizadas na produgdo de suco concentrado,
gerando, aproximadamente 7,6 milhdes de toneladas de residuos, ou seja, 50% de todas
as laranjas foram descartadas ao final do processo (IBGE, 2012; LANZA, 2003,
DONADIO et al., 1995). Entre os residuos gerados neste processamento estdo cascas,
bagacos e sementes (WILKINS et al., 2007).

O processo de obtencdo do suco de laranja é totalmente mecanico, portanto, ndo
afeta as biomoléculas sensiveis a alta temperatura. As extratoras utilizadas neste
processo sdo padrdo entre as industrias produtoras do seu suco e separam diferentes

fragdes residuais (JBT, 2016). Industrialmente, cada uma dessas fragdes possui uma
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denominacdo: casca, frit, bagaco ou polpa. Comparando-se as defini¢cBes botanicas as
industriais, a fragdo chamada casca consiste no epicarpo; a fracdo denominada frit (ou
fragmento de casca) corresponde a parte externa do epicarpo; o bagaco consiste do
mesocarpo e a polpa ao endocarpo (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2016).

Em muitos casos, mesmo quando a composi¢cdo do produto final é bem
conhecida, a constituicdo dos residuos gerados permanece obscura. 1sso ocorre com 0
suco de laranja, para o qual o perfil dos compostos volateis e fixos, bem como a
atividade biologica dos compostos que ja sdo conhecidos e documentados em artigos
cientificos. No entanto, para seus residuos ha a necessidade de pesquisa para elucidacéo
dos constituintes e para que seja possivel vislumbrar as possibilidades de aplica¢do dos
componentes destes descartes, além de possibilitar a elucidacdo de mecanismos
bioquimicos e fisiologicos dessas fracdes vegetais (FLEURI, 2016; OKINO-
DELGADO, 2014).

Os residuos de laranja apresentam fibras e 6leos essenciais ja conhecidos e
utilizados (ARANHA, 2011), demonstram a presenca de uma importante enzima em
estudos recentes (OKINO-DELGADO e FLEURI, 2014), portanto, é possivel que
possuam outras biomoléculas interessantes e passiveis de recuperacdo e utilizacdo
comercial.

Esses dados alertam que residuos agroindustriais como farelos, cascas, palhas,
bagacos e sementes, devem ter sua utilizacdo ou aproveitamento direcionados aos
bioprocessos industriais como matérias-primas para a obtencdo de novos compostos
e/ou produtos. Além de reduzir a disposicdo de residuos no meio ambiente, apresentam
baixo custo e grande disponibilidade, criando uma cadeia de producdo fechada e
ambientalmente correta (FLEURI, 2016; WOICIECHOWSKI et al., 2013).

2.3 Enzimas

2.3.1 Lipases

As enzimas sdo biocatalisadores que podem substituir catalises quimicas em
diversos processos industriais, devido as suas propriedades promissoras em condic¢des
ambientais variadas, altas atividades de conversdo de substrato em produto, alta
seletividade e especificidade (BARBOSA et al., 2015). Nas ultimas décadas a busca por
novas tecnologias limpas estdo motivando o investimento em processos enzimaticos
(CHOI et al., 2015).
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As lipases (E.C. 3.1.1.3), também denominadas de triacilglicerol acilhidrolase,
tém se destacado por catalisarem reacdes de hidrolise das ligacOes ésteres carboxilicas
de 6leos e reacdes de sintese em meio ndo aquoso, como esterificacdo, transesterificacao
e interesterificacdo (AGUIEIRAS et al., 2015; MIRANDA et al., 2015; VESCOVI,
2012; MENDES et al., 2012).

Lipases ndo especificas hidrolisam moléculas de triglicerideos, produzindo
acidos graxos livres e glicerol. Lipases 1,3 especificas catalisam reagdes envolvendo
apenas 0s acidos graxos das posicbes 1 e 3 dos triglicerideos resultando em
monoglicerideos e acidos graxos livres. A especificidade dessas enzimas também pode
ser em relacdo ao acido graxo, demonstrando afinidade ao comprimento da cadeia ou a
presenca da dupla ligacdo na cadeia do acido graxo (CASTRO, 2004). Sdo enzimas que
apresentam um mecanismo peculiar de atuacdo e seus sitios ativos sdo geralmente
compostos pela triade dos aminoacidos serina (Ser), histidina (His) e acido aspartico
(Asp) (VESCOVI, 2012). Séo obtidas de fonte microbiana, animal ou vegetal (FLEURI
et al., 2014a), sendo que essa diversidade de fontes gera lipases amplamente variaveis
guanto a massa molecular, pH e temperatura 6timos de atuacdo (VESCOVI, 2012), bem
como outros parametros importantes, como Km, Vmax, estabilidade na presenca de
solventes organicos, inibidores e ativadores (ITABAIANA JR et al., 2013).

As lipases vegetais sdo encontradas principalmente em tecidos de reserva de
energia, como nas sementes. Nas sementes oleaginosas possuem a funcdo de auxiliar
nos primeiros estagios da germinacdo, iniciando a metabolizacdo de triglicerideos
estocados pela hidrolise dos acidos graxos, 0s quais sdo recrutados como fonte de
energia para o crescimento do embrido (QUETTIER e EASTMOND, 2009).

As principais substancias de reserva armazenadas pelas sementes durante o seu
desenvolvimento sdo carboidratos, lipideos e proteinas. Também podem armazenar
enzimas como invertases, amilases, lipases e galactosidases que sdo responsaveis pela
conversdo das macromoléculas armazenadas em metabolizaveis (amido em glicose,
triglicerideos em glicerol e acidos graxos, polipeptidios em peptideos e aminoacidos),
que serdo transferidas e utilizadas pela planta para o crescimento e germinagdo das
sementes (QUETTIER e EASTMOND, 2009; MARTINS et al., 2007).

Apesar do grande registro de lipases de sementes de plantas, essas ndo séo as
unicas fontes de lipases vegetais existentes (Tabela 1).



Tabela 1. Lipases de origem vegetal.
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Fontes vegetais de lipase

Parte da planta Referéncia

Tremoco (Lupinus albus cv
multotupa)
Canola (Brassica Napus L.)
Trigo (Fagopyrum esculentum)

Mamona (Ricinus communis)
Girassol (Helianthus annuus)
Coco (Cocos nucifera linn)

Seringueira (Hevea brasiliensis)

Mamao (Carica papaya)

Babaco (Carica pentagona)

Abacaxi (Ananas comosus)
Euphorbia characias

Euphorbia wulfenii
Manga (Mangifera indica L.)

Laranja (Citrus sinensis L.
Osbeck)

Semente SANZ e OLIAS (1990)
Semente SANA et al. (2004)
Semente SUZUKI et al. (2004)
Semente EASTMOND (2004)
SAGIROGLU e ARABACI
Semente
(2005)
Semente EJEDEGBA et al. (2007)
WEERASOORIYA e
Semente
GUNASEKARA (2011).
) FOGLIA e VILLENEUVE
Latex
(1997)
] DHUIQUE-MAYER et al.
Latex
(2001)
Caule e folha GIORDANI et al. (1991)
Latex GIORDANI et al. (1991)
Latex PALOCCI et al. (2003)

OKINO-DELGADO e
FLEURI, (2016)
OKINO-DELGADO e
FLEURI, (2014)

Casca, semente e
polpa

Bagaco, casca e frit

O farelo de arroz (Oryza sativa L.) apresenta duas lipases distintas: a primeira é

uma proteina de 40 kDa e 1,3 regioespecifica, ja a segunda tem massa molecular de 34
kDa e pH 6timo de 7,5 (VIJAYAKUMAR e GOWDA, 2013).
A manga (Mangifera indica L.) avaliada por Okino-Delgado e Fleuri (2016)

apresentou atividade de lipase em ampla faixa de pH e temperatura, e especificidade por

acidos graxos de cadeia carbonica diferentes.

Em residuos do processamento de suco de laranja (C. sinensis) da variedade

Péra, Okino-Delgado e Fleuri (2014) identificaram lipases com atividade em extenso

intervalo de pH e temperatura, o que faz desses residuos, importantes fontes dessas

enzimas.
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Lipases podem ser aplicadas para a producdo de detergentes, na sintese de
compostos organicos, na gestdo ambiental, sintese de aromas, aplicagdes farmacéuticas,
producdo de biosensores (GOLAKI et al., 2015) e de biodiesel (FLEURI et al., 2014b).

Devido a sua estabilidade em solventes organicos e alta disponibilidade, muitas
delas sem necessidade de cofatores, as lipases tornaram-se os biocatalisadores mais
utilizados nas reagdes de transformacdo (ITABAIANA JR et al., 2013).

2.3.2 Proteases

As proteases sdo enzimas multifuncionais, de extrema importancia para as
indUstrias farmacéutica, médica, alimenticia e biotecnoldgica, respondendo por quase
60% de todas as enzimas disponiveis no mercado (CASTRO e SATO, 2013;
RAMAKRISHNA et al., 2010; JINKA et al., 2009). Séo utilizadas no tratamento do
couro, na producdo de cerveja, na producdo de hidrolisados proteicos, amaciante de
carne, como agentes digestivos e na industria de laticinios como coagulante,
principalmente, para a producdo de queijo (MAZORRA-MANZANO, 2013; FEIJOO-
SIOTA e VILLA, 2011; MAHAJAN e MADGUJAR, 2010).

As enzimas proteoliticas pertencem ao grupo das hidrolases e catalisam a reagdo
de hidrolise das ligacGes peptidicas das proteinas, podendo apresentar atividade sobre
ligacOes éster e amida (KOBLITZ, 2010; BEYNON e BOND, 1996).

As enzimas proteoliticas sdo classificadas pelo modo de acdo (endo e
exopeptidases) e conforme a natureza do sitio ativo (serina-proteases, cisteina-proteases
ou proteases sulfidricas, proteases asparticas ou acidas e metalo-proteases) (KOBLITZ,
2010; BEYNON e BOND, 1996). De modo geral, proteases extracelulares catalisam a
hidrolise de proteinas em moléculas menores para consequente absorcdo pela célula,
enquanto as intracelulares possuem um papel vital na regulacdo do metabolismo (RAO
etal., 1998).

Proteases podem agir na hidrolise de proteinas para a geracdo de peptideos e
aminoacidos, entretanto, a acdo dessas enzimas pode diferir quanto as propriedades
bioquimicas incluindo, especificidade ao substrato, sitio ativo, mecanismos cataliticos,
pH e temperatura 6timos e de estabilidade (MOLINA et al., 2013).

As proteases tém importante papel em todos os processos fisioldgicos, desde a
quebra geral de proteina a regulacdo da apoptose (POZA et al., 2003). Sua importancia
se torna evidente, visto que as proteases estdo presentes em todos 0s organismos Vivos

existentes e conduzem varias fungdes metabolicas e essenciais (NEVES, 2014).



14

As proteases de origem vegetal vém se destacando no campo da biotecnologia e
da medicina devido as suas diversas propriedades. Existem diversas proteases vegetais
em estudo, algumas j& caracterizadas e comercializadas (Tabela 2).

Tabela 2. Proteases de origem vegetal comerciais.

Proteases Origem vegetal Referéncia
Papaina Maméo (Carica papaya) RASKOVIC et al. (2015)
Bromelina Abacaxi (Ananas comosus) ARSHAD et al. (2014)
Ficina Figo (Ficus carica) BAEYENS-VOLANT etal.
(2015)

O Brasil estd entre os maiores produtores de mamdo do mundo, com uma
producdo de 1,65 milhdes de toneladas/ano (PERES et al., 2015; EMBRAPA, 2014). A
papaina (E.C.3.4.22.2) foi isolada a partir do latex do maméo imaturo (Carica papaya)
(RASKOVIC et al.,, 2015) e é classificada como uma cisteina-protease com ampla
especificidade de substrato e muitas aplicaces. Essa enzima é composta por uma cadeia
de polipeptidios incluindo 212 residuos de amino&cidos, com massa molecular em torno
de 23 kDa; ponto isoelétrico em 8,75; e atividade catalitica 6tima em pH de 5-8. Sua
cadeia de polipeptidios inclui trés ligacoes dissulfeto (-SS-) e um grupo sulfidrila (-SH).
O centro ativo inclui residuos de cisteina e histidina, que sdo ativados por tiois (e outros
agentes redutores) e inibidas por oxidantes e ions metéalicos (ALPAY e UYGUN, 2015).
E utilizada amplamente em muitos processos, como no amaciamento de carne, agindo
nas fibras musculares e nos componentes do tecido conectivo. Pode também ser
utilizada como clarificante na producdo de cerveja, na inddstria de cosméticos como
peeling facial e corporal e de detergentes, potencializando sua acdo de limpeza
(RASKOVIC et al., 2015).

Alguns estudos tém descrito que o extrato de papaina também tem atividade
antibacteriana contra Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris e Alicyclobacillus
spp. (DOS ANJOS et al., 2016; ESHAMAH et al., 2014; OSATO et al., 1993). Devido
a grande utilizacdo da papaina em processos industriais, muitos estudos atuais tém sido
em torno da possivel imobilizacdo dessa enzima, para que sua reutilizagdo nas reagdes
seja viavel e para comparar o rendimento de sua forma imobilizada com a sollvel
(HOMAEI, 2015).

A bromelina ou bromelaina € uma enzima proteolitica, que pode ser encontrada

nos tecidos de plantas da familia Bromeliaceae, o abacaxi (Ananas comosus L. Merril),
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estando presente em sua polpa, coroa, caule e casca, com massa molecular de 23-36
kDa (ARSHAD et al., 2014). Essa protease é sollvel em &gua, mas é insoluvel em
solventes orgéanicos. O seu ponto isoelétrico € em pH 4,6 quando extraido da polpa
(E.C. 3.4.22.33) e 9,5 quando obtidos a partir do caule ou casca (E.C. 3.4.22.32) (WAN
etal., 2016; ARSHAD et al., 2014 e HEBBAR et al., 2008). A bromelina do caule/casca
apresenta pH 6timo de 6,0 a 7,0 e temperatura 6tima de 50 a 60°C; enquanto a
bromelina da polpa apresenta pH 6timo de 3,0 a 8,0 e temperatura 6tima de 37 a 70°C
(BALA et al., 2012). Por ter essa faixa ampla de temperatura e pH em que atua, a
bromelina se mostra uma enzima aplicavel a uma enorme variedade de substratos e
condi¢es (MIRANDA, 2014).

A bromelina tem aplicacBGes similares a papaina, também pode ser usada no
amaciamento de carnes, na clarificacdo da cerveja e vinho. Atua na prevencao do
escurecimento do suco de macd; é empregada na industria téxtil para facilitar o
tingimento de roupas; hidrolisa proteinas presentes em seda, & e couro; e também é
utilizada como ingrediente ativo para proporcionar efeitos de peeling suave para
cosméticos (BALA et al., 2012). A Food and Drug Administration, EUA, classificou a
bromelina como aditivo alimentar seguro para ser utilizada na industria de alimentos e
medicina (FOOD and DRUG ADMINISTRATION, 2006). E considerada um
suplemento alimentar e estd disponivel ao publico em geral em lojas de produtos
naturais e farméacias nos EUA e na Europa. Pode ser absorvida no intestino humano sem
degradacdo e sem diminuir a sua atividade biologica, sendo indicada para ajudar na
digestdo alimentar. Também apresentou potencial antibacteriano no combate de
Alicyclobacillus spp. (DOS ANJOS et al., 2016).

A ficina (E. C. 3.4.22.3) é uma protease isolada do latex de figo (Ficus carica),
pertence a grande familia da papaina e, assim como a bromelina, também é uma
cisteina-protease (BAEYENS-VOLANT et al., 2015). Possui cadeia polipeptidica
simples, com massa molecular de 23,1 kDa. A enzima é ativa em pH neutro e a sua
inativacdo completa ocorre abaixo de pH 3,0. As propriedades enzimaticas
caracterizadas da ficina compartilham muitas semelhancas com outras cisteina-proteases
de plantas (DEVARAJ et al.,, 2011). Também pode ser empregada na industria
alimenticia no amaciamento de carnes e produc¢éo de queijos (GAGAQOUA et al., 2014).

Existem ainda exemplos de proteases vegetais ndo comerciais.

A fruta-pdo (Artocarpus altilis) é uma planta produtora de latex. Em estudo

recente foi constatado que o extrato bruto de seu latex tem alta atividade de proteases
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coagulantes do leite. A enzima apresentou melhor rendimento em pH alcalino e em
temperatura superior a 40°C, tornando-as enzimas potenciais para a inddstria
alimenticia (SOARES et al., 2015).

Em experimento realizado com pepino (Cucumis sativus L.), uma protease de
massa molecular de 56 kDa e com atividade em pH 5, foi detectada. Os pesquisadores
acreditam que essa enzima no pepino tenha relacdo com sua maturacdo, pois sdo
encontradas apenas em frutos maduros (LEE et al., 2015).

Proteases foram também detectadas no extrato de laranja azeda (Citrus
aurantium L.) e mostraram atividade maxima em pH &cido e temperatura 6tima em
65°C. Essas enzimas apresentaram potencial uso em bioprocessos, especialmente como
coagulante de leite para fabricagéo de queijos (FAO, 2012).

Nos vegetais, constatou-se que as proteases participam na formacdo do xilema,
na maturacdo das sementes, na mobilizacdo de fornecimento de nutrientes, degradacao
de proteinas danificadas, respostas aos estimulos ambientais, fatores de viruléncia,
senescéncia e morte celular programada. Estdo presentes em processos bioldgicos,
desempenhando funcBes importantes como, ativacdo e inativacdo de proteinas,
transporte de proteinas pela membrana plasmatica e no metabolismo geral (BAEYENS-
VOLANT et al.,, 2015; TAN-WILSON et al., 2012). Além disso, participam de
mecanismos de defesa, protegendo as frutas contra patdgenos, como fungos e insetos
(BAEYENS-VOLANT et al., 2015; KONNO et al., 2004; BAKER e DRENTH, 1987).

A descoberta e recuperacdo de enzimas existentes no metabolismo de frutas e
vegetais devem ser exploradas, pois possibilitam novas aplica¢fes biotecnoldgicas e a
expansdo na oferta de biocatalisadores no mercado.

2.4 Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo substancias que conferem acbes benéficas a saude,
como os compostos fenolicos, acidos graxos, vitaminas, isoprenoides e pigmentos.
Esses compostos exercem varias funcGes bioldgicas, como atividade antioxidante,
modulacdo da atividade de enzimas, estimulagdo do sistema imune, atividade
antibacteriana e anticarcinogénica (COSTA e JORGE, 2011).

A atividade antioxidante indica a capacidade de um composto bioativo de manter a
estrutura e a funcdo das células por realizar de maneira eficaz a limpeza dos radicais
livres, prevenindo danos oxidativos (ZOU et al., 2016). Por isso, sdo frequentemente

recomendados na protecdo do organismo contra o estresse oxidativo e na prevencao de
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doencas associadas ao envelhecimento, inclusive o cancer (GOH et al., 2015;
DEVASAGAYAM et al., 2004).

Assim sendo, os antioxidantes sdo considerados possiveis agentes de protecdo, que
inibem ou retardam o inicio da oxidacdo e podem ser classificados de acordo com 0s
seus diferentes mecanismos de acdo, como antioxidantes primarios ou secundarios.
(EMBUSCADO 2015; SHAHIDI e ZHONG, 2015; SHAHIDI e ZHONG, 2010). Os
primarios inibem a reacdo em cadeia da oxidagdo, doando hidrogénio ou atuam como
receptores de radicais livres, tornando-os estaveis (SHAHIDI e ZHONG, 2015;
NAWAR, 1996). Os secundarios podem evitar ou retardar a oxidacdo suprimindo os
promotores de oxidacdo, incluindo ions metalicos, oxigénio molecular, enzimas pro-
oxidantes, entre outros.

Alguns ainda tém a capacidade de regenerar antioxidantes primarios, repondo
atomos de hidrogénio, impedindo assim o esgotamento das fontes primarias de
antioxidantes (SHAHIDI e ZHONG, 2015; SHAHIDI e ZHONG, 2010). Quando um
antioxidante inibe um radical livre, torna-se oxidado, portanto, os recursos antioxidantes
devem ser constantemente renovados no organismo (GUPTA et al., 2014).

Na industria alimenticia € muito comum a utilizacdo de antioxidantes sintéticos, por
exemplo, hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA), que podem ser
toxicos e apresentar propriedades mutagénicas, o que demonstra a necessidade de
buscar fontes naturais desses compostos, que sdo, provavelmente, mais seguros e podem
ser usados em alimentos (GOH et al., 2015; DEVASAGAYAM et al., 2004).

Existem mais de 170 antioxidantes de frutas citricas que foram relatados na
literatura atual, incluindo vitaminas, minerais, compostos fendlicos e terpenoides
(ZHOU, 2012).

Os polifendis ou compostos fenodlicos sdo uma grande classe de substancias
biologicamente ativas, amplamente distribuidas entre as plantas. Constituem,
principalmente, o metabolismo secundario das plantas que é responsavel pela cor e
sabor dos vegetais, pela protecdo contra patdgenos e adversidades ambientais
(IRANSHAHI et al., 2015). Entre os compostos fendlicos das frutas citricas, com
atividade antioxidante, os &cidos fendlicos e flavonoides sdo os mais estudados (ZOU et
al., 2016).

Os éacidos fendlicos estdo presentes em elevada quantidade em frutas citricas, tém
diferentes niveis de eliminacdo de radicais livres e mostram propriedades antioxidantes

efetivas através da desidrogenacgéo de grupos hidroxilas (ZHOU, 2012).
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Os flavonoides tém um papel direto na eliminacdo dos radicais livres, sendo que in
vitro inibem a oxidacdo lipidica e in vivo melhoram a atividade das enzimas
antioxidantes do organismo, diminuindo a formacg&o de peroxido (NAKAO et al., 2011).
Os dois anéis aromaticos que compdem a estrutura dos flavonoides séo ligados por trés
carbonos, que podem ou ndo formar um terceiro anel, que difere no grau de oxidacéo e
leva a subclassificacdo dos flavonoides como: flavonas, flavonois, isoflavonas,
flavanonas, antocianina e flavanois (AMIOT et al., 2016). Geralmente os flavonoides
sdo encontrados na forma glicosilada em plantas e a presenca da molécula de agucar é
um fator determinante na sua funcéo e biodisponibilidade (IRANSHAHI et al., 2015).
Entre os flavonoides citricos, subclassificados como flavanonas, estdo a hesperidina,
naringina e naringenina (ZOU et al., 2016).

A hesperidina é amplamente encontrada no epicarpo, mesocarpo e endocarpo de
diferentes espécies de citros. Sua estrutura quimica (Figura 1) é constituida de uma
aglicona, a hesperitina, e um dissacarideo que contém ramnose e glicose (DEVI et al.,
2015).
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Figura 1. Estrutura quimica da hesperidina.

Oriunda de diferentes fontes, a hesperidina ja demonstrou desempenhar atividades
bioldgicas diversas como antioxidante, antidiabética (UMENO et al., 2016), anti-
inflamatdria, antifingica, antibacteriana contra bactérias gram-positivas (IRANSHAHI
et al., 2015) e antineoplasica contra células cancerigenas de varias linhagens (DEVI et
al., 2015).

Neste contexto, identificar novas fontes de compostos bioativos indica perspectivas

interessantes nas areas biotecnoldgicas e da saude.
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3 OBJETIVOS

e Explorar os residuos de laranja quanto a presenca de lipases, proteases e
compostos bioativos;

e Caracterizar bioquimicamente as enzimas;

e Caracterizar e tragar o perfil dos compostos bioativos, correlacionando as

estruturas quimicas com as atividades biologicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao e preparacdo dos residuos vegetais

Os residuos do processamento da laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) das
variedades Hamlin, Péra, Valéncia e Natal foram doados pela empresa J. B. T. Food
Tech (Araraquara, SP). Cada variedade e cada fragcdo (casca, bagaco, frit e polpa) foi
analisada separadamente. Apds o processamento da laranja realizado pela empresa J. B.
T. Food Tech, os residuos foram embalados de acordo com cada fracdo e o transporte
das amostras foi realizado a baixa temperatura. Posteriormente, os residuos foram
armazenados e preparados segundo método utilizado por Okino-Delgado e Fleuri
(2014). Os residuos de laranja foram acondicionados por 2 dias a -20°C em freezer,
triturados mecanicamente até atingir granulometria homogénea de 0,5 cm?®, congelados
a -20°C por 24 horas e liofilizados (liofilizador L101 — Liotop) por 48 horas a -60°C.
Apos a liofilizagdo foram novamente triturados e depois armazenados congelados em

freezer a aproximadamente -20°C.

4.2 Atividade de lipase dos residuos de laranja

A atividade lipolitica das fracGes foi determinada seguindo o método descrito
por Macedo et al. (1997) com modifica¢bes. Foi utilizado 5 mL do substrato composto
por azeite de oliva extra virgem e solucdo de goma arébica 7% (na propor¢do de 1:4,
v/v), 3 mL de solucdo tampé&o fosfato (0,1 mol/L, pH 7,0) e 0,5 g do extrato vegetal
enzimatico liofilizado. O branco recebeu 0 mesmo volume de emulsao, tampédo e 0,5 g
do extrato vegetal desnaturado (12 segundos em micro-ondas a 1.000W). O controle
consistiu no mesmo volume da emulsédo e de tampao fosfato, sem extrato enzimatico. A
mistura de reacdo foi incubada por 30 minutos a 40°C em banho-maria termostatizado
(Dubnoff — Nova Etica) com agitacdo de 130 opm. A reacéo foi paralisada pela adicio
de solucdo acetona:etanol (1:1, v/v). Os acidos graxos liberados pela hidrdlise dos
lipideos do azeite foram titulados com solucdo de NaOH (0,05 mol/L) utilizando
fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade lipolitica foi definida como a
quantidade de lipase necesséria para liberar 1 umol de acido graxo por minuto nas
condigdes de ensaio. O resultado do branco obtido na titulagcdo foi descontado das
amostras correspondentes. O controle com o substrato e tampdo (sem extrato
enzimatico) foi analisado como garantia de que os resultados obtidos na titulagdo foram

referentes a reagdo com os extratos enzimaticos e ndo dos acidos presentes no substrato.
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4.3 Caracterizacao das lipases presente nos residuos de laranja

Para a caracterizacdo bioquimica das lipases das variedades Valéncia e Natal, foi
utilizada a metodologia de Okino-Delgado e Fleuri (2014), para determinacdo de pH e

temperatura 6timos e de estabilidade.

4.3.1 Influéncia do pH na atividade e estabilidade de lipase dos

residuos de laranja

Para o estudo do pH 6timo foi analisada a atividade lipolitica de cada fracdo em
meio reacional semelhante ao utilizado para atividade de lipase, apenas diferenciando o
pH da solucdo tampdo. Foram testadas solugcdes tamponadas nos pHs 4 e 5 (tampéo
acetato 0,1 mol/L), 6, 7 e 8 (tampédo fosfato 0,1 mol/L), 9 e 10 (tampé&o borax 0,1
mol/L). O pH referente a maior atividade lipolitica foi considerado o pH 6timo (100%
de atividade relativa). Para o estudo de pH de estabilidade foi utilizado o mesmo meio
reacional anterior, porém as amostras permaneceram 24 horas na solu¢do tampdo antes

da analise da atividade.

4.3.2 Influéncia da temperatura na atividade e estabilidade de

lipase dos residuos de laranja

A atividade lipolitica das fracfes foi analisada no meio reacional citado acima,
alterando apenas a temperatura do banho-maria termostatizado com agitacdo (Dubnoff —
Nova Etica). Foram determinadas as atividades lipoliticas das fracdes nas temperaturas
de 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C. Para verificacdo da temperatura de estabilidade das
fracOes de laranja, as amostras foram incubadas em diferentes temperaturas por 60

minutos antes da determinacdo da atividade de lipase.

4.4 Especificidade das lipases dos residuos de laranja quanto ao tamanho de

cadeia do substrato

O p-nitrofenil palmitato (p-NPP, Sigma Aldrich) é composto por acidos graxos
de cadeia longa (16 carbonos). A andlise da atividade lipolitica dos extratos vegetais foi
realizada seguindo o método descrito por ANVISA (2009). Uma emulsdo composta por
9 mL de solugdo emulsionante (2 g de triton X-100; 0,5 g de goma arébica e 450 mL de
tampédo Tris-HCI 50 mmol/L, pH 8) e 1 mL de substrato foi preparado inicialmente.
Para a reacdo 0,1 g da amostra foi adicionado a 0,9 mL da emulséo e permaneceu em

repouso por 15 minutos a 40°C. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram
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centrifugadas a 6.000 rpm por 5 minutos a 5°C. O sobrenadante de cada amostra foi lido
em espectrofotdmetro com absorbancia no comprimento de 410 nm.

O p-nitrofenil laurato (p-NPL, Sigma Aldrich) é um substrato sintético
constituido por acidos graxos de cadeia média (12 carbonos). Os extratos vegetais foram
analisados pelo método descrito por Gutarra et al. (2009). A solucédo de substrato foi
preparada utilizando-se 0,25 mL de p-NPL 2,5 mmol em 2,2 mL de tamp&o fosfato de
sodio (pH 7,0; 0,5 mol/L). A reacdo foi iniciada pela adicdo de 0,05 g do extrato
enzimatico e incubada por 15 minutos a 30°C. Apds o periodo de incubacao as amostras
foram centrifugadas a 6.000 rpm por 5 minutos a 5°C. O sobrenadante de cada amostra
foi lido em espectrofotdmetro com absorbancia no comprimento de 412 nm.

Os residuos foram analisados segundo o método descrito por Calado et al.
(2002) e Lopes et al. (2011), para avaliar a sua afinidade ao substrato p-nitrofenil-
butirato (p-NPB, Sigma Aldrich), um acido graxo sintético de cadeia curta (4 carbonos).
Uma aliquota de 0,05 g de cada fracdo foi adicionada a 3,43 mL de mistura reacional
constituida por 1,12 mmol de p-NPB dissolvido em tampé&o fosfato 50 mmol/L (pH 7,2)
contendo 0,2% de Triton X-100 e 0,43 mol de tetrahidrofurano. A reacdo foi incubada
durante 15 minutos a 37°C. Apo6s a incubacao, as amostras foram centrifugadas a 6.000
rpm durante 10 minutos a 5°C. O sobrenadante de cada amostra foi lido em
espectrofotdmetro com absorbancia no comprimento de 405 nm.

Para todos os ensaios de p-NPs o equipamento foi zerado com o branco de

substrato.

4.5 Regioespecificidade das lipases dos residuos de laranja

A regioespecificidade das lipases obtidas a partir dos residuos de laranja foi
determinada segundo Meghwanshi et al. (2006), pela incubacdo de 0,5 mL de trioleina
com 0,1 g de extrato enzimético dissolvidas em 2,5 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol/L pH
7,0 a 40°C e 100 opm durante 24 horas. Apos a reacdo aliquotas de 500 pL foram
adicionadas a 1,5 mL de éter etilico. Os produtos formados como resultado da hidrélise
da trioleina pelas lipases, foram avaliados por cromatografia em camada delgada (CCD)
utilizando cromatoplacas de silica gel (Macherey-Nagel, 20x20 cm). Foi utilizada fase
movel constituida por éter de petroleo, éter etilico e acido formico (210: 90: 0,4; v: v:
V). As placas foram reveladas por imersdo em camara contendo acido sulfarico 10% em

etanol (v/v). A lipase 1,3-regioespecifica de Rhizomucor miehei da empresa Sigma
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Aldrich foi utilizada como controle positivo, bem como os padrées monoleina, dioleina,

acido oleico e trioleina.

4.6 Atividade de protease dos residuos de laranja

A atividade de protease foi mensurada utilizando duas metodologias.

Na primeira metodologia utilizou-se a azocaseina como substrato segundo
descrito por Charney e Tomarelli (1947), com modificacdes. O meio reacional foi
composto por 0,5 mL de azocaseina (Sigma-Aldrich) 0,5% em tampéao fosfato 0,1
mol/L pH 7 e 0,5 g do extrato vegetal enzimatico liofilizado, os quais foram incubados
por 40 minutos a 37°C. A reacdo foi paralisada com a adi¢do de 0,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 10% (m/v) e as amostras centrifugadas a 6.000 rpm por 15
minutos a 15°C (centrifuga refrigerada SL 701 — Solab). O branco foi preparado com o
extrato vegetal desnaturado e adicdo de &cido tricloroacético (TCA) anteriormente a
reacdo. Posteriormente 1 mL de hidréxido de potéssio (KOH) 5 mol/L foi adicionado a
1 mL do sobrenadante para formacdo do cromdforo. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para aumentar a
absorbancia em 0,1 a 428 nm nas condicdes de ensaio.

Na segunda metodologia, utilizou-se caseina como substrato como descrito por
Obata et al. (1977), Rowley e Bull (1977) e Santos (2004). A mistura de reacdo
contendo 1,5 mL de solucdo 2% de caseina (m/v), 1 mL de tampéo fosfato 0,15 mol/L
pH 7,5 e 0,5 mg de extrato enzimatico foi incubada em banho-maria (SL 150/10 —
Solab) a 30°C por 30 minutos. A reacédo foi paralisada pela adi¢cdo de 3 mL de solucgéo
0,4 mol/L de &cido tricloroacético (TCA), seguida de filtracdo em papel Whatman 42. A
absorbancia do filtrado foi determinada a 280 nm, sendo uma unidade de atividade
definida como aquela capaz de aumentar em uma unidade a absorbancia do filtrado, nas
condigdes de ensaio. Foi preparado um branco de solucdo para cada amostra, com

adicdo de TCA antes do extrato enzimatico.

4.7 Teor de umidade dos residuos de laranja

Para a determinacdo do teor de umidade, aproximadamente 60 g de cada amostra
foram acondicionadas em placas de petri, devidamente identificadas e secas em estufa
com ventilagdo forcada a 40°C até obtengéo de peso constante. Ap6s completa secagem
o teor de matéria seca (MS) foi calculado atraves da equacdo proposta por Carvalho et
al. (1990):
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Equacdo = MS (%) = [((Mp + MAS) — Mp) + MAU ]*100
Mp: massa da placa de pétri (g); MAS: massa da amostra seca (g); MAU: massa

da amostra umida (g).

4.8 Extracdo de compostos fenoélicos dos residuos de laranja

A determinacdo de fendis totais, flavonoides totais e o perfil quimico dos
residuos de laranja foram realizadas em parceria com a Prof® Dr® Marcia Ortiz Mayo
Marques e a Pesquisadora Cassia Regina Limonta Carvalho, ambas do Departamento de
Fitoquimica do Instituto Agrondémico de Campinas — IAC.

As amostras Umidas foram pesadas em tubo falcon de 50 mL utilizando 0,5 g
para frit, 1 g para casca e 2 g para bagaco e polpa. A seguir foi adicionado 10 mL de n-
hexano, seguido de centrifugacdo (Hettich Rotina 380) a 5°C por 10 minutos a 6000
rpm e posterior descarte do solvente. Em seguida, na amostra foi adicionado 40 mL de
etanol 70% (v/v) com 10 mmol/L de EDTA e mantido sob agitacdo por 5 horas em
mesa agitadora orbital (TE-141 Tecnal). Apds a agitacdo, as amostras foram colocadas
em banho de ultrassom 25 kHz (Eco-sonics) por 45 minutos a 68°C. O sobrenadante foi
separado por pipetagem e congelado em tubo falcon a -80°C, até a realizacdo das

proximas analises.

4.9 Quantificacdo do teor dos fendis totais dos residuos de laranja

As solucgdes etandlicas foram avaliadas quanto ao teor de fendis totais por
espectrofotometria no UV-visivel (UV/VIS HITACHI, modelo U 2000) com leituras
das absorbancias no comprimento de onda de 765 nm, empregando o método de Folin-
Ciocalteau (SINGLETON et al., 1999). Em tubos de ensaio devidamente identificados,
adicionou-se 300 pL da amostra, 700 pL de dgua destilada e 500 pL do reagente Folin-
Ciocalteu, sendo que apo6s aproximadamente 7 minutos, foi adicionado 2,5 mL de uma
solucdo de Na>COsz (carbonato de sodio) 20% (m/v). A mistura foi homogeneizada e
mantida a temperatura ambiente e no escuro por cerca de 40 minutos e absorbancia lida
a 765 nm. A quantificacdo dos fendis totais foi estimada a partir da equacgéo da reta,
obtida da curva de calibracdo do padrdo de acido p-cumarico (98%, Sigma Aldrich,
concentragdo das solucbes: 0,0025 a 0,0700 mg/5 mL) e do &cido gélico (99%, Sigma
Aldrich, concentragdo das solugdes: 0,0025 a 0,0500 mg/5 mL). O primeiro padrdo foi
utilizado por ser majoritario nas amostras (Wang et al., 2008) e o segundo por ser o
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mais comum nas literaturas. Os resultados obtidos foram expressos, em base seca, como

mg/equivalentes de acido p-cumarico (ACE)/100 g~ e de 4cido galico (AGE)/100 g

4.10 Quantificacdo do teor dos flavonoides totais dos residuos de laranja

Os extratos etandlicos foram analisados quanto a presenca de flavonoides totais
utilizando o método de Zhishen et al. (1999) adaptado por Lin et al. (2010). Em tubos
de ensaio devidamente identificados adicionou-se 500 pL do extrato da amostra, 2,5 mL
de agua destilada e 150 pL de NaNO: (nitrito de sodio) 5% (m/v). Apos repouso de 6
minutos, foi adicionado 300 pL de solucdo AICIs (cloreto de aluminio) 10% (m/v),
seguido novamente de 5 minutos de repouso. Por fim, foi adicionado 1 mL de NaOH 1
mol/L e o volume foi completado para 5 mL com agua destilada. A solucdo foi deixada
em repouso por 15 minutos. Todo o procedimento foi realizado a temperatura ambiente.
As amostras foram analisadas em espectrofotometro UV/VIS HITACHI, modelo U
2000, com leituras de absorbancia a 357,5 nm. A quantificacdo dos flavonoides totais
foi realizada pelo método de padréo externo, empregando a hesperidina como referéncia
para a construcdo da curva de calibracdo. Para a curva de calibracdo foram preparadas 6
solugdes nas concentragdes: 0,137 a 0,821 mg/mL. O teor de flavonoides totais foi
calculado a partir da equacdo da reta, obtida do grafico da concentracéo das solucGes de
hesperidina versus absorbancia. Os resultados obtidos foram expressos como

mg/equivalente de hesperidina (HE)/100 g.

4.11 Perfil dos constituintes quimicos dos residuos de laranja

A separacdo, identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foram
realizadas por meio da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Para a separacdo dos compostos fendlicos foi utilizado cromatografo liquido (Agilent
Technologies, modelo 1260 Infinity Quaternary LC), equipado com bomba quaternéria
(1260 Quat Pump, G1311B), injetor automatico (1260 ALS, G1329B) e detector com
arranjo de diodos (DAD) acoplado a um sistema de integracdo ChemStation®. Para
aquisicdo dos dados utilizou-se o sistema de software Agilent OpenLAB CDS, versédo
A.01.04. O metanol utilizado foi grau HPLC e agua ultra-pura obtida do sistema de
purificacdo de 4gua Milli-Q (PURELAB Ultra Mk2).

A separacdo dos compostos foi realizada mediante uso de coluna analitica
Zorbax C- 18 (250 nm x 4,6 mm, 5 mm) precedida de coluna de guarda com a mesma
fase estacionéria. A fase mdvel consistiu de fosfato de sédio 50 mmol/L pH 3,3;
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metanol a 10% (v/v), (solucdo A) e metanol 70% (v/v) (solucdo B), em sistema
gradiente, fluxo de 1,0 mL/minuto e temperatura constante de 35°C, conforme
instrucOes descritas por (SAKAKIBARA et al., 2003): inicialmente 100% da solugéo A,
para os préximos 15 minutos 70% da solucdo A; durante mais 30 minutos 65% da
solucdo A; durante mais 20 minutos 60% da solugdo A; por mais 5 minutos 50% da
solugéo A; e finalmente 0% da solugdo A durante 25 minutos. O volume de injecéo das
amostras foi de 10 pL.

Para a identificacdo das substancias foram utilizados padrdes comerciais das
principais classes de substancias presentes em citros: a) flavavonas: hesperidina (97%,
Acros Organics), naringina (97%, Acros Organicas) e naringenina (> 95%, Sigma-
Aldrich); b) flavanol: catequina (98%, Sigma-Aldrich), c) flavona: rutina (95%, Sigma-
Aldrich), d) flavonol: quercetina (98%, Sigma-Aldrich), €) acidos fenodlicos: &cido
clorogénico (95%, Sigma-Aldrich), acido vanilico (97%, Sigma-Aldrich), &cido cafeico
(98%, Sigma-Aldrich), acido p-cumarico (98%, Sigma-Aldrich), &cido ferdlico (99%,
Sigma-Aldrich) e acido sinaptico (98%, Sigma-Aldrich).

Para a identificacdo do perfil das classes de substancias presentes nas amostras
foram utilizados os espectros UV-visivel dos padrdes comercias injetados e os relatados
por Frutos (2007).

A quantificagdo da hesperidina foi realizada pelo método de padrdo externo.
Para a curva de calibracdo foram preparadas solucdes de hesperidina solubilizadas em
metanol nas seguintes concentra¢bes: 0,1 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,7512 mg/mL; 1,0

mg/mL e 1,5 mg/mL.

4.12  Atividade antioxidante dos residuos de laranja

Os extratos utilizados nessa analise foram preparados utilizando 10 mL de etanol
99,8% e 0,5 g da amostra vegetal liofilizada, seguido de 15 minutos no ultrassom
Cristofoli 42 kHz e centrifugacdo a 6.000 rpm por 10 minutos a 5°C (centrifuga
refrigerada SL 701 — Solab). O sobrenadante foi separado por pipetagem e congelado a
-20°C para posterior realizagdo dos estudos.

O estudo realizado foi da capacidade do sequestro do radial livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) total de acordo com metodologia descrita por Zhu et al. (2002)
e Chen et al. (2003), com modificagdes.

Aliquota de 500 pL da solucdo extrativa de cada amostra foi adicionado a 3 mL
de etanol e a 300 puL de solu¢do de DPPH (0,02 g/100 mL etanol 99,8%), a qual
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permaneceu 60 minutos no escuro a temperatura ambiente. Para o branco foi realizado o
mesmo procedimento, mas ao invés do extrato amostral, foi adicionado 300 pL de
etanol 99,8%. A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro UV-visivel Bel Photonics
UV-M51 e leitura de absorbancia a 517 nm. A porcentagem de DPPH reduzido foi
calculado como descrito na formula abaixo.

Equacéo = Branco — Amostra * 100 = % DPPH reduzido

Branco
Para expressar os resultados em equivalente de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-acido carboxilico, Sigma-Aldrich) foi realizada uma curva de
calibracdo com 5 solucBes nas concentragdes de 0,0099 a 0,1188 mg/mL. A equacgéo
obtida da reta foi utilizada para os célculos.

4.13 Atividades antimicrobianas dos residuos de laranja

As amostras foram preparadas utilizando 100 g de cada fracdo das laranjas
(bagaco, casca, frit e polpa) in natura e 100 mL de agua destilada resfriada a 5°C. A
mistura foi homogeneizada em liquidificador por 2 minutos, seguido de filtracdo em
gaze. A porcdo solida foi descartada e a liquida foi congelada a -20°C para posterior
utilizagdo nos testes de atividade antimicrobiana e avaliagdo da citotoxidade.

As atividades antimicrobianas foram determinadas de acordo com Motta e
Brandelli (2002) com modificacBes. Para determinar a atividade antibacteriana as cepas
indicadoras testadas foram Eschericha coli (ATCC 8739), Listeria monocytogenes
(ATCC 7644), Pseudomonas aureginosa (ATCC 27853), Salmonella Enteritidis (ATCC
13076) e Staphylococcus aureus (ATCC 1901). Os micro-organismos indicadores na
concentracéo de 108 UFC/mL* em solucéo salina (0,85% NaCl, m/v) foram inoculados
em placas de agar Mueller Hinton. Discos de difusdo foram distribuidos uniformemente
sobre as placas e sobre eles foram pipetadas as amostras. Como branco foi utilizado
solucdo salina, como controle negativo gentamicina 10 g para cepas gram-negativas e
vancomicina 30 pg para cepas gram-positivas. Aliquotas de 20 pL das amostras
(filtrado dos residuos de laranja) foram pipetados nas placas com as estirpes indicadoras
a cada 1 hora por 3 horas. Apds o tempo de cultivo, cada aplicagdo as placas foram
incubadas na temperatura Otima para cada micro-organismo por 24 horas.
Subsequentemente, foi observada a atividade inibidora contra o indicador bacteriano
representada pela presenca de halos claros que foram medidos e apresentados como

zona de inibigdo em mm.
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Para determinar a atividade antifingica os fungos Fusarium oxysporum
ssp. (IOC 4065), Aspergillus fumigatus (IOC 0081), Penicillium expansum (10C
4076) e Candida albicans (IOC 2508) foram utilizados como indicadores. Cada fungo
foi cultivado em slant de Potato Dextrose Agar (PDA) por 5 dias a 30°C, ap6s foram
adicionados 6 mL de agua destilada esterilizada em cada slant. O crescimento foi
homogeneizado com o auxilio de uma alca e espraiado em placas de PDA. O teste foi
realizado da mesma forma que o teste antibacteriano, utilizando discos de difusdo sobre
0s quais foram pipetadas as amostras. As placas foram incubadas por 72 horas a 30°C e
foi observada a atividade inibidora contra o indicador flangico representada pela
presenca de halos claros. Como controle negativo foi utilizado solucéo salina e como
controle positivo foi utilizado anfotericina B (1 pg/mL).

4.14 Avaliacdo da citotoxidade — teste de viabilidade celular por meio da
reducdo de MTT

Os ensaios de citotoxidade foram realizados em colaboracdo com grupo liderado
pelo Prof. Dr. Willian Fernando Zambuzzi do Laboratorio de Bioensaios e Dinamica
Celular — LaBio — Instituto de Biociéncias de Botucatu, utilizando a metodologia
segundo GoOkbulut et al. (2016), Brackett et al. (2012) e Farquharson et al. (1993).
Linhagens de fibroblastos de camundongo normal NIH/3T3, queratindcitos humanos
normais HaCaT e tumoral SCC9 (carcinoma epidermoide bucal) foram mantidas em
Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina
(antibidticos) e mantidas em estufa Umida a 37°C contendo 5% de CO,. Para
manutencdo da linhagem tumoral, SCC9, o meio de cultura foi suplementado
adicionando-se 400 ng/mL de hidrocortisoma.

Para cada composto proveniente dos residuos de laranja, foram testados 3
volumes diferentes: 10 uL (5%), 20 puL (10%) e 40 uL (20%). Paralelamente, as células
das linhagens (NHI-3t3, HaCaT e SCC9) foram plaqueadas em placas de 96 pogos, com
meio convencional; a cada poco foi adicionado 100 pL (10.000 células). Apds 24 horas,
o tratamento de cada composto foi realizado adicionando volumes especificos e meio de

cultura DMEM para um volume final de 200 pL por poco (a saber: 90 pL, 80 pL e 60
uL).
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O controle foi definido como as células em meio convencional que ndo receberam
o tratamento com os residuos de laranja. Os grupos foram as células que receberam o
tratamento com os residuos de laranja em diferentes concentragdes.

Para realizacdo dos testes de viabilidade celular, as células foram plaqueadas em
microplacas de 96 pocos a uma densidade de 1x10* células por po¢co em meio DMEM
suplementado. Ao atingirem a semi-confluéncia (24 horas ap6s o plaqueamento), as
células foram expostas aos extratos dos residuos de laranja em diferentes concentracées,
diluidos em meio DMEM suplementado com 10% SFB e antibioticos, exceto para as
células SCC9, as quais foram mantidas as condicdes ideais de cultura preconizadas pela
ATCC (400 ng/mL). Apo6s 24 horas a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de
reducdo do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)(Figura
2).

Plaqueamento
Crtl Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
et = ., . '/ = = \\
100p1 100yl b 100pl 100l
[ (10000 | |' (10000 | (10000 (10000
\ \T}/ ;" \ cels) f eels) cels)
Tratamento 24h
Crtl Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
//_.---" R W -/_.--" e
\ / 10ulde \\, 20ul de
[ + 200pl - Composto \ Composto
\ DMEM d +90ul de / + 80pl de
[5%0] [10%a] [20%]
Viabilidade Celular — MTT [0.5 mg/ml] 24h
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Figura 2. Esquema sinalizando os momentos em horas (h) de cada processo do MTT.
As células foram plagueadas 48 horas antes da avaliacdo da viabilidade celular.

4.15 Andlise estatistica

Os dados da atividade de lipase foram avaliados pelo programa Assistat 7.7 pt. O
experimento foi delineado em arranjo fatorial duplo (4x4, quatro variedades e quatro
fracOes), os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as medias
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foram comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05). As analises foram realizadas em
triplicata.

O teste de especificidade de lipases foi realizado em triplicata e determinado o
desvio padrao.

O experimento do teor de umidade dos residuos de laranja foi realizado em
triplicata, os dados foram analisados pelo programa Assistat 7.7 pt, submetidos & anélise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05).

A andlise para teor de fenois totais foi realizada em triplicata e determinado o
desvio padrao.

O teste de teor de flavonoides totais foi conduzido em triplicata e analisados pelo
programa Assistat 7.7 pt, em arranjo fatorial duplo (4x4, quatro variedades e quatro
fracdes), os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p <0,05).

Os dados da atividade antioxidante foram analisados pelo programa Assistat 7.7
pt, submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p <0,05), também foi determinado o desvio padrdo. As analises foram feitas em
triplicata.

A atividade antimicrobiana foi realizada em duplicata, o indicador
antimicrobiano foi a presenca de halos claros que foram medidos e apresentados como
zona de inibicdo em mm.

Para a analise do teste de citotoxidade foi utilizado o Software Prism 6 e
aplicados os testes ANOVA e Tukey. Para cada grupo foi realizado um conjunto de

replicatas (3 experimentos independentes) com n = 9 para cada experimento.



31

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade de lipases dos residuos de laranja

A atividade de lipase mensurada foi a sua capacidade de hidrolisar os triglicerideos

de 6leo de oliva presentes no meio reacional (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade de lipase relacionando variedades e fracdes de laranja.

Atividade de lipase (U/g)

Fracoes Bagaco Casca Frit Polpa
Variedades

Hamlin 27,45+ 16 aA 17,48+ 17aB 9,27+x17bC 31,13+21aA

Péra 17,26 £1,7bcA  16,13+x12aA 19,10x44aA 212+11cB

Valéncia 22,64+13abAB 17,69+21aB 1960%1,7aB 28,80+ 39aA

Natal 1387+£25cAB 12,73+41aAB 1153+35bB 19,24 +21bA

Medias seguidas de letra mailscula horizontalmente e minuscula verticalmente, iguais ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
+ Desvio padréo.

Todas as variedades de laranja demonstraram a presenca de lipases. Para as
variedades Hamlin, Valéncia e Natal é a primeira vez que se observa a atividade dessa
enzima.

As lipases da variedade Hamlin e Valéncia, das fracGes bagaco e polpa foram as
que apresentaram as maiores atividades enzimaticas. Na fracdo casca, as médias de
atividade de lipase entre as variedades foram estatisticamente iguais entre si, 0 que
indica a presenca de enzimas semelhantes na casca de todas as variedades. As lipases da
fracdo frit apresentaram as maiores atividades nas variedades Péra e Valéncia. Apesar
da menor atividade de lipase ter sido apresentada pela polpa da variedade Péra, é a
primeira vez que lipases sdo detectadas nessa fracao.

Entre as fracOes, as atividades de lipases foram bastante diversas,
provavelmente, as fragdes residuais distintas da laranja possuam lipases diferentes,

afinal cada reparticdo morfologica tem uma fungéo no metabolismo do fruto.
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Lipases fungicas de Candida rugosa obtidas por fermentacdo liquida na
presenca de Gleos residuais, segundo Abdelmoez et al. (2013) apresentaram 12 U/mL de
atividade de hidrdlise do azeite de oliva. Além desse processo de obtencdo de lipase ser
bastante oneroso e exigir maquinario especifico, as atividades lipoliticas foram
inferiores as encontradas nos residuos de laranja.

O farelo de trigo foi utilizado por Colla et al. (2015) na obtencéo de lipases
fangicas por fermentagdo em estado solido com Aspergillus niger e fermentagdo
submersa com Aspergillus flavus, as quais apresentaram 22,1 U/g e 4,3 U/mL de
atividade de lipase, respectivamente. As lipases obtidas por fermentacdo submersa
demonstraram atividade inferior, comparada com as lipases obtidas da fermentagéo
solida. As lipases de A. niger obtidas por fermentacdo em estado sélido apresentaram
atividade similar com as lipases do bagaco de laranja da variedade Valéncia 22,6 U/g e
inferior as lipases do bagaco da variedade Hamlin 27,4 U/g, obtidas nesse estudo.
Porém, as lipases vegetais dos residuos de laranja sdo mais vantajosas N0 seu processo
de obtengdo, que ndo exige associagdo com micro-organismos, reator e tempo de
incubacéo.

Extrato de sementes de mamona (Ricinus communis L.) apresentou 61 U/g de
atividade lipolitica segundo Avelar et al. (2013) na hidrdlise do 6leo de oliva. Esse dado
corrobora com Quettier e Eastmond (2009) sobre a presenca de lipases em tecidos de
reserva de plantas, como as sementes e ainda demonstra o potencial de lipases de
origem vegetal, como as encontradas nos residuos de laranja.

No estudo de Okino-Delgado e Fleuri (2014), foram analisados os residuos da
variedade Péra quanto a atividade de lipase e foram obtidos 36,5 U/g, 57,5 U/g e 22,9
U/g de lipase para bagaco, casca e frit, respectivamente. Comparando a mesma
variedade e fracbes neste trabalho, foram obtidas atividades enzimaticas inferiores,

provavelmente devido as diferencas entre as safras.
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5.2 Caracterizacao de lipases presente nos residuos de laranja

A caracterizacdo a seguir foi realizada com os residuos de laranja das variedades
Valéncia e Natal. Os residuos de Hamlin e Péra foram caracterizados em estudos

anteriores e/ou concomitantes por outros pesquisadores.

5.2.1 Influéncia do pH na atividade de lipase dos residuos de

laranja

Os residuos de laranja da variedade Valéncia, apresentaram pH Otimo de
atividade diferentes (Figura 3).
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Figura 3. pH 6timo das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade Valéncia.

As lipases dos residuos da variedade Valéncia mantiveram sua atividade para pH
6timo acima de 70% em pH neutro. A lipase do bagaco apresentou pH étimo na faixa de
6 e 7, mantendo cerca de 85% da sua atividade catalitica em pH 8. A lipase da casca
demonstrou atividade acima de 65% do pH 6 ao 8, sendo que sua atividade relativa
méaxima foi atingida em pH 7, correspondendo portanto, ao pH étimo. A lipase do frit
exibiu pH otimo em 8, 93% de atividade relativa em pH 7 e obteve 60% de atividade
em pH 4. A lipase da polpa apresentou uma semelhanca com a lipase do frit, com pH
Otimo entre 7 e 8, e uma atividade de quase 50% em pH 4.

As lipases de bagaco e polpa demonstraram estabilidade no pH 6. O pH 7
conferiu estabilidade para a lipase de casca e a lipase do frit apresentou estabilidade em
pH 5 (Figura 4).
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Figura 4. pH de estabilidade das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade Valéncia.

E possivel observar ainda que as lipases da variedade Valéncia demonstraram
faixas de estabilidade entre os pHs 5 e 8 com atividade acima de 65%, para todas as
fragdes estudadas.

Os residuos da variedade Natal, as lipases de bagaco, casca e frit apresentaram
pH 6timo em 8, sendo que a lipase de polpa atingiu sua maior atividade em pH 6.
(Figura 5).
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Figura 5. pH 6timo das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade Natal.

As lipases do bagaco de laranja Natal apresentaram uma faixa de pH 6timo do 4
ao 9 com atividades de lipase acima de 80%, demonstrando a presenca de lipases com

capacidade de atuar em diversos pHSs.
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O pH de estabilidade foi variado: a lipase do bagaco apresentou 100% de
atividade relativa em pH 4 e 81% de atividade em pH 7. A lipase da casca apresentou
estabilidade em pH 7. O pH 6 conferiu estabilidade para a lipase de frit. A lipase de

polpa demonstrou sua estabilidade em pH 9 (Figura 6).
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Figura 6. pH de estabilidade das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade Natal.

Os residuos da laranja Valéncia apresentaram comportamento bem distinto dos
residuos da laranja Natal quanto a estabilidade. O primeiro apresenta uma faixa de
estabilidade do pH 4 ao pH 8 acima de 60% de atividade relativa, enquanto o segundo
registra picos isolados de estabilidade, o que sugere a presenca de isoformas de lipases.

A lipase presente na semente de canola (Brassica Napus L.) apresentou seu pH
6timo em 7 (SANA et al. 2004), sendo o mesmo pH 6timo encontrado para as lipases
presentes na casca e polpa da laranja Valéncia. A enzima lipolitica caracterizada por
Weerasooriya e Gunasekara (2011) de semente de seringueira (Hevea brasiliensis)
exibiu pH 6timo 8, como as lipases encontradas no bagaco, casca e frit da laranja Natal.

A lipase fungica Rhizomucor miehei comercialmente disponivel (Lipozyme—
Novozymes) apresentou atividade maxima em pH 7,5 (RODRIGUES e FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010; CROOKS et al., 1995), caracteristica semelhante as encontradas
nas lipases presentes nos residuos de laranja.

Enzimas lipoliticas estudadas por Kouteu et al. (2016) presentes em quatro
especies de arvores (Adansonia grandidieri, Adansonia suarezensis, Jatropha curcas e
Jatropha mahafalensis), apresentaram pH étimo em 8, similares as lipases registradas

nos residuos de laranja Valéncia (frit) e de laranja Natal (bagaco, casca e frit). No
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entanto, essas arvores sao bastante restritas a algumas regides e contam com mais uma
desvantagem, sdo espécies ameacadas de exting¢do, o que limita seu uso para a producdo

de um biocatalisador comercial.

5.2.2 Influéncia da temperatura na atividade de lipase dos residuos

de laranja

As lipases dos residuos da laranja Valéncia apresentaram temperatura 6tima em
uma faixa de 30°C a 60°C. Nesse intervalo de temperatura as lipases de todas as fracoes
residuais mantiveram atividade relativa acima de 70%. As lipases do bagaco, casca, frit
e polpa, apresentaram temperaturas Otimas, respectivamente, a 30°C, 50°C, 60°C e
60°C (Figura 7).

120

gloo ﬁ
[72]
w
(7]
< v 4
S 80 -
a ==g==Bagaco
% 60 == Casca
< Frit
w
o
d 40 e=3e= Polpa
<
=]
= 20
<

0

20 30 40 50 60 70 80 Temperatura (°C)

Figura 7. Temperatura 6tima das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade Valéncia.

A temperatura de estabilidade para as lipases do bagaco e frit ocorreu a 30°C,
para as lipases de casca e polpa as temperaturas de estabilidade foram a 50°C e 20°C,

respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Temperatura de estabilidade das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade
Valéncia.

As lipases do bagaco de laranja Valéncia ainda exibiram uma atividade acima de
90% entre 30° e 40°C, as lipases de casca apresentaram estabilidade com atividades
acima de 80% na faixa de 20 a 60°C, as lipases de frit apresentaram uma faixa de
estabilidade com atividades acima de 70% em temperaturas mais altas (40 a 60°) e as
lipases de polpa demonstraram um intervalo de atividade acima de 90% nas
temperaturas de 20 a 50°C.

As lipases de todas as fracdes da laranja Natal demonstraram temperatura 6tima
a 50°C (Figura 9).
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Figura 9. Temperatura 6tima das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade Natal.
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As lipases da variedade Natal de bagaco e polpa, exibiram uma faixa de
temperatura 6tima com atividades acima de 75% nas temperaturas de 30 a 50°C.
J& a temperatura de estabilidade para a lipase do bagago foi a 20°C e para as

lipases das demais fracGes a 30°C (Figura 10).
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Figura 10. Temperatura de estabilidade das lipases obtidas de residuos de laranja da variedade
Natal.

As atividades lipoliticas dos residuos de laranja Valéncia e Natal, revelaram um
extenso intervalo (20° a 60°C) com atividade relativa acima de 50%.

Com temperatura a 40°C as lipases pertencentes a variedade Valéncia
apresentaram o mesmo comportamento das lipases da variedade Natal, com atividades
de lipase de aproximadamente 80% em todas as fragcdes. Em temperaturas de 70 a 80°C
durante 1 hora, as atividades decrescem, demonstrando que as enzimas presentes nos
residuos de laranja das variedades Valéncia e Natal apresentaram baixa estabilidade
nessas condicgdes.

Analisando a atividade de lipase das sementes de mamona, milho, girassol e
maracuja em diferentes temperaturas, Santos et al. (2013) observaram as melhores
atividades cataliticas a 40°C para semente de maracuja; 50 °C para mamona e girassol e
55°C para milho. Apenas a lipase da semente de mamona apresentou uma faixa de 40 a
55°C de atividade acima de 80% e todas apresentaram decaimento da atividade a 60°C,
semelhante as lipases encontradas nos residuos de laranja.

As lipases encontradas nos residuos de laranja demonstraram atividade em
extensas faixas de pH e temperatura, o que lhes confere diversas possibilidades de

aplicacdo, como as sugeridas por Choi et al. (2015).
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Na tabela a seguir (Tabela 4), é possivel observar as atividades de lipases obtidas

dos residuos de laranja em diferentes condicdes de ensaio.

Tabela 4. Atividades de lipases dos residuos de laranja em diferentes condi¢Ges de ensaio.

Atividade de lipase (U/g amostra)

Condicdes Fr_a(;oes Bagaco Casca Frit Polpa
Variedades
Valéncia 2264+13 17,69+21 1960+1,7 28,80+ 3,9
Padréo
Natal 138725 12,73+4,1 1153+35 19,24+2]1
- Valéncia 22,36+14 2335+ 14 26,04+0,2 2512+0,6
pH otimo

Natal 1436 +2,1 22,78+1,7 30,71+0,6 23,21+0,6
pHotimoe  Valéncia 27,88+7,8 31,7015 37,86+13 4125+12

Temperatura

L Natal 2017+29 2731+13 36,58+34 3482+15
otima

+ Desvio padréo.

Padréo (pH 7, 40°C); pH 6timo (Valéncia: bagaco pH 6, casca pH 7, frit pH 8 e polpa pH 7 e 8),
(Natal: bagaco, casca e frit pH 8 e polpa pH 6); pH 6timo e temperatura 6tima (Valéncia: bagaco pH
6, 30°C; casca pH 7, 50°C; frit pH 8, 60°C e polpa pH 7, 60°C), (Natal: bagaco, casca e frit pH 8,
50°C e polpa pH 6, 50°C).

Otimizando as condicdes de ensaio foi possivel detectar aumento na atividade
catalitica das lipases de todas as fracfes residuais, primeiro definindo o pH 6timo e em
seguida, combinando esse parametro a temperatura étima. As lipases do frit da laranja
Natal, por exemplo, em condi¢Bes Otimas triplicaram sua atividade em relagdo a
atividade nas condicdes padrdes.

Quando se pensa em aplicar uma biomolécula em grande escala, existem alguns
fatores que precisam ser levados em consideracdo. A producdo de laranja para suco
utiliza diferentes variedades de laranja ao longo do ano, para que seu ciclo seja
completo e tenham o produto durante o ano todo. O interesse € utilizar os residuos
dessas laranjas, para obter um biocatalisador com potencial comercial, portanto, €
preciso saber se todas as variedades oferecem essas lipases para possibilitar uma oferta
continua. Por isso, analisar as quatro principais variedades de laranja comerciais e seus
diferentes residuos separadamente, confere-nos a possibilidade de vislumbrar quais séo
as particularidades de cada variedade e residuo, assim como, identificar de qual
biocatalisador se trata e prever uma possivel aplicacdo, que envolve os pardmetros

bioquimicos que foram estudados.
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5.3 Especificidade das lipases dos residuos de laranja quanto ao tamanho

de cadeia do substrato

As lipases dos residuos de laranja demonstraram as maiores atividades

enzimaéticas na hidrolise do substrato p-NPB &cido graxo de cadeia curta (Figura 11).
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Figura 11. Especificidade das lipases sobre substratos sintéticos de diferentes tamanhos de

cadeia carbdnica. Sendo p-nitrofenil palmitato (p-NPP), p- nitrofenil laurato (p-NPL) e p-nitrofenil
butirato (p-NPB).

As enzimas dos residuos da laranja da variedade Péra, bagaco, casca e frit
apresentaram atividades de 281,2 U/g; 489,7 Ulg e 397,6 Ulg, respectivamente, na
hidrélise do p-NPB. As lipases presentes nas outras variedades, apesar de exibirem
menores atividades, também demonstraram especificidade por este substrato.

Lipases fangicas de Aspergillus sp. obtidas a partir de diferentes meios de
cultura como farelo de trigo (LWB), farelo de soja (LSB) e farelo de soja + bagaco de
cana-de-acucar (LSBBC) por Fleuri et al. (2014a) apresentaram atividades sobre 0s
diferentes substratos sintéticos de acido graxo p-NPB, p-NPL e p-NPP. A lipase LWB
apresentou 2,84 U/mL; 0,99 U/ mL e 0,24 U/mL, respectivamente; enquanto que a LSB
demonstrou 1,53 U/mL; 0,60 U/mL e 0,18 U/mL para p-NPB, p- NPL e p-NPP, nessa
ordem. Ja a lipase LSBBC exibiu atividades sobre o p-NPB, p- NPL e p-NPP 4,05
U/mL; 0,39 e 1,36 U/mL, respectivamente. Observando os dados, essas lipases fungicas

também apresentaram suas maiores atividades de hidrdlise pelo substrato p-NPB.



41

Alguns pesquisadores definem enzimas que hidrolisam exclusivamente acidos
graxos de cadeia curta como esterases (CHAHINIAN e SARDA, 2009). No caso das
enzimas encontradas nos residuos de laranja, ndo podemos atribuir essa classificacao,
pois apesar de exibir maiores atividades de hidrélise sobre o substrato de cadeia curta p-
NPB, elas também hidrolisaram outros substratos (p- NPL e p-NPP). Além disso,
segundo Fleuri (2016) essa definicdo de esterases e lipases ndo deve ser unicamente
determinada pela atuacdo das lipases em substratos sintéticos, e sim por uma analise
global utilizando procedimentos mais acurados.

Apesar das lipases obtidas dos residuos de laranja estarem em seu estado bruto,
podendo, portanto, apresentar diferentes lipases, Fleuri (2016) sugere que ha
possibilidade de que uma mesma enzima possa exercer diversas agdes sobre diferentes
substratos.

Lipases que hidrolisam acidos graxos de cadeia curta sdo bastante interessantes
para a industria alimenticia. Ferreira-Dias et al. (2013) salientam que enzimas com essa
caracteristica sdo empregadas na modificacdo do aroma e sabor dos alimentos
originando um gosto agudo e picante, principalmente a derivados de leite como queijos

e manteiga.
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As enzimas presentes nos residuos de laranja demonstraram comportamentos

parecidos entre as fracOes residuais e variedades de que sdo provenientes (Tabela 5).

Tabela 5. Regioespecificidade de lipases obtidas de residuos do processamento de laranja.

_ - o o Ac. Ac. .
Legenda  Lipases ~ Monoleina Dioleina Trioleina .« = - ... Especificidade

1 Bagaco ++ - +++ + -+ 1,3
Hamlin

) Cascg t +++ +++ ++ ++ 1,3
Hamlin

3 Frit Hamlin ++ ++ ++ + ) 13
Hamlin

5  BagacoPéra  ++ +++ +++ ++ T 13

6 Casca Péra ++ +H+ +H+ Tt * 13

7 Frit Péra ++ +++ e+ ++ X 13

8 Polpa Péra ++ +++ +Ht +t T 13

9 Bagag(_) ++ +++ +++ ++ +++ 1,3
Valéncia

10 CaAsca_ + ++ +++ + + 1,3
Valéncia

Frit

1 Valéncia ¥ * " - - H

S

14 Casca Natal ++ ++ t++ + * 13

15 Frit Natal ++ ++ Tt + ) 13

16 Polpa Natal ++ +H+ t++ ++ * 13

17 Rhlz_omu_cor + ++ 4 + + 1,3
miehei*

* Padrdo comercial.
(+) Intensidade visual do spot na CCD, sendo quando maior 0 nimero, maior a intensidade.
(-) Intensidade ndo sinalizada.

A placa de cromatografia em camada delgada (Figura 12), relacionada com a

legenda apresentada na Tabela 6, identifica os spots formados pelos produtos de reagdo

de cada residuo de laranja e sua variedade. As literaturas consultadas Meghwanshi et al.

(2006) e Lanser et al. (2002), também apresentaram produtos de hidrolise da trioleina e

padrdes que auxiliaram na identificacdo da regioespecificidade das lipases.
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Figura 12. Produtos de reacdo da hidrolise da trioleina realizada por lipases de diferentes
residuos de laranja e lipase comercial.

Sendo: bagaco Hamlin (1), casca Hamlin (2), frit Hamlin (3), polpa Hamlin (4), bagago Péra (5), casca
Péra (6), frit Péra (7), polpa Péra (8), bagaco Valéncia (9), casca Valéncia (10), frit Valéncia (11), polpa
Valéncia (12), bagago Natal (13), casca Natal (14), frit Natal (15), polpa Natal (16) e lipase comercial
Rhizomucor miehei (17). Spots referentes aos produtos de degradacdo da trioleina pela lipase 1,3
especifica de Rhizomucor miehei: Monoleina (A), Dioleina (B), Acido oleico (C) e Trioleina (D).

A enzima comercial Rhizomucor miehei foi utilizada como padréo para lipase 1,3
regioespecifica e os spots apresentados foram correspondentes aos demonstrados por
Meghwanshi et al. (2006) que também utilizou esta lipase como padrao.

Os produtos de hidrolise da trioleina por todas as lipases dos residuos de laranja
mostraram spots correspondentes aos padrdes monoleina, dioleina, acido oleico e
trioleina, compativeis com o produto de hidrdlise da enzima comercial utilizada como
padrdo, indicando que as enzimas oriundas dos descartes de laranja sdo lipases 1,3
especificas.

As amostras de bagaco, casca e polpa de todas as variedades apresentaram spots
iniciais ausentes na fracéo frit. Esses spots comparados com os padrdes propostos por
Lanser et al. (2002), sugerem que sejam o acido estearico (acido graxo de cadeia longa
com 18 carbonos) que € comum entre 6leos vegetais.

Saxena et al. (2010) e Meghwanshi et al. (2006) estudaram a regioespecificidade
de lipases provenientes de Bacillus sp. de diferentes espécies, e Lanser et al. (2002)
analisaram a especificidade de algumas espécies de fungos. Todas lipases se
comportaram como 1,3 especificas, corroborando a analise de Mhetras et al. (2009), de

que a maioria das lipases microbianas demonstram especificidade pela posi¢do 1,3;
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caracteristica compartilhada com as lipases de origem vegetal obtidas dos residuos de
laranja.

Lipases 1,3 regioespecificas tém sido aplicadas com sucesso na sintese de lipidios
estruturados (FERREIRA-DIAS et al., 2013), uma aposta para produzir lipidios com
atividades biologicas e industriais eficientes.

Os residuos de laranja mostraram-se uma fonte de lipases com caracteristicas

regioespecificas semelhantes as lipases ja comercializadas.
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5.5 Atividade de protease dos residuos de laranja

Utilizando as metodologias descritas ndo foi obtido atividade de protease nos
residuos de laranja.

A presenga de proteases em citros foi observada por Mazorra-Manzano et al.
(2013) que utilizaram as proteases presentes na flor de Citrus aurantium L. (laranja
azeda) para a coagulacdo do leite. Os residuos que foram testados quanto a atividade de
proteases nesse presente estudo, sao provenientes do fruto, provavelmente, nessa fase da
vida da planta as proteases ndo estejam mais presentes.

Atallah et al. (2016) observaram o mecanismo de proteases em Citrus
macrophylla infectadas por Citrus tristeza virus, Fedatto et al. (2006), identificaram a
presenca de serina-proteases em citros contaminados pela bactéria Xylella fastidiosa.

Cisteinas-proteases foram registradas por Fan et al. (2009) na casca de laranjas
(Citrus sinensis L. Osbeck) apés a inducdo de senescéncia do fruto utilizando etileno,
Lee et al. (2015) observaram a presenca de proteases no pepino (Cucumis sativus L.),
quando o fruto ja alcancava um estagio de senescéncia e a elevadas quantidades de
etileno.

N&o registrar atividade de protease nos residuos de laranja fomenta
possibilidades como o emprego de outras metodologias para sua determinacdo, aponta
uma caracteristica dessas variedades de laranja estudadas sadias, sem contaminacdo

microbiana e com estagio ndo condizente com a floragéo e/ou senescéncia.
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5.6 Teor de umidade dos residuos de laranja

A quantidade de agua presente, nesse caso nos residuos também serve como um
padrdo de caracterizacdo. Na Tabela 6 estdo as porcentagens do teor de umidade dos

residuos de laranja.

Tabela 6. Teor de umidade dos residuos de laranja de diferentes variedades.

Teor de umidade (%)
Variedades Hamlin Péra Valéncia Natal
Fracoes
Bagaco 80,6+03aB 74,1+0,7cB 756x0,6bC 76,8+ 1,8 bB
Casca 759+06aC 696+06cC 722+0,4bD 65,1 +0,3dC
Frit 773+10aC 748+02bB 78,3+0,1aB 77,4+0,4 aB
Polpa 85,3+0,2aA 822+0,1bA 833+01bA 831+03bA

Medias seguidas de letra mailscula verticalmente e mindscula horizontalmente, iguais ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
+ Desvio padrao.

O teor de umidade das fragOes residuais foi bastante parecido entre as
variedades, sendo que na fracdo bagaco houve uma variacdo de pouco mais de 5% entre
as variedades. Para a casca essa variacdo foi de aproximadamente 10%. As fracdes
residuais frit e polpa demonstraram, respectivamente, as menores variagdes no teor de
umidade entre variedades ficando entre 4% e 3%.

Comparando a literatura, Mendonca et al. (2006), analisaram os residuos do
limdo Tahiti (Citrus latifolia) e registraram um teor de umidade do bagaco de 81% e
para casca de 71%. O bagaco de laranja doce, avaliado por Silva et al. (2014a),
apresentou 85% de umidade. Cascas de laranja provenientes de processos industriais
também foram analisadas por Curto et al. (1992) que determinaram 82% de teor de
umidade para essa fracdo. Esses resultados sdo similares para o de bagaco e casca de

laranja das variedades estudadas.
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5.7 Teor dos fendis totais dos residuos de laranja

Baseado no estudo de identificacdo de acidos fendlicos de Wang et al. (2008)
com casca de laranja doce (C. sinensis L. Osbeck) que revelou elevadas quantidades do
acido p-cumérico, foi proposto que os residuos de laranja fossem quantificados por
equivalente de acido p-cumaérico, como hipétese de que o mesmo seria eficiente para
determinacéo dos fenois totais em tais amostras. Portanto, os resultados foram expressos
em equivalente de &cido p-cumarico (ACE/100g-!) por estar presente em maior
quantidade na espécie analisada e em equivalente de acido gélico (AGE/100g-1) por ser
0 mais comum na literatura.

Na Figura 13, é possivel avaliar a diferenca entre a concentracdo dos fenois

totais nas amostras quando expressos em equivalente de acidos p-cumarico e galico.
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Figura 13. Teor de fendis totais expressos em (ACE/100g?) e (AGE/100g?).
Médias seguidas de letra mailscula (fracfes residuais) e minulscula (variedades) iguais ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O resultado expresso em (ACE/100g™Y) se mostrou mais abrangente na
quantificacdo de fendis totais dos residuos de laranja doce. Os acidos fenolicos sédo
divididos entre é&cidos hidroxibenzoicos (6 &tomos de carbono) e acidos
hidroxicinamicos (9 4&tomos de carbono) (SOARES, 2002). Provavelmente, os residuos

de laranja possuem em maior quantidade acidos fenolicos hidroxicindmicos, por isso, 0
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acido p-cumarico que faz parte desse grupo, retratou de forma mais adequada os acidos
fendlicos presentes nos residuos.

O bagaco Hamlin e Péra apresentaram um teor maior de fenodis totais,
comparados com o bagaco de Valéncia e Natal. A casca Hamlin também demonstrou
maior quantidade de fenois, comparada a mesma fracdo das demais variedades. O frit,
dentre as fracOes estudadas, foi 0 que exibiu o maior teor de compostos fendlicos totais
para todas as variedades. Em contrapartida, a fracdo polpa foi a que demonstrou o
menor teor de fenois entre os residuos de todas as variedades.

O bagaco de macd, segundo Ferrandin (2014) apresentou (177,2 mg AGE/100g
1y de fendis totais, valor abaixo dos encontrados para o bagaco de laranja Hamlin
(1126,6 mg AGE/100g') e Péra (1348,6 mg AGE/100g™). Assim sendo, podemos
inferir que os residuos do processamento de laranja para suco fornecem maiores
quantidades de compostos fendlicos comparados aos teores contidos nos residuos de
macd, 0s quais também sédo resultantes da indUstria alimenticia.

Uma espécie de laranja azeda (C. aurantium) apresentou (3162 mg AGE/100g™?)
de fendis totais em sua casca, segundo Lagha-Benamrouche e Madani (2013),
representando aproximadamente o dobro da quantidade encontrada em casca Hamlin
(C. sinensis) (1721,4 mg AGE/100g™?), indicando diferenca desses compostos entre as
espécies e variedades.
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5.8 Teor de flavonoides totais dos residuos de laranja

As fracdes residuais bagaco e polpa, de todas as variedades, apresentaram 0s
menores valores para flavonoides totais (Figura 14). A casca demonstrou maior teor de
flavonoides na variedade Natal, com 2209,6 mg HE/100g™; sendo que o frit da mesma
variedade apresentou 2846,7 mg HE/100g?, correspondendo ao maior teor de

flavonoides entre os residuos de laranja.

3500
w
I
2 3000
&
o

2500
g » o
E 2000 b,B
— b,A b,B .
g g dTA a'B T
5 1500
o b,C
a 1000 OB =
% a,C
© 500 a,C Z
o -
[J]
= 0
Q O ©® ¥ ow|o ®©® =2 o o © =
g ¥ 9 L 2|8 2 £ 28 & &
£ 28T 2|28 7 2% 8
i o o o

Hamlin Péra Valéncia

Residuos/Variedade

Figura 14. Teor de flavonoides totais nos residuos de laranja (mg HE/100g™).
Médias seguidas de letra maidscula (fragdes residuais) e minuscula (variedades) iguais ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Dentre os bagacos, o bagaco de laranja Péra apresentou o maior teor de
flavonoides totais, enquanto os bagagos das variedades Hamlin, VValéncia e Natal, foram
estatisticamente iguais entre si. As polpas de todas as variedades mostraram teor de

flavonoides iguais entre si estatisticamente.
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5.9 Perfil dos constituintes quimicos dos residuos de laranja

A analise comparativa dos espectros UV-visivel dos padrbes e literatura
(FRUTOS, 2007) com as amostras de laranja permitiu detectar a presenca de acidos

fendlicos, flavonas, flavanonas e flavonas polimetoxiladas (Tabela 7).

Tabela 7. Principais classes de substancias presentes nos residuos de laranja.

Classes de substancias (% area relativa)

Acidos Flavona Outras
Variedades Fracgdes fendlicos Flavonas Flavanona polimetoxiladas substancias
Bagaco 3,7 2,7 88,1 0,6 4,9
Hamlin Casca 2,9 1,4 90,5 3,7 2,0
Frit 9,8 5,2 74,9 8,7 13
Polpa 4,6 3,7 85,9 0,1 5,7
Bagaco 3,7 0,2 87,7 0,4 8,0
Péra Casca 2,0 0,3 94,6 1,6 1,7
Frit 7,0 4,9 81,0 51 2,0
Polpa 5,3 3,1 86,7 0,1 4,8
Bagaco 3,7 3,3 87,7 0,6 4,7
Valencia  casca 51 1,9 88,3 2,6 2,2
Frit 18,9 7,0 61,3 10,2 2,5
Polpa 3,2 3,6 89,5 0,1 3,6
Bagaco 2,9 0,4 92,5 0,3 3,9
Natal Casca 4,2 0,6 88,6 4,1 2,5
Frit 20,7 4,5 61,9 10,1 3,3
Polpa 7,5 6,3 78,9 0,8 6,4

Os compostos fenolicos sdo substancias que compde o metabolismo secundario
dos vegetais, estdo presentes em quase todos os alimentos derivados de plantas,
portanto, fazem parte da dieta humana e contribuem positivamente no metabolismo
(HELENO et al., 2015). Dentre esses, as flavanonas encontram-se em maior abundancia
em todas as variedades e fracGes residuais de laranja estudadas, o que corrobora com a
literatura que afirma que as flavanonas sdo os polifenois majoritarios em citros (KHAN
etal., 2014).

As fragdes casca das laranjas Péra e Hamlin, e bagaco da Natal, apresentaram as
maiores porcentagens relativas de flavanonas (acima de 90%).

O frit das variedades Valéncia e Natal, apresentaram as maiores porcentagens de
acidos fendlicos, cerca de 10% maior do que o frit das variedades Hamlin e Péra.

“QOutras substdncias” da Tabela 8 agrupam compostos que ndo foram

identificados por seus espectros e ndo se encaixaram nas classes definidas.
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Dentre as fracdes avaliadas, o frit apresentou maior nimero de substancias em
seus cromatogramas comparado as demais fracBes bagaco, casca e polpa. O perfil
quimico do frit foi similar para todas as variedades, conforme demonstrado na Figura
15.

®

P

Boon

==

= o
—— sgsan

83338
a5.718

Om
200 2o @ b @ . . g2
ggef 88 K g 3 2 £
100 Mo @ 5 & [} a u
- [} 7]
0 O YV S — —l-ﬁ—._n_ﬁ._— L-.— W—-—#HUAJHMAL.—F —
; ; ; T ; ; ; :

20 40 & 100 i
”"‘“ :
1250 %

1000 |
F
750 N . H @ o 3
200 egf 3% B £E8 & H g 5 %
@ L T = [ @ 2 I =
250 d 23c ur F 9 g i 5 = & 83
R - T (3] [} -
0 e s e e — L — IJLV__ " "_I"L"‘__ ‘““I‘er"'}&r
; ; 4 ; ; ; . ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;

20 40 80 80 100 min
mall ] I ©
800 ‘

4004 = ‘ I8
1 ® - T of

] I ? 2 o o - | er - 1
200 3 a-3 8 & 95 <] o Z | @ g B
1 @ 4o g g & o @ Fu @ -

1 | "ME o oo g ® 8 g 'JLr Ll

D—_ IT"' o o e B —

. . T . . T T : . T

20 40 2] 2 100 i
] § ®
£00 %

: \‘ : c
] 282 g o T | g noE
200 oo o g m 2 9 2 e 8
O e m =] g (5] d m o
1 M o - o o o a ﬁ D @

o4 J\'\—J&r—mﬂ—'—&—.—ﬂa__/bT ,LJ.\-,_F———'-'* L I

T . . :
2 40 100 i

Figura 15. Perfil quimico do frit de laranja das varledades Hamlln (A), Péra (B), Valéncia (C)
e Natal (D).

Para todas as variedades e fragdes residuais o constituinte mais abundante foi a
hesperidina, ndo sendo observada a presenca de (catequina, rutina, naringina e
naringenina) nas amostras pelo método utilizado, diferente do descrito por Chen et al.
(2011) que observaram a presenca de rutina e naringina na casca de laranja (C.
sinensis).

A concentracdo de hesperidina foi menor para polpa Natal (213,7 mg) e maior

para casca Hamlin (1450,2 mg) (Tabela 8).
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Tabela 8. Concentracdo de hesperidina nos residuos de laranja (mg/100g amostra).

HESPERIDINA (mg/100g de amostra)
Variedades Hamlin Péra Valéncia  Natal
Fracoes
Bagaco 420,7 332,9 456,6 564,9
Casca 1450,2 1439,6 1251,2 1375,6
Frit 790,9 1162,9 780,3 731,7
Polpa 241,4 359,2 392,1 213,7
TOTAL 2903,2 32946  2880,2 2885,9

Somando a quantidade de hesperidina de todas as fracGes residuais de uma
mesma variedade, a variedade Péra é que apresenta a maior quantidade de mg/100g de
hesperidina.

A hesperidina vem sendo bastante estudada e relacionada com diversas
atividades bioldgicas benéficas. Por ser uma substdncia bastante comum no
metabolismo secundario de plantas, acaba sendo bastante consumida através de
alimentos de origem vegetal (KHAN et al., 2014). Ha registros da hesperidina como
anticancerigeno contra diversos tipos de cancer (DEVI et al., 2016), como antioxidante,
antidiabético (UMENO et al., 2016), anti-inflamatorio, antifingico e antibacteriano
contra bactérias gram-positivas (IRANSHAHI et al., 2015) e na prevencdo de doencas
cardiovasculares (KHAN et al., 2014).

Os residuos de laranja demonstraram ser ricos em hesperidina, um composto
com diversas aplicabilidades e que agrega valor a esses residuos do processamento do

Suco.
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5.10 Atividade antioxidante dos residuos de laranja

Os residuos de laranja demonstraram capacidade antioxidante, sendo que a
fracdo frit das variedades Péra, Valéncia e Natal atingiu mais de 70% da capacidade de
reducédo do radical DPPH. A casca das variedades Hamlin, Péra e Natal, apresentaram
uma capacidade de sequestro de radicais acima de 60%. O bagaco demonstrou
capacidade de reducdo do radical de 25 a 50%, dependendo da variedade. A polpa das
variedades Hamlin, Valéncia e Natal, apresentou taxas de reducdo do radical acima de
60%, ficando abaixo desse percentual apenas a variedade Péra (Figura 16).

Utilizando o mesmo método de sequestro de radicais DPPH, Melo et al. (2008)
classificou extratos de frutas com capacidade de reducédo dos radicais livres superiores a
70% como extratos de frutas com forte capacidade antioxidante, incluindo os extratos
de goiaba, caju e acerola. Nesse contexto, a fracdo frit apresentou forte capacidade

antioxidante reduzindo aproximadamente 70% do radical.
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Figura 16. Capacidade sequestrante do radical DPPH (%) dos residuos de laranja de diferentes
variedades.

Araujo et al. (2015), ao analisarem as folhas de laranjeiras (Citrus sinensis),
obtiveram capacidade méxima de reducdo dos radicais DPPH de 50%. A polpa da
laranja (C. sinensis) também foi analisada por Valente (2015) e apresentou capacidade
de inibicdo do radical DPPH de 49%, abaixo dos resultados obtidos para a polpa de

Hamlin, Valéncia e Natal do presente estudo.
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Comparando a acdo antioxidante dos residuos com as folhas de laranjeira, a
casca e frit de todas as variedades apresentaram 20% mais capacidade de redugéo dos
radicais livres, tornando-os atrativos e promissores para diferentes aplicabilidades.

Ainda referente a metodologia de sequestro de radicais DPPH, também podemos

obter os resultados expressos em pmol (TE)/g (Tabela 9).

Tabela 9. Reducdo de radicais DPPH pelos residuos de laranja expressos em umol TE/g de
amostra.

Atividade antioxidante (umol TE/qg)
Variedade Hamlin Péra Valéncia Natal
Fracoes

Bagaco 5041+10b 4840+06 c 1098,1+3,7a 10880+13a
Casca 13085+09b 12148+2,0d 1340,2+09a 12710+26¢

Frit 8176+0,6 d 14943+09a 14540+05b 14251+04c
Polpa 14885+33a 6748+19d 12443+15c 1320,7+0,6Db

Meédias seguidas da mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
+ Desvio padréo.

Observando a Figura 16 em comparagdo com a Tabela 9, o bagaco de laranja das
variedades Valéncia e Natal, demonstraram maiores porcentagens de sequestro de
radicais livres e também exibiram maior capacidade antioxidante expressos em pmol
TE/g. A fragdo casca entre as variedades se mostraram estatisticamente diferentes,
sendo a casca da Valéncia a que demonstrou a maior atividade antioxidante (1340,2
umol TE/g?'). O frit apresentou os maiores valores de pumol TE/g de capacidade
antioxidante, para as variedades Péra, Valéncia e Natal. Para a fragdo polpa o maior
potencial antioxidante ocorreu na variedade Hamlin e 0 menor na variedade Péra.

Analisando os residuos do abacate, Daiuto et al. (2014) observaram atividade
antioxidante na casca (310,0 umol TE/g?), semente (410,7 umol TE/g™) e polpa (8,1
umol TE/g?). A capacidade antioxidante dos residuos de abacaxi, caju, maracuja e
manga também foram avaliados por Infante et al. (2013) que obtiveram 5,6 umol TE/g*;
68,6 pmol TE/gt; 10,3 pmol TE/g? e 33,0 umol TE/g?, respectivamente; valores estes
inferiores aos encontrados no residuo do abacate e nos residuos de laranja.

Os residuos de laranja podem ser considerados potenciais antioxidantes, em

comparagao com outros residuos de frutas.



55

5.11 Atividades antimicrobiana dos residuos de laranja

Utilizando a metodologia apresentada os residuos de laranja ndo demonstraram
atividade antimicrobiana.

O bagaco de laranja (C. sinensis) foi avaliado por Benelli (2010) quanto a sua
atividade antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
0s quais também ndo observaram atividade antimicrobiana.

Sousa (2013), que testou extratos etanolicos de casca e polpa de laranja (C.
sinensis) das variedades Péra e Navel, também ndo observou atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Candida glabrata e Candida tropicallis, corroborando os resultados obtidos
com os residuos de laranja das variedades Hamlin, Péra, Valéncia e Natal.

Em pesquisa recente, cascas de laranja passaram por despolimerizacdo catalisada
por uma enzima fungica, gerando oligossacarideos pectineos que, segundo Li et al.
(2016), demonstraram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Bacillus subtilis. Nanoparticulas de prata contendo casca de Citrus
sinensis também apresentaram atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis
(KONWARH et al.,, 2011), atividade essa atribuida a prata que interage com a
membrana celular da bactéria facilitando a inibicao.

Residuos de diferentes espécies de citros ap6s passarem por um tratamento de
alta pressao (MPa) foram testados por Casquete et al. (2015) contra bactérias Gram-
positivas e negativas. Apds esse processo a casca de limdo (C. limon) e a casca de
tangerina (C. reticulata) apresentaram atividade antibacteriana com maior concentracao
de extrato e, principalmente, contra bactérias Gram-positivas. S0 o0 extrato de casca de
laranja (C. sinensis) apresentou atividade antibacteriana com menores concentragdes e
suprimiu o crescimento de bactérias gram-positivas e negativas.

As bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes
foram inibidas pelo extrato hidrolisado da casca de Citrus unshiu estudado por Min et
al. (2014). Esse extrato ainda foi testado como antibacteriano em diferentes amostras de
leite contaminados por Listeria monocytogenes e apresentou reducao da bactéria.

Alguns flavonoides isolados de diferentes especies de citros e modificados por
enzimas, demonstraram segundo Salas et al. (2011) atividade antifungica na presenca
Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus, Penicillium expansum e Fusarium

semitectum, em condi¢bes de ensaio. Os pesquisadores destacam a importancia de
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estudos ao redor dessa atividade bioldgica que ainda ndo tem seu mecanismo de agéo
desvendado.

A hesperidina, flavanona encontrada nos residuos de laranja do processamento
de suco neste trabalho, apresenta atividades antimicrobianas segundo Iranshahi et al.
(2015). A hesperidina isolada é bastante eficiente na inibicdo de bactérias gram-
positivas e Salas et al. (2011) evidenciam sua atividade antifingica contra Penicillium
expansum. Nos residuos de laranja estudados, a hesperidina estd em meio a muitas
outras substancias o que, provavelmente, nos impediu de observar sua atividade
antimicrobiana. Pode ainda estar ligada a outras biomoléculas, ndo apresentando
portanto, atividade bioldgica.

Nas literaturas estudadas onde residuos de citros apresentaram acédo
antimicrobiana, os mesmos passaram por algum tratamento; enzimatico, mecanico ou
fisico. Os residuos de laranja oriundos do processamento de suco utilizados nesse
trabalho, foram testados em seu estado bruto, sem nenhum pré-tratamento que

evidenciasse alguma substancia que pudesse exercer o papel antimicrobiano.
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5.12 Avaliacéo da citotoxidade — teste de viabilidade celular por meio da
reducdo de MTT

Os residuos de laranja das variedades estudadas foram testados quanto a sua
citotoxidade sobre trés linhagens celulares (Figuras 17, 18 e 19).

Na Figura 17 a fracdo casca de todas as variedades de laranja foi testada quanto
a sua capacidade de inibir ou estimular o crescimento de 3 tipos celulares. A casca das
variedades Hamlin, Valéncia e Natal inviabilizaram o crescimento de células NHI-3t3.
Ja a casca da variedade Péra para a mesma linhagem de célula aumentou o metabolismo
em todas as concentragfes. A viabilidade da HaCat foi diminuida na presenca das
cascas de todas as variedades de laranja. O metabolismo da célula cancerigena SCC9 foi
aumentado pela casca de todas as variedades testadas, com excecdo das concentracdes
de 10% e 20% da casca de laranja Hamlin, a qual diminuiu a viabilidade das células
cancerigenas.

A casca da laranja da variedade Hamlin apresentou dentre essas fracdes
estudadas, a segunda maior atividade antioxidante; bem como a maior quantidade de
hesperidina. E provavel que a concentragio de hesperidina possa estar associada a
reducdo da viabilidade celular observada nas células SCC9.

Na Figura 18 é possivel observar que a fracdo frit de laranja de todas as
variedades inviabilizou o crescimento das células NHI-3t3 e HaCat. O metabolismo da
célula cancerigena SCC9 foi aumentado nas concentracbes de 5% para todas as
variedades e em todas concentrac¢Ges do frit de laranja da variedade Péra. Porém, para as
demais variedades nas concentracdes de 10% e 20%, o frit inviabilizou o crescimento
dessas células cancerigenas, principalmente, o frit da variedade Hamlin que na
concentracdo de 20%, diminuiu essa viabilidade celular & praticamente zero. Os frits das
variedades Hamlin, Valéncia e Natal, apresentaram uma concentragdo de hesperidina
menor do que a encontrada no frit da variedade Péra, entretanto, essas variedades
(Hamlin, Valéncia e Natal) apresentam uma maior porcentagem de acidos fendlicos,
que neste caso, podem estar relacionados com a acdo mencionada. E possivel também
inferir que os extratos de frit sO foram eficazes contra as células SCC9 a partir da
concentracédo de 10%.



58

[=]
2] [=] o Y= = (=]
—

1B |N[a0 BpEPI IR 1A %

l%0z) T oy

1%0T) T

I T ot

ajoluog

l%0z) T oy

1%0T) T

I T ot

a|o4uo]

l%0z) T oy

I%0T) T oE

I T ot

a|o4uo]

HaCa

-3t3

MNH

ts0e) T or

HE (70T T e

HE (7S T 0T

I ~\0iuo)

[ ts0e) T or

i 1%0m) ™ e

H 1951 T o1

b aloauog

F ts0e) T or

- 130T ™ e

- 1951 T o1

b aloauog

1B |N[a0 BpEPI IR 1A %

&

HaC

-3t3

MNH

©

ts0e) T or

HE (0t T e
H (v 7T
HI ~\o.uoD
f I T ot
K l%0m) T oe
H l%5) T o1
H ajoiuog

ts0e) T or

i 1%0T) T e

I 1) T or

F aloauog

1B |N[a0 BpEPI IR 1A %

&

HaC

-3t3

MNH

[=]
[Tal
[}

|
H
H
Hi
1
|
|
H
[=] [=] [ [=] [
[=] Nl [=] Ll
=] — —

1B |N[a0 PP IR 1A %,

3

{sa0e) T oF

{s0r) T e

(5] T OT

anauo]

{sa0e) T oF

{s0r) T e

(5] T OT

a|osuod

{sa0e) T oF

{s0r) T 0

(5] T OT

a|osuod

HaCa

-3t3

MNH

Figura 17. Viabilidade das células NHI-3t3, HaCat e SCC9 em teste com casca de laranja das

variedades Hamlin (A), Péra (B), Valéncia (C) e Natal (D).
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As polpas de todas as variedades aumentaram o metabolismo das células NHI-
3t3 na concentracdo de 5%. Para as células HaCat e SCC9, as amostras de polpa
estudadas ndo apresentaram diferenca relevante em relacdo ao controle (Figura 19).

As culturas de células de fibroblastos NIH-3t3 tém sido amplamente utilizadas
como um modelo para testar a atividade de cicatrizacéo de feridas in vitro. Kuonen et al.
(2013) testaram a viabilidade celular dos fibroblastos frente ao extrato vegetal do visco
(Viscum album L) que aumentaram o metabolismo das células NHI-3t3. Diante dessa
premissa, os residuos casca da laranja Péra e polpa de todas as variedades de laranja,
podem significar uma nova vertente para essa aplicacao.

Uma linhagem cancerigena que codifica a leucemia (Molt-3) foi testada quando
a sua viabilidade na presenca de extratos de polpa de duas espécies de citros, liméo doce
(C. limetta) e laranja doce (C. sinensis) por Iswariya et al. (2016). Nas concentracdes de
50 a 1000 pL/mL de amostra, observou-se diminuicdo da viabilidade celular dessa
linhagem cancerigena. Foi constatado para os residuos de laranja da casca e frit da
variedade Hamlin e frit das variedades Valéncia e Natal, citotoxidade para as células de
cancer de boca (SCC9), o que sugere que esses residuos devem ser testados contra
outras linhagens de células tumorais.

A flavanona hesperidina demonstrou segundo Devi et al. (2015) ocasionar
apoptose em diversos tipos de cancer como de estomago, intestino, pulméo e figado. Os
residuos de laranja estudados demonstraram possuir altas concentracdes de hesperidina,
condicdo que pode estar relacionada com a citotoxidade que alguns residuos
demonstraram para a linhagem celular SCC9.

A fracdo bagaco de laranja de todas as variedades estudadas foi descartada dessa
analise em testes preliminares, pois seu extrato ndo foi homogéneo para a aplicacdo nas
placas de cultivo celular, além de apresentar atividade antioxidante mais baixa que as
outras fracoes.

Os residuos de laranja das diferentes variedades de laranja estudadas
apresentaram atividade no aumento do metabolismo celular e na inibi¢do de linhagens

celulares, ampliando seu campo de aplicagdes.
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6 CONCLUSAO

Os residuos de laranja provenientes do processamento de suco sdo bastante
promissores na obtencdo de enzimas e compostos bioativos.

As principais variedades de laranjas brasileiras demonstraram a presenca de
lipases, que apresentaram atividade em diferentes condigdes como faixas extensas de
pH e temperatura, tornando-as ainda mais interessantes para processos industriais. Essas
enzimas foram testadas em seu estado bruto, deixando em aberto a possibilidade de
mais estudos em torno de sua aplicabilidade.

Proteases ndo foram encontradas nos residuos de laranja nas metodologias
utilizadas, esse dado direciona para novas metodologias e serve como registro cientifico
dessa espécie, nas condic¢des testadas.

Os compostos bioativos foram delineados neste estudo, evidenciando a presenca
da hesperidina, uma flavanona com diversas aplica¢fes na industria farmacéutica e
alimenticia, bem como o perfil geral de compostos fendlicos presentes nesses residuos.

Os residuos de laranja demonstraram atividade antioxidante, no entanto, néo
apresentaram atividade antimicrobiana. Além disso, aumentaram o metabolismo de
linhagens celulares, fato este importante em processos de regeneracédo e cicatrizacéo; e
inibiram o crescimento de uma linhagem celular cancerigena.

Portanto, os residuos de laranja oriundos de uma industria de grande porte e bem
estabelecida, oferecem novas moléculas e inUmeras substancias que podem ser
utilizadas em outros processos e agregar valor a um residuo que é descartado.

Diante dos resultados obtidos nesse trabalho, é possivel salientar a necessidade
de mais estudos em torno dos residuos de laranja e das biomoléculas encontradas, a
purificacdo das lipases obtidas, outros testes antioxidantes para avaliar potenciais
aplicacdes desses residuos e aplicacdo desses residuos em mais linhagens celulares.
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