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RESUMO

ANDRADE.P.L. Extracédo e biotransformacéo de flavonoides & partir de residuo
de induastria citrica. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Biomateriais e
Bioprocessos) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento Engenharia
de Biomateriais e Bioprocessos, Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Araraquara, 2019.

O Brasil foi considerado o maior produtor mundial de laranja, no qual a maior parte
desta producao foi destinada para a producao de suco, classificando-o como maior
produtor e exportador da bebida. Porém associado a alta producdo de suco esta o
grande volume de residuos orgéanicos gerados que traz a industria a preocupacao
com o aproveitamento e/ou descarte desse material. Atualmente grande parte dos
residuos € descartada em aterros e apenas uma parte € reaproveitada para racao
animal e extracdo de pectina. Nesses residuos descartados podem ser encontrados
compostos de alto valor agregado, entre eles uma diversidade de compostos
fendlicos, com destaque para os flavonoides. Bioquimicamente, esses fitoquimicos
ocupam um papel significativo na dieta humana, pois sdo reconhecidos por
apresentarem atividades bioldogicas como excelente capacidade antioxidante,
atividade anticarcinogénica, anti-inflamatoria, etc. Diante do exposto, o0 projeto teve
como objetivo principal a valorizacdo dos residuos gerados pela indastria citricola,
visando sua biotransformacdo em produtos com valor agregado. Para que tal
mudanca de paradigma seja possivel, esse projeto propds a extracdo de flavonoides
de residuos do processamento de suco de laranja com foco nas flavanonas,
naringina, hesperidina e naringenina. Na primeira etapa do projeto, foram realizadas
extracOes para obter um melhor método de extracdo de flavonoides e os resultados
apresentados demonstram que a extracao utilizando o tratamento trituracdo agua
apresentou melhor rendimento (0,26g/L) para flavanonas totais considerando o
residuo casca, para o residuo “frit”, o tratamento alcodlico apresentou maiores
rendimentos 26% maior comparado ao tratamento agua. Nas analises realizadas em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE), considerando a somatoria do
rendimento dos compostos de interesse para a hidrolise (naringina, narirutina e
hesperidina), o tratamento alcoolico apresentou o maior rendimento 1,02 g/L,
seguido do tratamento Trituragdo agua com rendimento de 0,25 g/L e o tratamento
prensagem que apresentou um rendimento de 0,19 g/L. A partir desse resultado,
esses tratamentos foram usados para o processo de biotransformacédo pela enzima
naringinase, onde conseguimos demonstrar que apos a hidrdlise houve a liberacéo
de flavanonas ndo glicosiladas, naringenina e heperetina que contribuiram
significativamente para o aumento da capacidade antioxidante, com um aumento de
8% para o tratamento trituracdo agua e 19% para a prensagem considerando o
resido casca e 1% e 16% para o residuo “frit” respectivamente. Dessa forma
podemos concluir que os métodos de extracdo além de influenciarem na eficiéncia
de extracao das flavanonas, também interferem na conversao enzimatica das formas
glicosiladas para as formas néo glicosiladas e que a escolha do método de extracéo
deve levar em consideracdo o produto pretendido e a viabilidade técnica e
econfmica.

Palavras- Chave: Flavanonas. Hidrolise enziméatica. Atividade antioxidante.

Residuos.



ABSTRACT

ANDRADE.P.L. Extraction and biotransformation of flavonoids from the
chemical of citrus industry. Dissertation (Master in Biomaterials and Bioprocess
Engineering) - School of Pharmaceutical Sciences, Araraquara, Department of
Biomaterials and Bioprocesses, Sao Paulo State University (Unesp), Araraquara,
2019.

Brazil was considered the world's largest orange producer, in which most of this
production was destined for juice production, ranking it as the largest producer and
exporter of the beverage. However associated to the high production of juice is the
large volume of organic waste generated that brings to the industry the concern with
the use and / or disposal of this material. Currently much of the waste is discarded in
landfills and only part is reused for animal feed and pectin extraction. In these
discarded residues can be found compounds of high added value, among them a
diversity of phenolic compounds, especially the flavonoids. Biochemically, these
phytochemicals play a significant role in the human diet, as they are recognized for
their biological activities as excellent antioxidant capacity, anticarcinogenic, anti-
inflammatory activity, etc. In view of the above, the main objective of the project was
the valorization of the waste generated by the citrus industry, aiming at its
biotransformation in products with added value. In order to make such a paradigm
shift possible, this project proposed the extraction of flavonoids from processing
residues of orange juice with focus on flavanones, naringin, hesperidin and
naringenin. In the first stage of the project, extractions were carried out to obtain a
better flavonoid extraction method and the results showed that the extraction using
the water grinding treatment presented a better yield (0.26 g / L) for total flavanones
considering the shell residue, for the “frit” residue (bark fragment) presented higher
yields 26% higher compared to the water treatment, however, ethanol acted as an
inhibitor of the naringinase enzyme. In the analyzes performed in High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), considering the sum of the yield of the compounds
of interest for the hydrolysis (naringin, narirutine and hesperidin), the alcohol
treatment had the highest yield 1.02 g / L, followed by the treatment Water grinding at
0.25 g/ L yield and the press treatment yielded a yield of 0.19 g / L. From this result,
these treatments were used for the biotransformation process by the enzyme
naringinase, where we were able to demonstrate that after the hydrolysis there was
the release of non-glycosylated flavanones, naringenin and heperetin that contributed
significantly to the increase of the antioxidant capacity, with an increase of 8% for the
treatment crushing water and 19% for the pressing considering the residues peel and
1% and 16% for the “frit” residue (shell fragment) respectively. In this way we can
conclude that the extraction methods besides influencing the extraction efficiency of
flavanones also interfere in the enzymatic conversion of the glycosylated forms to the
non-glycosylated forms and that the choice of the extraction method must take into
account the desired product and the viability technical and economic.

Key words: Flavanones. Enzymatic hydrolysis. Antioxidant activity. Residues.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

A cultura de citros estd entre as mais populares em regides tropicais e
subtropicais de todo o mundo. Entre os mais variados tipos de frutas citricas, a laranja
doce (Citrus sinensis) representa cerca de 70 % da produgdo e consumo, sendo
considerada o principal fruto desse grupo. Além da laranja doce, a tangerina (Citrus
retivulata), grapefruit (Citrus vitis), lima (Citrus aurantifulia) e limao (Citrus limonum)
sdo largamente cultivados e consumidos (SHARMA et al., 2017). No que diz respeito
a produgdo, o Brasil se destaca por ser o maior produtor mundial de laranja doce
(area plantada de 800 mil hectares) produzindo na safra 2015/2016 aproximadamente
12.266.520 toneladas das quais, cerca de 90% foram destinadas para producao de
suco (CITRUS BR, 2016).

Dentro desse cenario o Brasil desponta como o maior produtor e exportador
de suco de laranja (SANTOS et al., 2015). Dados fornecidos pelo Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) mostraram que o Brasil alcangou 61,3% da
producdo mundial de suco de laranja, considerando a safra de 2015/2016, e liderou o
ranking de exportagbes com 75,3% do mercado. Associado a elevada producdo de
suco de laranja esta a geracao de grandes volumes de residuos, dos quais do total
de fruta processada, cerca de 50% correspondem ao material residual (SANTOS et
al., 2015). Em ambito mundial aproximadamente 30 milh6es de toneladas de laranja
sdo processadas resultando nesses residuos que sdo denominados como residuos
de processamento de citros CPW (citrus processing waste).

De acordo com sua constituicdo quimica, os CPW ainda apresentam potencial
econdmico, pois contém uma variedade de fitoquimicos como flavonoides,
carotenoides, fibras dietéticas, agucares fermentesciveis, 6leos essenciais, polifendis
e quantidades consideraveis de alguns elementos como minerais e vitaminas
(SHARMA et al., 2017). Entretanto, os residuos gerados pela industria citricola tem se
tornado um grande problema de ambito social e ambiental. Normalmente as industrias
de citricos secam uma pequena parte do residuo e vendem como matéria prima para
extracdo de pectina e/ou peletizam para uso em alimentacdo animal (PURI et al.,
2008). Contudo, uma grande parte é ainda descartada em aterros o que pode gerar
graves problemas ambientais associados a decomposicdo de sua matéria organica
(95% de solidos totais) (SANTOS et al., 2015).
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Os flavonoides sdo um grande grupo de compostos fendlicos que estédo
amplamente distribuidos em plantas e, de acordo com sua estrutura quimica e grau
de oxidacgdo, podem ser divididos em diferentes classes, nas quais estdo incluidas as
flavonas (HAVSTEEN, 2002). Esses compostos ocupam um papel significativo na
dieta humana e sdo encontrados em uma variedade de alimentos (incluindo frutas,
vegetais, nozes, cacau, sementes e soja) e bebidas (incluindo café, cha e vinho)
(MULVIHILL; BURKE; HUFF, 2016).

Sao uma importante classe de fitoquimicos reconhecidos por apresentarem
atividades biolégicas como excelente capacidade antioxidante e atividades
anticancerigena e anti-inflamatéria (RAJENDRAN et al., 2014; SHARMA et al., 2017).
Com relacéo as frutas citricas, os flavonoides podem ser divididos em cinco classes
gue incluem as flavonas, flavanonas, flavonois, flavanas e antocianinas (essa ultima
apenas em laranjas sanguineas) (TRIPOLI et al., 2007).

Diante do exposto, esse trabalho justificou-se pelo objetivo de valorizacao dos
residuos gerados pela industria citricola, de forma que o reaproveitamento gere
produtos com valor agregado para anular ou converter os atuais custos de descarte
em lucro para a industria processadora de citros. Para que tal mudanca de paradigma
seja possivel, foi proposta a extracdo de flavonoides de residuos do processamento
de suco de laranja doce considerando a variedade Pera rio, com foco nas flavanonas

naringina, hesperidina e sua biotransformacdo em naringenina e hesperetina.

1.1. Os Citricos

Os citros fazem parte do grupo de plantas da familia Rutaceae, representados
por laranja, tangerina, limdes, limas acidas como o thaiti e o galego, lima da pérsia,
pomelo, cidra, laranja azeda e toranja. Os citros tem sua origem das regides
subtropicais do sul da Asia (india e China) e também da Austrélia e Africa e chegaram
ao Brasil trazido pelos Portugueses no século XVI (QUINTERO et al., 2004).

Como o suco é a forma mais comum de consumo, a bebida obtida a partir da
laranja esta entre as mais consumidas em todo mundo. Devido ao alto consumo
atualmente cerca de 70% do total de producdo de laranja destina-se para o
processamento industrial de suco, para obtengcéo de sucos espremidos sao destinado
cerca de 29%. Cerca de 6% € destinado para suco por maquinas tipo fresh-in
squeeze e/ou para consumo in natura. Cabe ressaltar que além de ser uma bebida

refrescante e relativamente barata, o suco de laranja é considerada a principal fonte
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de flavonoides da dieta humana, com destaque para as flavanonas glicosiladas
hesperidina e naringina (NEVES et al., 2010) sendo a laranja doce a que apresenta as
maiores concentracdes de hesperidina (JUSTESEN; KNUTHSEN; LETH, 1997).

1.2. Composicdo Quimica e morfolégica da laranja
A laranja é caracterizada por apresentar uma variedade de compostos. As

principais substancias encontram-se discriminadas no quadro 1:

Quadro 1. Composicéo da laranja

COMPOSTOS

Minerais Célcio, Fésforo, Ferro
Vitaminas A, complexo B e vitamina C
Nitrogénio 1-2 g/lkg em base Umida
- Oleico,linoleico,linolénico, palmitico, estearico,
Lipidios !
glicerol
Aclcares Glicose,frutose, sacarose
Acidos Citrico, Malico
Carboidratos Celulose, pectina
Enzimas Pectinesterase, fosfatase, peroxidase
Flavonoides Hesperidina, Naringina
Compostos . S .
Limonina, isolimonina
Amargos
Oleo essencial d-limoneno
Constituintes Alcoois,aldeidos,cetonas, ésteres,
volateis hidrocarbonetos e acidos
Pigmentos Carotenos, xantofilas
Carotenoides Potassio

Fonte: Adaptacédo de (Bampidis e Robinson, 2006)

Atualmente, as laranjas sao cultivadas em climas tropicais e subtropicais
(AWAN,2013) sendo morfologicamente composta por gomo, endocarpo, albedo,

flavedo e semente, conforme Figura 1.



16

Figura 1. Morfologia da laranja
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Fonte: http://www.portalsaofrancisco.com.br/alimentos/laranja (acessado em 27/11/2017).

1.3. Variedades de Laranjas doce produzidas no Brasil

De acordo com dados do Fundo de Defesa da Citricultura - FUNDECITRUS, as
variedades de laranjas doces que constituem praticamente todo o cinturdo citricola
brasileiro sdo: laranja Pera Rio (meia-estacdo) com 35% da producao total, Valéncia
(tardia) com 27%, Hamlin (precoce) com 11%, Natal (tardia) com 11% e Valéncia
Folha Murcha (tardia) com 4%. A Tabela 1 traz a distribuicdo completa do volume de
arvores por variedade e suas participacées em relacdo ao total de arvores de laranjas
(FUNDECITRUS, 2018). No Brasil existe em torno de 194 milhdes de arvores numa
area total de 400.470 hectares, distribuidas nas regibes Norte, Nordeste, Centro, Sul
e Sudoeste do estado de S&o Paulo que se refere ao levantamento de areas de
plantio de laranja doce nas regides de S&o Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro

realizado pela Fundecitrus e publicado no ano de 2018.
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Tabela 1. Tipos de Laranja Doce: Distribuicdo das &rvores de laranja produtivas e ndo
produtivas.

Precoce Meia Estacao Tardia
Setor ) ] ~ Valéncia ) ) _ . V.Folha
Hamlin Westin Rubi ) Seleta Pineapple | PeraRio [Valéncia Natal
Americana Murcha

Norte 6.338,01 662,07 756,15  2.016,27 0,93 126,96 13.612,00 |13.102,89 1.501,78 4.129,04
Noroeste 2.121,99 128,71 47756  1.300,38 - 87,07 9.689,60 | 3.234,01 1.022,85 1.997,08
Centro 6.802,43 228,37 1.059,14 3.12446 39,78 464,56 20.450,84 |15.603,96 2.544,14 5.370,27
Sul 3.419,14 1.313,78 705,88 52941 33,75 6,09 14.931,03 |11.384,82 238563 3.722,57

Sudoeste  4.041,37 508,89 1.139,06 982,66 11,13 455,27 11.351,78 |11.797,10 1.24552 6.447,08

Total 22.722,94 2.84182 4.137,79 7.953,18 8559 1.139,95 | 70.035,25 |55.122,78 8.699,92 21.666,04
Fonte: Adaptado de (FUNDECITRUS, 2018).

Conforme informacfes apresentadas na Tabela 1,0bserva-se que a variedade
Hamlin, considerada precoce, apresenta maiores quantidades de arvores plantadas,
ja a variedade Pera Rio é a unica variedade de meia estacdo que foi considerada no
estudo. A variedade Valéncia, considerada Tardia, apresenta uma ampla quantidade
de arvores plantadas. Esses dados contribuem significativamente para uma previsao
das variedades que serdo utilizadas em maiores quantidades pelas industrias citricas
na producdo de sucos e consequentemente a geracao de residuos. Esta estimativa
realizada pela FUNDECITRUS em 2018 disponibiliza informacfes importantes quanto
ao percentual das variedades disponiveis na colheita de laranja da safra prevista para

2018/2019, conforme apresentado nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Distribuicdo da area plantada por variedade e quantidade de arvores.

Tardia
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Fonte: Adaptado de (FUNDECITRUS, 2018)

Figura 3. Laranjas: Area de pomares em formac&o e adultos por regido (Hectares).
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Regides: NORTE: Triangulo mineiro, Bebedouro e Altinépolis. NOROESTE: Votuporanga e S.J. Rio
Preto. CENTRO: Matéo, Duartina e Brotas. SUL: Porto Ferreira e Limeira. SUDOESTE: Avaré e
Itapetininga.

Fonte: Adaptado de (FUNDECITRUS, 2018)

1.4. Laranja doce (Citrus Sinensis): Variedade Pera Rio

A variedade de laranja Pera Rio é considerada a mais importante variedade
citrica no Brasil, sendo amplamente utilizada pela industria citrica para producéo de
suco. Mesmo antes do periodo de industrializacdo a variedade Pera Rio ja tinha
destaque no consumo e cultivo. No Brasil essa variedade € considerada Semi Tardia
ou Meia Estacéo e apresenta frutos medianos estando entre as variedades Hamlin (os
menores) e a Natal e Valencia (os maiores). O periodo de colheita deste fruto ocorre

de julho a dezembro onde se encontra nas condi¢Oes ideais de qualidade para
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producéo industrial de suco (DONADIO, 1999). Algumas condi¢cdes consideradas

ideais de clima e solo para o cultivo de laranjeiras:

- Clima: A faixa de temperatura para vegetacdo esta entre 22°C e 33°C (nunca acima
de 36°C e nunca abaixo de 12°C) com média anual em torno de 25°C. O ideal anual
de chuvas estd em 1.200mm bem distribuidos ao longo do ano e o déficit hidrico deve
ser corrigido com irrigacdo artificial e a umidade do ar deve estar em 80%. Essas
caracteristicas climaticas influem diretamente na qualidade e composi¢cao do fruto
(teor de suco, de sélidos, maturacédo, volume de frutos, outros) da espécie.

- Solos: Apesar de a laranjeira conseguir se desenvolver em varios tipos de solo,
como arenosos & argilosos, desde que sejam profundos e permedaveis, a laranjeira
preferem os solos areno-argilosos e até argilosos porosos, profundos e bem
drenados. Evitar solos rasos e sujeitos a encharcamentos; pH na faixa 6,0 a 6,5
(DORNELLES, 1988).

As condicdes climaticas do Brasil permitem ao pais desenvolver uma
citricultura tropical, dos arredores do Equador onde predominam temperaturas mais
altas, em uma citricultura menos tropical até no Rio Grande do Sul, de clima mais frio
(EMBRAPA, 2003).

1.5. Geracédo de Residuos Citricos e Impactos Ambientais

O Brasil processa 47% das frutas citricas do mundo, seguido pelo Reino Unido
(29%) (SHARMA et al., 2017). A variedade de laranja doce (Citrus sinensis) € a fruta
processada em maior quantidade no Brasil, sendo que aproximadamente 70% dos
frutos produzidos sédo destinados para a producao de suco (NEVES et al., 2010). Na
producéo industrial de sucos a industria obtém os subprodutos deste processamento,
como 6leos, aromas e polpa (EMBRAPA, 2014).

O residuo industrial originado no processamento de suco de laranja também &
utilizado para producado de pellets que sé@o destinados a fabricacdo de racdo animal.
Geralmente, apés a extracdo do suco, gera-se 50% de residuo constituido por casca,
semente e membranas, que sdo secos e comercializados, (POURBAFRANI et al.,
2010). Uma parte deste residuo € usada como matéria prima para extracdo de
pectina, porém a maior parte ainda é destinada para alimentacdo animal por meio do
farelo de poupa citrica, conforme apresentado na Figura 4 (PURI et al., 2008). Além

dos produtos mencionados, estes residuos constituem uma das principais fontes de
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compostos fendlicos na alimentacdo humana, com énfase na naringina e hesperidina,
gue atualmente sdo extraidas para fins medicinais, pois sdo potentes antioxidantes
naturais (KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014).

Figura 4. Fluxograma simplificado do processo de producdo de suco de laranja em
industria citrica.

Farelo de
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Fonte: Adaptado de (CYPRIANO et al., 2017)

1.6. Flavonoides

Conforme as caracteristicas quimicas e biossintéticas, os flavonoides sao
separados em diversas classes: flavonas, flavonadis, dihidroflavondides (flavanonas e
flavanonais), antocianidinas, isoflavanoides, auronas, neoflavonoides, biflavonoides,
catequinas , flavanas e seus precursores metabdlicos conhecidos como chalconas,
podendo ocorrer como agliconas livres e glicosiladas e como derivados metilados
(HAVSTEEN, 2002). Os principais flavonoides citricos pertencem ao grupo das
flavanonas, sendo predominantes a naringina e a hesperidina, para os quais se tem
verificado sua biodisponibilidade para dieta e seu potencial antioxidante (DESIDERIO,
ROSSI; SINIBALDI, 2005).

Os flavonoides sdo muito estudados por apresentarem atividades bioldgicas e
aplicacbes farmacologicas, tais como acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antialergénica e propriedades antioxidantes correlacionadas a efeitos protetores em
doencas cardiovasculares e algumas formas de céancer. Quimicamente, sao
constituidos por anéis fendlicos que diferem entre si pela sua estrutura quimica,
apresentam 15 atomos de carbono na forma C6 — C3 — C6, baseada no nucleo de
dois anéis benzénicos, A e B, ligados a um anel pirano, C conforme estrutura quimica

apresentada na figura 5.
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Figura 5. Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: (BEHLING et al., 2004)

Entre as flavanonas, os glicosilados naringina e hesperidina e suas agliconas
naringenina e a hesperetina sdo de especial interesse devido a sua alta prevaléncia
em alimentos (Khan, Zill-E-Huma e Dangles, 2014) sendo que as concentracdes mais
altas de flavanonas séo encontradas na casca em comparacdo com a parte carnosa
de citricos (KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014).

1.6.1. Naringina

A naringina € o principal flavonoide encontrado em laranja azeda (Citrus
aurantium). Sensorialmente, € responsavel pelo gosto amargo da fruta e sua maior
concentracdo esta principalmente no albedo da laranja em comparacdo com outras
partes do fruto (CACCAMESE; CHILLEMI, 2010). Tomando como base a toranja
(branca, rosa e vermelha), limdes e limas, verificou se que as flavanonas representam
em torno de 90% dos flavonoides citros, apresentando uma concentracdo de
27mg/100g da toranja branca, 18mg/100g nas toranjas rosa e vermelha, onde as
flavanonas predominantes foram a naringina e neohesperidosideo (SILVA, 2009). Na

figura 6 é apresentado os valores médios encontrados em sucos de laranja.
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1.6.2. Hesperidina

A hesperidina € encontrada em maior quantidade em limas, laranjas doces e
tangerinas (KHAN; ZILL-E-HUMA; DANGLES, 2014). As amostras de frutos
precoces apresentam maiores quantidades de hesperidina em torno de 65 %, ja as
amostras de frutos com maior maturidade apresentam percentuais em torno de 40 %
de hesperidina (EL-NAWAWI, 1995). Em limdes as concentragbes de flavanonas
séo torno de 26mg/100g, em limas 17mg/100g representada em maiores proporc¢des
pela hesperidina (SILVA, 2009). Na figura 6 sdo apresentados os valores médios de
concentragcbes encontradas em sucos espremidos a mao e produzidos
industrialmente. A estrutura quimica da hesperidina esta apresentada na Figura 7

onde esta apresentada a estrutura quimica dos flavonoides e flavanonas.

Tabela 2. Valor médio dos teores de hesperidina e naringina encontrados em sucos
de laranja

Tipos de suco Hesperidina Naringina
12,54 mg/100g (minimo L.
Sucos de laranja g,/ ) g ( 2,19mg/100g (minimo 0,01 e
. N 2,64 e maximo 39,20 L.
espremidos a mao mdximo 6,37 mg/100g)
mg/100g)
26,21mg/100g (minimo L.
. . g/ g ( n 3,27 mg/100g (minimo 2,56 e
Sucos industriais de 15,35 e maximo .
maximo 4,38 mg/100g)
32,29 mg/100g)

Fonte: Adaptado de (SILVA, 2009)
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Figura 6. Estrutura quimica dos flavonoides e flavanonas.
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1.7. Bioatividade dos flavonoides e sua aplicacdo nas Industrias
Farmacéutica e Alimenticia
Os flavonoides podem ser de grande interesse para a industria de alimentos e
farmacéutica, uma vez que possuem propriedades benéficas para a saude como
protecdo contra doencas cardiacas e propriedades antioxidantes, melhorando a
gualidade de vida e o valor nutricional dos alimentos (Escobar, 2010). Na literatura
especializada sdao muitos os trabalhos que mostram que 0s compostos bioativos
extraidos de frutas citricas apresentam uma variedade de propriedades terapéuticas.
Alguns exemplos dos efeitos benéficos das flavanonas e dos mecanismos envolvidos

séo apresentados nos quadros 2 e 3.
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Quadro 2. Importantes propriedades biol6gicas de compostos bioativos presentes em

residuos citricos.

Principio
composto

Oleo essencial
Flavonéides, Oleos

citricos essenciais

Hesperidina e
naringina

Hesperidina

Polymethoxyflavones
, Flavondides,
limonoides, B-

caroteno

Flavonodides
(naringenina e rutina)

Flavonas, polifendis,

Oleo essencial
(flavonoides),
Fendlicos, limonoids,
Cumarinas

Extrac&o de cascas

Flavonoides

Flavonoides

Oleos de casca

Flavonoides

Polymethoxyflavones

Funcéo

Efeito
Antibacteriano

Antifingico,
Atividade antiviral

Atividade
Antiplaquetaria

Antiinflamatério

Efeito
anticancerigeno

Efeito
antimutagénico

Efeito
antiproliferativo

Atividade
antioxidante

Antilipoperoxidagéo
das atividades

Doencgas
cardiovasculares

Anti - Hiperglicémico

Efeitos lipoliticos

Efeitos
neuroprotetores

Inibidor de biofiime

Mecanismo de agédo

Os componentes ativos influenciam certas fungdes
metabdlicas das células microbianas (Javed et al .,2013)

Estimula a sintese de AMP ciclico nas células (Jing et
al.,2014)

Inibe a formac&o de tromboxano A2 (Yu et al., 2011)

Inibe a sintese de eicosandides e promove a atividade
antioxidante de eliminagdo de radicais livres, também
Inibe as cinases e as fosfodiesterases essenciais para a
transducao e ativacdo do sinal celular (Tripoli et al.,2007)

Repressdo do ciclo celular, suprime a proliferacédo e
proapoptose, antiangiogénese (Wang et al., 2014)

Absorbe a luz ultravioleta e protege o DNA interagindo
diretamente com o0s agentes tumorais, como na
aberragcdes cromossdmicas induzidas por bleomicina
(Tripoli et al.,2007)

Inibe a proliferacdo de MDA-MB-435, MCF-7 e células de
cancer de mama humano ( Benavente-Garcia et
al.,2008)

Flavondides, limonoides, cumarinas atuam como
doadores de atomos de hidrogénio ou elétrons na
transformacé&o do radical DPPH na sua forma reduzida
DPPH-H (Javed et al ., 2013)

Inibe a lactoperoxidase do tecido e reduz o nivel de
horménios da tiredide e glicose no plasma,paralelamente
com um aumento na concentragdo de insulina ( Parmar
e Kar, 2008)

Melhora a vasodilatagdo coronaria, diminui a atividade
plaquetaria para coagular o sangue e evita a oxidagéo de
lipoproteinas de baixa densidade (Chanet et al.,2012)

Os flavondides de citros se ligam parcialmente ao amido,
aumentando a glicélise hepatica e a concentracéo de
glicogénio e reduz a hepatitegluconeogénese (Shen et
al.,2012)

A presenca de ¢-terpineno e p-cimeno mostrou efeito
lipolitico

Protege 0s neurdnios corticais contra o0 estresse
oxidativo, neurotoxicidade  AB-associada e a
excitotoxicidade induzida pelo glutamato ( Choio,2006)

Inibir a sinalizagdo das célula-célula e a formagéo de
biofilmes (Uckoo et al.,2015)

Fonte: Adaptado de (Sharma et al., 2017)
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Quadro 3. Estudos sobre a aplicacdo farmacoldgica das flavanonas hesperidina e
naringina.

Flavonoide Publicacbes

7

Hesperidina € um flavonoide citrico de grande interesse medicinal
associado a reducédo dos riscos de cancer, colesterol e derrames, além
de atuar como agente antioxidante, anti-inflamatorio, antimicrobiano e
antiviral (Rivas et al., 2008) (Cano, Medina e Bermejo, 2008).

Efeito inibitério da hesperidina sobre Pleurisia (inflamacéo crénica dos
pulmd&es) induzida por carragenina. Nos estudos realizados em ratos os
resultados mostraram uma reducéo no numero de leucoécitos migrantes
por 48% e 34%, respectivamente, 0 que torna hesperidina um agente
anti-inflamatorio.

Atividade antiviral da hesperidina contra herpes simples, poliomielite,
influenza e infeccbes. A hesperidina mostrou efeito antimicrobiano
contra salmonela.

A naringenina foi investigada com sucesso para a sua célula
antiprolieracdo em uma linha celular de cancro do colon HT-29. A
proliferacdo celular foi Medida por um ensaio colorimétrico e foi
significativamente inibido especialmente quando as células HT-29
foram expostas a naringenina nas doses Superior a 0,7 mM.

As flavanonas podem proteger os danos do DNA pela sua capacidade
de absorver Luz UV. Testes revelaram um consideravel efeito protetor
da naringenina no UV-induzida para protecao de danos no DNA.

Fonte: Adaptado de (Khan, Zill-E-Huma e Dangles, 2014)

Outro composto de alto valor agregado que pode ser obtido a partir do bagaco
de laranja é a nanocelulose, que pode ser usada em diferentes compdésitos e
nanocompositos. Estas nanoparticulas encontram aplicacées nas areas médicas e de
cosméticos aumentando a rigidez de materiais, além de torna-los mais leves e

biodegradaveis com o uso da nanocelulose (Cypriano et al., 2017).
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1.7.1. Aplicagoes no Mercado Farmacéutico

Conforme mostrado no quadro 2, os flavonoides apresentam diversas
aplicacbes farmacoldgicas de seus compostos bioativos, mas apesar desta variedade
de substancias, somente o flavonoide hesperidina é comercializado em grande escala
pelo mercado farmacéutico brasileiro, servindo para o tratamento de doencgas cronicas
de insuficiéncia venosa. Estes medicamentos sdo conhecidos comercialmente como:
Daflon, Diosmin, Flavenos, Flavonoid, Venaflon e Venovaz (Figura 7) tendo valores de
mercado de 60 a 120 reais a caixa. Esses medicamentos sdo normalmente prescritos

para:
» Tratamento das manifestacdes da insuficiéncia venosa crénica, funcional e

organica, dos membros inferiores.

» Tratamento dos sintomas funcionais relacionados a insuficiéncia venosa do
plexo hemorroidario.

» Alivio dos sinais e sintomas pré e pos-operatorios de safenectomia (retirada

cirurgica da veia safena) para alivio dos sinais e sintomas resultantes deste
procedimento.

Figura 7. Medicamentos comerciais que contem Hesperidina.
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A doenca venosa crbnica (DVC) é caracterizada por diversos sintomas entre
eles podemos citar a hipertensédo, alteracfes estruturais das veias, varizes e outros
sintomas que podem estar relacionados a causa da doenca. Devido a sua grande

incidéncia, a DVC apresenta alta prevaléncia mundial. No Brasil sua prevaléncia varia
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de 41,25 a 62,79% em mulheres e 13,97 a 37,9% nos homens. (Marques Lins et al.,
2007).

De acordo com dados da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA,
(2006), os insumos utilizados para producédo de medicamentos no Brasil percorrem
um longo caminho passando por uma cadeia produtiva até chegar 4s prateleiras das
drogarias.

Visando a garantia de qualidade, a maioria dos insumos consumidos no Brasil
€ importada, e ap6s chegarem ao Brasil podem ser fracionados por uma empresa,
distribuidos por outra e processados por uma terceira empresa antes de chegar as
industrias farmacéuticas. A ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria é
responsavel por realizar com rigor a fiscalizacdo destes insumos a fim de garantir a
gualidade, considerando que o Brasil ocupa a 11° colocacdo no mercado
farmacéutico no mundo com 661 empresas trabalhando com importacdo, producéo e
fracionamento dos insumos de medicamentos.

O Controle de insumos importados exige maior atencéo por parte dos 6rgaos
fiscalizadores. Apesar de o Brasil importar cerca de 90% dos insumos consumidos
internamente os fornecedores internacionais nao sao fiscalizados regularmente assim
como estabelece as normas Brasileiras de boa pratica de fabricacédo (Said, 2006).

O Brasil iniciou em 2002 os primeiros passos para autossuficiéncia na
producéo de substancias quimica de referéncia, com o apoio do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS), da Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e o
Laboratério de Producdo de Padrdes Secundarios da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Segundo uma reportagem publicada no ano de 2016 pela ABIFINA -
Associacdo Brasileira de Industrias de Quimica Fina, biotecnologia e suas
especialidades, em seu site oficial, relata que a fundacéo Oswaldo cruz (Fiocruz) em
parceria com a Universidade Federal do Rio de Janeiro cria o centro de referencia
nacional farmoquimica com o objetivo de desenvolver insumos farmacéuticos ativos
(IFAs), a fim de contribuir para o avanco do setor no Brasil (ABIFINA, 2016).

De acordo com dados da Associacdo Brasileira da Industria Farmoquimica e de
Insumos Farmacéuticos (ABIQUIF), as exportacGes brasileiras da cadeia produtiva
farmoquimica estd crescendo comparado aos anos anteriores. Dados da Secretaria
de Comércio Exterior (SECEX) mostram que as exportacdes brasileiras aumentaram
em 8,6% entre os anos de 2016 e 2017 (US$ 1.758 milhdes em 2017, contra US$



29

1.619 milhdes em 2016), por outro lado as industrias do setor de medicamentos
exportaram US$ 1.006 milhdes em 2017, contra US$ 952 milhdes em 2016
(crescimento de 5,6%) (Figura 8). Para farmoquimicos e adjuvantes farmacotécnicos,
as exportacdes foram US$ 752,5 milh6es em 2017, contra US$ 667 milh6es em 2016
(crescimento de 12,8%).

Esse crescimento de 140 milhdes nas exportacdes, segundo ABIQUIF, € um
reflexo positivo do projeto setorial integrado denominado Brazilian Pharm Solution que
tem o apoio do governo (APEX-Brasil) juntamente com o setor produtivo e agéncias
de fomento visando a adequacao regulatéria a nivel internacional a fim de facilitar a
insercao das empresas brasileiras na disputa global dos exportadores de tecnologia e
know-how farmacéutico (ABIQUIF, 2017).

Tabela 3. Exportacdes da cadeia produtiva Brasileira - Medicamentos e Insumos

Milhdes
2016 2017
Medicamentos 952 1006 5,70%
Farmoquimicos 667  752,5 12,80%

Total 1619 17585 8,60%
Fonte: Adaptado de https://abiquifi.org.br/mercado_/

Exportacdes Crescimento

1.8. Extracdo de Compostos fendlicos

Existem atualmente varias técnicas de extracdo de compostos fendlicos. Para a
realizacdo deste projeto foram utilizados cinco métodos de extracdo, com 0 objetivo
de abordar técnicas simples e viaveis economicamente e compara-las com técnicas ja
estabelecidas e consideradas métodos convencionais, porém, de alto custo de
implantacdo. Foram considerados trés tratamentos para extracdo de compostos
utilizando dgua como solvente: Tratamento trituracdo agua, utilizando um método
simples de trituracdo em agua e repouso com resfriamento, tratamento Hidrotérmico,
utilizando banho maria com aquecimento em temperatura controlada a 65 °C e o
tratamento prensagem a frio, utilizando uma prensa confeccionada sob medida para
esta finalidade e repouso com resfriamento. Foram considerados também dois
tratamentos para extracdo de compostos fendlicos utilizando etanol como solvente:
Tratamento trituragdo etanol, utilizando uma solug&o hidroetandlica 70%, trituracéo e

repouso com resfriamento e o tratamento alcodlico utilizando equipamento chamado
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extrator tipo soxhlet. Considerado um método convencional, suas condi¢des ja estdo
bem estabelecidas em publicagcdes cientificas demonstrando a viabilidade deste
método, porem, alto custo de investimento devido a utilizacdo de equipamentos como
condensadores e utilizagcdo de aquecimento em torno de 70 °C.

Para extracdo os solventes mais utilizados sdo aqueles que evaporam em
temperaturas baixas, que possuam ponto de ebulicdo baixo e que ndo sejam toxicos,
justificando assim a utilizacdo de agua e etanol como solventes. Entre os diversos
métodos de extracdo aplicados e estudados atualmente, temos alguns que se
destacam, seja pela sua simplicidade na aplicagdo como no caso da utilizacdo de
agua como solvente, ou pela sua eficiéncia ja estabelecida em publica¢bes cientificas,
como no caso da utilizacdo do extrator de soxhlet. Entre os métodos utilizados
podemos destacar:

Extracdo de compostos (solido-liquido)

Este método de extracdo baseia se no contato da fase solida com a fase liquida
para que o soluto se difunda da fase sélida para a liquida, permitindo a separacdo dos
componentes originais do solido. Este processo € também conhecido como lixiviacao
liquido-sdlido (Escobar, 2010).

Extracdo por lixiviac&do utilizando solvente

Este processo consiste na acdo de um solvente onde o solvente € transferido
do volume de solucdo para a superficie do sélido penetrando e difundindo o solido,
dissolvendo assim o soluto no solvente para a superficie da particula (Escobar, 2010).

Extracdo Hidroetanolica

Este processo consiste na utilizacdo de diferentes solucdes alcodlicas (Etanol
ou Metanol) com adicdo de diferentes proporcdes de agua destilada, onde estas
solucdes sdo colocadas em contato com o solido, trituradas e mantidas em diferentes
temperaturas e tempos de reacdo, em seguida sao filtradas para obtencdo de uma
solucdo liquida. Desta forma é possivel avaliar a eficiéncia da extracao utilizando

solventes em diferentes proporcées (Spagolla et al., 2009).
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Extracdo utilizando lixiviagao e prensagem

Consiste no preparo de uma solucdo de agua e hidréxido de sddio (para
manter o pH) adicionado o residuo e mantido em repouso para que ocorra a liberacao
das particulas dos soélidos. Em seguida é realizada a extracdo através de processo
hidraulico ou mecanico de prensagem deste soluto para a recuperacdo de compostos
que ainda se encontram no sélido (EL-NAWAWI, 1995).

Extracdo convencional utilizando agua quente

Consiste no preparo de uma solucédo de solido e liquido, onde esta ficara por
determinado tempo e temperatura em banho maria para que através do aquecimento
ocorra a liberacdo dos compostos. Em seguida € realizada a filtragem e
armazenamento do liquido para analises (CHEIGH; CHUNG; CHUNG, 2012)

Extracdo convencional utilizando extrator tipo soxhlet

Consiste no preparo de uma solucdo de solido em uma proporcao de etanol,
esta mistura é triturada e filtrada, onde a por¢cdo do solido e secada em estuda e
colocada em um cartucho de papel filtro para extracdo e o liquido filtrado é colocado

num balédo extrator. O periodo de reacao € de 3 horas (DAVIS, 1966).

1.9. Biotransformacao de substancias por enzimas

A biotransformacdo é um processo em que as substancias contidas no
composto passa por reacdes quimicas que no caso deste projeto sdo mediadas por
enzimas que realizam a conversdo em um composto diferente do composto original
podendo realizar modificacbes neste composto. Uma das vantagens da utilizacdo de
biotransformacdo através de reacdes enzimaticas é a ndo geracdo de rejeitos
industriais toxicos e as reacfes sdo especificas. Entre as desvantagens esta a perda
da atividade enzimética com o tempo, custos mais altos envolvendo o processo de
cultivo de microrganismos. Entretanto, existem vantagens na eficiéncia do processo
aplicado para industrias quimicas farmacéuticas, que vém desenvolvendo processos
para a obtencédo destes compostos bioativos. Para obtencdo da reacdo a substancia
gue se quer modificar € colocada em contato com a enzima por um determinado

tempo e analisada por cromatografia. Com a obtencdo de bons resultados as
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condicbes podem ser otimizadas para um aumento do rendimento visando uma
producéo comercial (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2012).

1.9.1. Enzima Naringinase

As enzimas sdo consideradas catalizadores biolégicos de natureza proteica
que atribuem um papel fundamental que € o controle metabdlico. Nas industrias as
enzimas tem sido utilizadas devido suas caracteristicas especificas. A naringinase é
uma enzima que pode ser produzida a partir do fungo Aspergillus Ninger, é
considerado um complexo enzimatico constituido em rhamnosidase e glicosidase
(Habelt e Pittner, 1983). Esta enzima pode realizar a degradacdo ou modificacdo no
flavonoide naringina e hesperidina através de uma reacdo enzimatica, realizando a
separacao dos acucares (Ramnose e glicose).

Utilizando a enzima podemos realizar a catalise enzimatica para acelerar o
processo de reagdo quimica em uma determinada molécula utilizando um substrato
(naringina). O mecanismo de reacdo da catalise enzimatica se da através da reagao
guimica realizada na molécula do substrato onde a enzima atua como catalisador
para acelerar a reacao e assim obter os produtos que serdo os compostos formados
apos a reacao, neste caso serdo 0s compostos naringenina e hesperetina. Na figura

10 estdo representadas as reacdes catalisadas pela enzima naringinase®.
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Figura 8. Reacao e transformacdo por meio da Hidrdlise da naringina pela enzima
naringinase

Rhamnose
HC O CH;z CEH1205
Mazsa: 164,15 gfmol

L )
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H ©
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L= Glicase
FC OH CEH1206
Massa: 180,15 gf/mol

POS
HIDROLISE

POS
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Maringenina
C15H1205
Masza: 272,25 g/mol

Fonte: Proprio Autor

Como pudemos observar na Figura 10, a nariginase € capaz de converter a
naringina em prunina e/ou naringenina, sendo este Ultimo, um potente sequestrador
de radicais livres que pode contribuir para reducdo do dano oxidativo ao DNA. Além
disso, a ramnose pode ser usada como precursor para a producdo industrial de
compostos aromaticos, bem em sintese quimica como indutor de expressao de

proteinas recombinantes (PURI et al., 2011).



34

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia dos métodos para a extragdo de flavanonas de
residuos do processamento da laranja e modificar enzimaticamente a naringina
e hesperidina considerando o maior do potencial antioxidante de seus

produtos.

2.2. Objetivos Especificos
o Avaliar a eficiéncia da extracdao de flavonoides por método
hidrotérmico, alcodlico, trituragdo etanol (hidroetandlico), trituragdo com agua,
prensagem;
o Identificar e quantificar por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) os flavonoides obtidos por meio da melhor extragao;

° Realizar a modificagado enzimatica da naringina e hesperidina;

o Identificar e quantificar por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE) o perfil dos flavonoides obtidos a partir da modificagao enzimatica;

o Avaliar a atividade antioxidante dos flavonoides antes e apds a

acao enzimatica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Os residuos da industria citrica foram doados pela empresa Jhon Bean
Technologies - JBT (Araraquara-SP). A variedade de laranja processada foi a Pera
Rio meia estacéo precoce (safra de 2018). A colheita foi realizada em junho de 2018
em pomar ndo irrigado localizado na cidade de Avaré, regido Sudoeste do Estado de
Sao Paulo. Os residuos recolhidos foram: bagaco (core), “frit” e a casca. Também foi
utilizado para os testes preliminares, residuo da variedade de laranja Pera Rio,
referente a safra de 2016/2017 que foram mantidos congelados em freezer horizontal
(-18°C) até o momento das andlises. O trabalho foi realizado no Laboratério de
Enzimologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP. A
utilizacdo dos residuos gerados pela extratora de copos modelo JBT (Figura 11)
contribui significativamente para que as amostras colhidas fossem similares aos
residuos gerados pela industria citrica (figura 12).

Figura 9. Extratoras: Centro de Tecnologia de Pesquisa para Processamento de
Frutas e Vegetais Jhon Bean Technologies (JBT).

:s‘:ih |
Fonte: https://www.ibtc.com/foodtech/innovation/research—and—tec’ﬁnolov—centers/brazil—araraquara
Acesso em 26/09/2018.
Figura 10. Amostras dos residuos gerados pela extratora de copos modelo JBT e
utilizadas no projeto.



https://www.jbtc.com/foodtech/innovation/research-and-technology-centers/brazil-araraquara

3.2. FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

EXTRAGAO DE
FLAVONOIDES

v

1* Extragao Piloto - Variedade Pera
Rio Meia Estacgao Safra 2016/2017

v v v

Frit ou Fragmento

da casca Core ou Bagago Casca

v v v

Metodos de Tratamento: Hidrotérmico, Alcodlico, Prensagem,
Trituragdo Agua e Trituragdo Etanol (Hidroetandlica).

2* Extragao Pera Rio Precoce
(Variedade meia-estacgao, colhida
precoce) Safra 2018

v v

Frit ou Fragmento
da casca

v v

Casca

Métodos de Tratamento: Hidrotérmico, Alcodlico, Prensagem,
Trituracdo Agua e Trituracdo Etanol (Hidroetandlica).

!

3* Determinacao do Perfil dos
flavonoides (Métodos
colorimétricos e CLAE)

!

4* Conversao Enzimatica

,

5* Determinacédo da Atividade
Antioxidante

36



37

3.3. Métodos de extracdo dos flavonoides

Para a extracdo dos flavonoides foram selecionados cinco métodos, o
hidrotérmico, alcodlico, prensagem a frio, trituracdo em agua e trituracdo em etanol 70
% (hidroetandlica), nos quais foram definidas algumas varidveis como: temperatura,
tempo de extracdo e viabilidade para aplicagdo do método em industrias de citros.
Considerando o procedimento j& aplicado na industria, € possivel observar na Figura
13 que o método de trituragcdo e prensagem ja é executado para obtencdo do
D’limoneno ou terpeno citrico por meio da utilizagdo do residuo casca.

Os extratos obtidos por meio dos métodos de extracdo avaliados neste
estudo foram analisados de acordo com seu conteudo de acucares redutores
(MILLER, 1959), fendlicos totais (TURKMEN; SARI; VELIOGLU, 2006), flavanonas
totais (DAVIS, 1947) e cromatografica liquida de alta eficiéncia CLAE.

Figura 11. Fluxograma genérico de processamento de citros.
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Fonte: Adaptado de (Kharfan, 2011).
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No quadro 4 estdo descritos os métodos de extragéo realizados neste estudo.

Quadro 4. Diferentes métodos aplicados para a extragéo de flavonoides

Tratamento Condicoes Preparo

15g do residuo Umido foi misturado em 150mL de

L:10 (mA) agua e triturado por 1 minuto. A mistura foi mantida
TRITURAGAO e e?n repouso orp24h a 3°C | Apos este periodo a
AGUA Liquidificador pouso p ' P

mistura foi filtrada com vacuo. Método é baseado

Convencional | \awawi, 1995; Escobar, 2010).

; 15g do residuo Umidofoi misturado em 150 mL de
- 1:10 (m/v) . . . .
TRITURACAO Solvente: Etanol etanol 70% e triturado por 1 minuto. A mistura foi
HIDRO 70% Li ui;jifica dor mantida em repouso por 24h a 3°C. Apds este
ETANOLICA (; quict I periodo a mistura foi filtrada com vacuo. Método

onvenciona adaptado de SPAGOLLA e et al. (2009).

30g do residuo Umido foi misturado em 300 mL de
1:10 (m/v) agua e mantido em repouso por 24h a 3°C. Apés
Solvente:Agua este periodo a mistura foi prensada e a fragéo

PRENSAGEM N o . )
Prensa Mecanica liquida foi centrifugada e armazenada para futuras
Confeccionada andlises. Método adaptado de Nawawi (EI-Nawawi,
1995).
10g do residuo Uumido foi misturado em 100mL de
i agua e triturado por 1 minuto. A mistura obtida foi
1:10 (m/v) q terid | id .
HIDROTERMICO Solvente:Agua ransferi ,a para um erlenmeyer e aquecida. Apos
Banho Maria este periodo o extrato foi resfriado por 20min e
filtrado com vacuo. Método adaptado de CHEIGH e
et. al (2012).
25¢g do residuo umido foi misturado em 250mL de
Etanol e triturado por 1 minuto e a mistura foi filtrada
. com véacuo. A fracdo liquida foi transferida para
1:10 (m/Nv) ~ ~ ~ L1 .
o . baldo de extracdo. A fracdo sdlida foi seca em
ALCOOLICO Solvente:Etanol . ]
estufa a 50°C /3horas. O residuo seco foi
Extrator Soxhlet

transferido para cartuchos de papel que foram
acoplados ao extrator de Soxhlet. Método adaptado
de Davis (Davis, 1966)

Fonte: Proprio autor.

3.4. Determinacédo dos flavonoides
A eficiéncia dos métodos de extragdo foi determinada usando os meétodos
analiticos descritos nos items 3.4.1 a 3.4.4. Todas as curvas analiticas foram

realizadas em triplicada seguindo a Lei de Lambert-Beer.
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3.4.1. Determinacao dos compostos fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteu
A concentracdo de compostos fendlicos totais foi determinada pelo método de
Folin-Ciocalteu, para o qual foi confeccionada uma curva analitica utilizando &cido
galico como padrao externo (ANEXO 1). Os compostos fendlicos totais foram
determinados a partir da equacgao de regressao da reta e expressos em equivalentes
de &cido gélico por grama de amostra (Turkmen, Sari e Velioglu, 2006). A adaptacéo
desse meétodo consistiu na mistura de 0,5 mL de extrato do residuo, 0,5 mL do
reagente de Folin Ciocalteu (diluido 1:3; v:v), 1 mL de carbonato de sddio a 35% e por
ultimo foi adicionado 1 mL de agua para completar um volume final de 3mL. A mistura
foi mantida na auséncia de luz por 30 minutos. O método foi realizado em triplicada e
apos este periodo foi realizada a leitura a A = 700 nm em espectrofotdmetro.

3.4.2. Determinagéao de flavanonas pelo método de Davis
As flavanonas foram quantificadas pelo método de Davis (DAVIS, 1947)
utilizando uma solucdo padrdao de naringina. Para o procedimento foram utilizados 2
mL de dietilenoglicol 90%, 0,40 uL do extrato do residuo, 0,40 uL de NaOH 4N. O
método foi realizado em triplicata e a leitura foi realizada a 420 nm em
espectrofotometro apdés 5minutos de reacédo. Para efeito de calculo foi construida a

curva analitica utilizando como padréo a naringina (Anexo 1).

3.4.3. Determinacgao de agucares redutores totais
A concentracdo de acUcares redutores foi determinada de acordo com o
método de Miller (MILLER, 1959), que consiste em uma reacdo colorimétrica de
oxirreducao do 3,5-acido dinitrossalicilico (DNS) na presenca de acUcares redutores.
O &cido dinitrossalicilico é reduzido pelo acucar redutor em meio alcalino a acido 3-
amino-5-nitrossalicilico e acido aldénico. A curva analitica foi construida utilizando
glicose como padrdo (Anexo 1). A leitura foi realizada a 540 nm e o0s ensaios

conduzidos em triplicata em experimentos independentes.

3.4.4. Determinacao do perfil de flavonoides por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia- CLAE

A determinacéo do perfil de flavonoides foi realizada por cromatografia liquida

de alta eficiéncia utilizando uma Coluna Hypersil Classic ODS C18 dimensdes 250

mm x 4,0 mm, tamanho de particula 5um, (Thermo®) a 30°C. Foram injetados 20 uL
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de cada amostra, aplicando-se um gradiente de 2 fases méveis, sendo Fase (A): &gua
ultra purificada (H.0) e Acido Acético (CHsCOOH), e Fase (B): Acetonitrila. O método
foi iniciado com 5% de B até atingir 60 % em 15 minutos, com as mesmas condicdes
mantidas até 17 minutos. Posteriormente, retornou-se as condig¢des iniciais de B no
préximo minuto e manteve-se até a finalizacdo em 20 minutos (Fluxo 0,8 mL/min.
A=280nm, 116kgf/m?). O método adaptado foi baseado em técnica descrita em
literatura especializada (HUNLUN et al.,, 2017). Para cada flavonoide de interesse
foram construidas curvas-padrdo e, de acordo com o método utilizado, foram
descobertos os tempos de retencdo de cada composto com leitura em 280nm (Anexo
1).

3.5. Biotransformacgéo dos flavonoides: Hidrélise Enzimatica das
Flavanonas e atividade enzimatica.

Os residuos com maior liberacéo de flavanonas em métodos de extracao para
flavanonas foram utilizados para a modificacdo (biotransformacdo) enzimatica da
naringina e hesperidina. Para hidrélise foi utilizada a enzima naringinase®, que trata-
se de um complexo multi-enzimatico, pois apresenta atividade de ramnosidase e de
glicosidase.

Para a realizacdo da atividade de naringinase foi utilizado naringina como
substrato. A solucdo de naringina (5mg/mL) foi preparada em tampé&o citrato de sddio
50 mM; pH 4,5. O ensaio enzimatico foi conduzido empregando 5mL de solucdo de
naringina e 0,2mL de enzima Naringinase® diluida na proporcédo 1mg/mL. A mistura
foi mantida & 50°C, onde aliquotas de 0,25mL foram retiradas nos tempos 0,15,30 e
45 minutos. A atividade enzimatica foi determinada pelo método de Miller (MILLER,
1959) e foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de
acucar redutor por minuto nas condi¢cdes de ensaio. Os ensaios foram realizados em
duplicata e a leitura a 540nm. Para efeito de calculo foi construida uma curva de
calibracdo usando glicose como padrdo (Anexo 1). Apos a dosagem da atividade

foram encontrados 2,08 U/mL de atividade enzimatica.
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3.5.1. Modificagdo enzimatica das flavanonas naringina, narirutina e
hesperidina.

Para 0 ensaio enzimatico foi utilizada a enzima naringenase® em sua forma
livre. O ensaio foi realizado usando 12 mL do extrato obtido nos tratamentos para
extracdo de flavonoides, “trituracdo agua”, “prensagem a frio” e “Alcodlico” para os
residuos casca e “fri”. Foi analisado o pH de cada amostra coletada do extrato,
garantindo assim que todas as amostras ficassem em torno de 4,5. Em seguida, as
amostras foram colocadas em banho maria ja estabilizado a 50 °C com agitacao a
120 rpm.

As amostras foram mantidas nessa condicdo durante 5min, em seguida foi
adicionada a enzima naringinase e retiradas aliquotas nos tempos de reacédo de lhora
e 3horas. Estas aliquotas foram aquecidas por 3 min em ambos 0s tempos para
inativacdo enzimatica, em seguida foram filtradas em filtro 0.22 e reservadas para

futuras analises por CLAE.

3.6. Atividade Antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada antes e depois da
modificacdo enzimatica da naringina e hesperidina.

- Método ABTS: A determinacédo da atividade antioxidante foi realizada pelo
método ABTS (Figura 16). A reacido é baseada na captura do cation radical ABTS"
(acido [2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)]) por antioxidantes, produzindo
a descoloracéo da cor verde-escura para verde-clara proporcional a concentracdo de
espécies antioxidantes, acompanhada do decréscimo da absorbancia (RUFINO et al.,

2007), conforme apresentado nas figuras 16 e 17.
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Figura 12. Mecanismo de determinacado de atividade antioxidante. Estabilizacao do
radical ABTSe<+ por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de potéssio.

s 803‘. _ S 80y
50, . N:( ]g/ +antioxidante 80, N ]g/
T
N cn!

N chl
= 1 '8
C:Hﬁ ? KQSD& C‘.'HS
cor: verde-escura cor: verde-clara

Fonte: (Rufino et al., 2007)

Figura 13. Reacdo da atividade antioxidante utilizando o método ABTS

‘Fonte: (Rufino et al., 2007)

A curva analitica foi construida utilizando 300 uL de uma solucao do radical
ABTS ( solucdo estoque de ABTS 7mM e + solucdo de persulfato de potassio 140
mM), e a solucdo padrdo de Trolox (2000uM) ( Anexo 1). Apds 6 minutos de reacao
foi realizada a leitura da absorbancia a 734nm. Os resultados foram expressos em
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) em uM (RUFINO et al., 2007).

Para todos os calculos foram realizadas analises estatisticas utilizando o
software Minitab- Untitled versdo 16. Os dados foram submetidos a analise de
variancia- ANOVA e para comparacdo entre as médias das triplicatas das
concentragfes utilizou-se o teste de tukey, onde as diferencas foram consideradas

significantes estatisticamente quando p>0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Extracdo de compostos fendlicos e caracterizacdo dos extratos
obtidos a partir dos residuos citricos da Variedade Pera Rio Meia Estacdo —
Safra 2018

Para identificar o melhor método de extragcdo para flavanonas, foram
realizadas, inicialmente, andalises colorimétricas para a determinacdo de acuUcares

redutores totais, compostos fendlicos e flavanonas totais.

4.1.1. Determinagao de agucares redutores totais para os residuos casca, frit e
bagacgo.
Na figura 16, sdo mostrados os resultados obtidos em termos de acucares
redutores totais (DNS), os resultados foram submetidos ao teste de Tukey (P>0,05).
As médias que ndo compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes.

Figura 14. Perfil colorimétrico para acucares totais redutores (DNS)
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Os resultados mostrados na figura 16 para o residuo casca indicam que 0s
tratamentos trituragdo agua e prensagem a frio proporcionaram maiores rendimentos
e nao apresentaram diferenca significativa entre eles (tratamentos), em ambos 0s
tratamentos foi utilizado 4gua como solvente e ndo houve aquecimento o que pode ter
contribuido para que acgUcares totais ndo apresentassem uma possivel oxidacédo de
acucares e assim apresentando maiores niveis de concentracdo, em torno de 50%
maiores comparado ao tratamento trituracao etanol utilizando etanol como solvente.

Para os rendimentos em termos acUcares redutores totais (DNS) para o
residuo “frit”. P6de-se observar que diferentemente do comportamento do residuo
casca, que mostrou maiores rendimentos para 0s tratamentos trituracdo com agua, no
“frit” o tratamento trituracdo etanol (Hidroetanodlica) foi o que apresentou maior
rendimento, em torno de 40% maior comparado ao rendimento do tratamento
trituracdo agua. Essa diferenca de comportamento pode estar relacionada a estrutura
da matéria prima utilizada para cada residuo. Apesar do residuo casca apresentar
estruturas mais homogéneas em pedacos maiores, possibilitando assim uma maior
superficie de contato entre o residuo e o solvente. O residuo “frit” apresenta uma
estrutura com fragmentos de casca contendo pedacos menores como um “farelo” e
mais heterogéneos, porém, para uma eficiéncia da extracdo a estrutura do tecido
deste residuo pode influenciar melhorando a passagem do liquido entre as particulas
do material. Esses pequenos fragmentos podem ter contribuido para um melhor
desemprenho no processo de extracdo. (CARDOSO, 2017).

Para os rendimentos em termos de acucares redutores totais (DNS) para o
residuo bagaco, observa-se que os tratamentos trituragcdo agua, trituracao etanol e
hidrotérmico ndo apresentaram diferenca significativa entre eles, obtendo os melhores

rendimentos.

4.1.2. Determinacgao de fendlicos totais para os residuos casca, frit e bagaco.
Na figura 17, sdo mostrados os resultados obtidos em termos de fendlicos
totais os resultados foram submetidos ao teste de Tukey (P>0,05). As médias que nao

compartilham a mesma letra sdo significativamente diferentes.
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Figura 15. Perfil colorimétrico de fendlicos totais e flavanonas totais. Anélise dos
resultados dos fendlicos totais.
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Para os rendimentos em termos de fendlicos totais para o residuo casca,
aponta que o tratamento alcodlico, trituracdo etanol e a trituracdo agua nao
apresentaram diferenca significativa obtendo os maiores rendimentos.

Para os rendimentos em termos de fendlicos totais considerando o residuo “frit”
0s tratamentos que apresentaram maiores rendimentos foram o alcodlico seguido do
tratamento etanol (hidroetandlica) ndo apresentando diferenca significativa entre eles.
Ambos os tratamentos utilizaram etanol como solvente, porém em concentracdes
diferentes, o tratamento alcodlico foi utilizado etanol Pa em solucdo 100% e o
tratamento etanol utilizado uma solugdo etanol Pa 70% (hidroetandlica). Esses
tratamentos com maiores rendimentos apresentaram rendimentos em torno de 35%
maiores comparado ao tratamento trituracdo agua.

Para os rendimentos em termos de fendlicos totais considerando o residuo
bagaco, os tratamentos que apresentaram os maiores rendimentos foram o alcodlico

seguido do tratamento hidrotérmico, onde ndo apresentaram diferenca significativa.
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4.1.3. Determinacgao de flavanonas totais para os residuos casca, frit e bagaco.

Na figura 17, sdo mostrados os resultados obtidos em termos de flavanonas

totais os resultados foram submetidos ao teste de Tukey (P>0,05). As médias que nao

compartilham a mesma letra séo significativamente diferentes.

Figura 16. Perfil colorimétrico de fendlicos totais e flavanonas totais. Anélise dos
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Em relacdo aos resultados obtidos em termos de flavanonas totais para o

residuo casca, o tratamento trituracdo agua apresentou os maiores rendimentos. O

segundo melhor tratamento apresentado foi o tratamento alcodlico, porem, é um

método de extracdo que utiliza um extrator tipo soxhlet para a extracdo dos fendlicos

(como foi utilizado neste trabalho), € um método bem estabelecido em publicacfes

cientificas, porém, exige um maior investimento em equipamentos para implantacao

em escala industrial.

Ja o tratamento trituracdo com &agua foi o mais eficiente

comparado aos demais tratamentos, sendo um método mais viavel economicamente

por utilizar agua como solvente que ja faz parte de procedimentos utilizado nas

industrias.
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Para os rendimentos em termos de flavanonas totais considerando o residuo “frit”,

o tratamento alcodlico se destacou por apresentar os maiores rendimentos, contudo,

seria um método com maior necessidade de investimentos para que a industria
pudesse realiza-lo.

Para os rendimentos em termos de flavanonas totais considerando o residuo

bagaco, os tratamentos trituracdo agua, trituracdo etanol, hidrotérmico e alcodlico,

nao tiveram diferenga significativa, porem, seus rendimentos foram menores que 0s

apresentados pelos residuos casca e “frit”.

Figura 17. Consolidado perfil colorimétrico Flavanonas totais
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Na figura 19, apresenta os rendimentos considerando o consolidado dos
resultados colorimétricos para flavanonas totais, ressaltando o comparativo entre 0s
cinco métodos de extracdo e os respectivos rendimentos para cada residuo.

Considerando os métodos de extracdo utilizados neste projeto € possivel
observar que o tratamento trituragcdo agua se destaca estatisticamente apresentando
0s maiores rendimentos em todos os residuos com excecdo da extracdo alcoolica
empregada no “frit”. Entretanto, os valores ndo apresentaram diferenca significativa

entre os residuos com tratamento com agua.
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Considerando os residuos utilizados neste projeto, € possivel, ainda, indicar
que o “frit” foi o residuo que apresentou o maior potencial para extracédo de flavanonas
seguido pela casca e bagaco.

Para o tratamento alcodlico, ndo apresentou diferenca significativa entre os
residuos “frit” e casca “frit’, apresentando rendimentos de 0,31 e 0,25 g/L
respectivamente.

Para o tratamento trituracdo agua, ndo apresentou diferenca significativa entre
os residuos “frit”, casca e bagaco, apresentando os rendimentos 0,23, 0,26 e 0,21 g/L
respectivamente.

Para o tratamento hidrotérmico, o residuo “frit” apresentou um rendimento de
0,23 g/L, sendo o maior rendimento comparado aos demais residuos.

Para o tratamento trituracdo etanol, assim como o tratamento hidrotérmico o
residuo “frit” apresentou um rendimento de 0,26 g/L, sendo o0 maior rendimento
comparado aos demais residuos.

Para o tratamento prensagem a frio, assim como o tratamento hidrotérmico e o
trituracao etanol o residuo “frit” apresentou um rendimento de 0,25 g/L, sendo o maior
rendimento comparado aos demais residuos.

Para o residuo bagaco, os rendimentos foram menores comparados aos
rendimentos do residuo “frit” e casca. Esta diferenca pode estar relacionada com a
estrutura quimica dos residuos, que para o bagaco € composta de uma quantidade
menor de albedo e flavedo (parte da laranja onde € encontrado maiores

concentracdes de flavonoides).

4.2. Determinacdo da concentracdo de flavanonas glicosiladas por

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) - Selecdo dos residuos

Considerando o rendimento de todos os residuos e o menor desempenho do
bagaco de laranja na liberacdo de compostos de interesse, foram selecionados
apenas os residuos “frit” e casca para a realizacdo da caracterizacdo do perfil
cromatografico e modificacdo enzimatica. Para a elaboracédo da curva padréo foram
considerados os compostos padrdo conforme perfil cromatografico apresentado na
figura 20. Na figura 21 é apresentado um dos cromatogramas obtidos utilizando o

residuo da laranja Pera Rio.
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Figura 18. Perfil cromatogréafico para Curva Padrao
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Figura 19. Cromatograma da amostra de residuo laranja Pera Rio
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4.2.1. Determinagdo da concentracao de flavanonas glicosiladas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) Pré da hidrélise.

Foram considerados para analise por CLAE os extratos obtidos a partir dos

residuos casca e “frit”, que apresentaram maiores rendimentos, conforme mostrado

na Tabela 6. As analises foram realizadas em triplicata e 0s resultados séo

apresentados de acordo com o tratamento estatistico proporcionado pelo teste de
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Tukey (P>0,05). De acordo com os resultados apresentados na figura 22, € possivel
observar o comportamento das substéncias antes da hidrélise enzimatica onde
constam as concentracdes em (g/L) dos compostos glicosilados. Estes rendimentos
se referem as concentragfes antes da hidrélise enzimatica, estagio no qual € possivel
observar que as maiores concentragdes sao do composto hesperidina obtido por meio

de tratamento alcodlico tanto para o residuo casca quanto para o “frit”.

Figura 20. Teores de flavanonas glicosiladas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Pré- hidrdlise.
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Considerando os resultados apresentados na figura 22 para o residuo casca,
observa-se que o tratamento alcodlico apresentou maiores rendimentos para todos os
compostos glicosilados (narirutina, naringina e hesperidina). A eficiéncia no método
de extracdo alcodlico utilizando o soxhlet e etanol como solvente pode estar
relacionada ao fato do etanol ser uma molécula anfifilica e extrair tanto substancias
com carater apolar quanto polar, apresentando desempenho parecido com outros
estudos cientificos. Considerando que o método utilizando Soxhlet foi realizado até a

exaustao completa do material e com tempo de 3 horas (OLIVEIRA et al., 2016).
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Para a extracdo de narirutina, o alcodlico apresentou o maior rendimento,
0,078 g/L. Os rendimentos para os tratamentos trituracdo com agua, trituracao etanol
e hidrotérmico ndo apresentaram diferenca significativa, apresentando o segundo
melhor desempenho.
Para a extracdo de naringina, o alcodlico apresentou o maior rendimento,

0,015 g/L. Os rendimentos para os tratamentos trituracdo etanol (hidroetandlica),
hidrotérmico e prensagem néo apresentaram diferenca significativa.

Para a obtencdo de hesperidina, o alcodlico apresentou 0 maior rendimento,
0,933 g/L. Os rendimentos para os tratamentos trituragdo com agua, trituracdo etanol
(hidroetandlica), hidrotérmico e prensagem nao apresentaram diferenca significativa.

Considerando os resultados apresentados na figura 22 para o residuo “frit”,
observa-se que o tratamento alcodlico proporcionou maiores rendimentos para todos
0s compostos glicosilados (para a narirutina 31% maior comparado ao tratamento
trituracdo agua, para a naringina 40% maior comparado ao tratamento trituracao agua
e para a hesperidina 80% comparado ao tratamento trituracdo agua).

Para a extracao de narirutina o alcodlico apresentou o maior rendimento, 0,078
g/L, todos os outros tratamentos apresentaram diferenca significativa entre eles.

Na extracdo de naringina, o alcodlico apresentou o maior rendimento, 0,031
g/L, o tratamento trituracdo etanol e prensagem a frio ndo apresentaram diferenca
significativa obtendo o segundo maior rendimento.

Para a liberacdo de hesperidina o alcodlico apresentou o maior rendimento,
0,791 g/L, os tratamentos trituracdo com agua, trituracdo etanol (hidroetandlica) e

prensagem ndo apresentaram diferenca significativa.

4.3. Biotransformacdo de substancias por enzimas: Hidrélise
Enzimatica.

A hidrélise enzimatica foi conduzida com as substancias narirutina, naringina e
hesperidina para a obtencdo dos produtos naringenina e prunina. Dessa maneira,
foram estabelecidos o critério de maior rendimento na extragdo somado a maior
concentracdo de narirutina e naringina, para a selecdo dos tratamentos que seriam
considerados na etapa da hidrélise enzimatica. Consequentemente, foram
selecionados os tratamentos: trituracdo com agua, prensagem e alcodlico para o0s

residuos casca e “frit”.
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Figura 21. Tratamentos selecionados para etapa de hidrélise enzimatica
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4.3.1. Concentragdo de flavanonas glicosiladas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) apds hidrélise enzimatica.

Nesta analise foram considerados os extratos obtidos a partir dos residuos
casca e “frit” que foram obtidos por meio de trituracdo agua, prensagem e extracao
alcodlico. Os resultados foram analisados pelo teste estatistico ANOVA e teste de

Tukey (P>0,05), conforme mostrado na figura 24.
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Figura 22. Teores de flavanonas glicosiladas narirutina, naringina e hesperidina apés
modificagdo pela naringinase nos tempos de 1 e 3 horas. Residuo casca.
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Considerando a figura 24, é possivel observar as concentracbes em (mg/mL)
dos compostos apdés 1 hora de reacdo enzimatica onde foi observado que para o
residuo casca a concentracdo do composto narirutina reduziu 65% comparado as
concentracfes pre-hidrdlise, ja o composto hesperidina mostrou uma reducdo apenas
para os tratamentos trituracdo agua (70% comparado aos rendimentos antes da
hidrdlise) e prensagem (80% comparado aos rendimentos antes da hidrdlise).

Para os resultados da hidrélise enzimética no tempo de 3 Horas, percebeu-se
gue para o residuo casca a reacdo apresentou um ligeiro aumento da concentracéo
das substancias Narirutina 17% e Naringina 31% para o tratamento trituracdo agua,
5% e 60% respectivamente para o tratamento prensagem e para 0 tratamento
alcodlico ndao houve alteracdo nos tempos de le 3 horas ou se manteve comparavel

aos valores obtidos com a reacao de 1 hora.
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Na figura 24, sdo apresentadas as concentracbes obtidas para a prunina e
agliconas. E possivel observar que antes da hidrolise enzimatica ndo havia

concentracfes quantificAveis para os compostos prunina, naringenina e hesperetina.

Figura 23. Teores de flavanonas glicosiladas narirutina, naringina e hesperidina ap6s
modificacdo pela naringinase nos tempos de 1 e 3 horas. Residuo “Frit”.
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Considerando a figura 25, o resultados apresentados para o residuo “frit” a
concentracdo do composto narirutina reduziu 35% comparado as concentracées pré
hidrélise, o composto naringina reduziu 29% e a hesperidina 82% ambos comparado
as concentracdes de pré hidrolise, considerando o tratamento trituracdo agua.

Este fenbmeno de reducado se da devido a biotransformacédo que ocorre com a
acao da atividade da enzima naringinase. No tratamento alcodlico para a extracdo do
composto hesperidina, as concentracfes se mantiveram comparaveis aos valores

pré-hidrélise, sugerindo que o etanol possa ter atuado como um inibidor enzimatico,
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pois o etanol pode alterar a expressao ou atividade de algumas enzimas utilizadas na
biotransformagcdao (WANNMACHER, 2007).

Para o residuo “frit”, considerando o tratamento trituragdo agua, para o tempo
de 3 horas apresentou um aumento de 30% para 0 composto narirutina comparado ao
tempo de 1 hora.

Para a naringina no tempo de 3 horas houve uma redugéo de 23% comparado
ao tempo de 1 hora. Para a hesperidina no tempo de 3 horas houve uma reducao de
9% comparado ao tempo de 1lhora.

Para o tratamento prensagem o composto narirutina apresentou no tempo de
3horas um aumento de 20% comparado ao tempo de lhora, a naringina apresentou
um aumento de 7% no tempo de 3horas comparado com o tempo de lhora e a
hesperidina apresentou no tempo de 3horas um aumento de 45% comparado ao
tempo de lhora.

Para o tratamento alcoodlico a narirutina apresentou no tempo de 3 horas um
aumento de 26% comparado ao tempo de lhora, para o composto hesperidina no
tempo de 3 horas apresentou um aumento de 9% comparado ao tempo de lhora, e
para a naringina houve uma reducao de 9%, comparado ao tempo de 1lhora.

Ap6s 1 hora de hidrolise, notou-se concentracdes quantificaveis para cada
composto, indicando a eficacia da reacao enzimatica. Para a obtencdo do composto
prunina, os maiores rendimentos foram alcancados no tratamento trituracdo agua do
residuo casca e prensagem do residuo “frit”.

Para a obtencdo do composto naringenina o tratamento trituracdo com agua e
prensagem nao apresentaram diferenga significativa nos residuos casca e “frit”. No
caso da hesperitina, o tratamento trituracdo com agua apresentou o maior rendimento
para o residuo casca.

Apdés 3 horas de hidrolise, foi possivel constatar uma pequena alteracdo nas
concentragfes. Para a prunina as concentracdes diminuiram comparada ao tempo de
1hora (residuo casca e “frit”), o que esta relacionado a hidrélise completa da naringina
ap6s a perda da ramnose e da glicose formando a naringenina. A naringenina
mostrou um aumento de concentracdo principalmente com o tratamento trituracao
com agua para o residuo casca e prensagem para o residuo “frit”. No caso do
composto hesperetina houve um aumento em sua concentracao, principalmente, no

tratamento trituracdo com agua para casca e prensagem para o “frit”.
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Alguns estudos comprovam a eficiéncia na extragdo de fendlicos através de
métodos similares aos métodos utilizados neste projeto. Entre estes estudos temos
uma publicacdo onde foi utilizado um método de lixiviagdo utilizando agua como
solvente, onde os rendimentos apresentados foram para hesperidina 15,5g/ 2kg de
casca de laranja que equivale a 0,8% da quantidade total da casca e para naringina
129/ 2kg de casca que equivale a 0,6% da quantidade total da casca,este método é
similar ao tratamento trituracdo agua onde foi apresentado como um método viavel
devido aos seus rendimentos obtidos nas extragbes (EI-NAWAWI, 1995).
Considerando os rendimentos obtidos neste projeto utilizando o tratamento trituracao
agua, para a hesperidina temos os maiores rendimentos na casca 0,054mg/ 15g de
casca, que equivale a 0,4% da quantidade total utilizada e para naringina 0s
rendimentos foram 0,013mg/15 gr de casca que equivale a 0,08% da quantidade total
de casca. Porem, considerando o tratamento alcodlico os rendimentos foram um
pouco maiores comparados aos rendimentos do tratamento trituracdo agua, para
hesperidina 1,01mg/ 25 gr de casca o que equivale a 4% da quantidade total de
casca, para naringina 0,033mg/ 25gr de casca o que equivale a 0,13% da quantidade
total de casca.

O solvente utilizado para a realizacdo das extracdes e a polaridade dos
mesmos podem afetar diretamente a transferéncia de elétrons e atomos de
hidrogénio, que € considerado o aspecto chave da extracdo de polifenois e assim
como consequéncia a interferéncia na atividade antioxidante.(OLIVEIRA; ZUCHETTO;
OLIVEIRA, 2001).

4.4. Determinacédo da atividade antioxidante dos extratos antes e apés
modificacdo enzimatica
Para determinacdo da atividade antioxidante foram utilizadas as amostras
resultantes das extracdes antes da hidrdlise, apds lhora e apds 3 horas de hidrolise.
As amostras foram analisadas em triplicata e os resultados foram analisados

estaticamente pelo método de tukey (p>0,05), e estdo apresentados na Tabela 13.
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Figura 24. Capacidade antioxidante dos extratos antes e ap6s modificacdo
enzimatica.
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De acordo com a figura 26, considerando uma analise estatistica entre os
tratamentos, podemos verificar que de modo geral a obtencédo das formas agliconas
das flavanonas principalmente para os residuos casca e “frit” que passaram pelo
tratamento com agua apresentaram um potencial antioxidante. J& para o tratamento
alcodlico, como era esperado ndo houve aumento da capacidade antioxidante, pois
na presenca de etanol a enzima naringinase pode ter sido inibida, o que néo liberou

agliconas.

Tabela 4. Capacidade antioxidante dos extratos antes e apés modificacdo enzimatica.
Andlise estatistica entre os tempos pré-hidrolise, 1 e 3 horas.

Residuo Casca Residuo Frit
Tratamentos Média entre ostempos Média entre ostempos
(Pré-Hidroélise, 1h e 3h) (Pré-Hidrdlise, 1h e 3 h)
Trituragdo agua 1587,1 + 75,22 1411,4 + 31,52
Prensagem 1399,9 + 232,02 1394,0 + 179,02
Alcodlcio 1283,8 + 311,62 1211,9 £ 174,72
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Considerando as analises estatisticas para os tratamentos trituracdo agua,
prensagem e alcodlico, ndo apresentaram diferenca significativa entre os tempos, ou

seja, a hidrdlise enzimética ndo influenciou na capacidade antioxidante.

4.5. Rendimento dos produtos por tonelada de laranja processada
versus valor estimado de mercado

Para calcular a concentracdo das flavanonas obtidas nos processos de

extracdo por trituracdo agua, prensagem e alcodlico antes e apds modificacdo

enzimatica (1h e 3h), foi utilizada a equagédo 1, baseando-se nos rendimentos em

mg/mL expressos nas tabelas 8 e 9 e a equacdo 2 para estimar o valor de mercado

para 1 tonelada, considerando o valor de compra atualmente aplicado pela empresa
Americana de produtos quimicos Sigma-Aldrich Corporation.

Equacéao 1: rendimento/tonelada

F‘pmﬂ'nn:Lnncentragéurzgi} ¥ 1ton (1000000 g) | X volume (L)

(Jtde residuo utilizado na extragdo (g)

Equacéo 2: Valor estimado de mercado

Valor de mercado= Ppmiton X Valor RS 1g (Sigma)

De acordo com a Tabela 10, a hidrélise realizada no tempo de 1 hora para o
tratamento trituracdo com agua para o residuo casca, foi a condicdo que apresentou
maior rendimento de todo o processo, representando um rendimento 2% maior que 0s
rendimentos apresentados pela prensagem a frio, residuo “frit” no tempo de lhora e
um rendimento 37% maior que os rendimentos apresentados pela trituragcdo agua,
residuo casca no tempo de 3 horas e residuo “frit” tempo de lhora. Esse foi um
resultado bastante positivo, considerando que a prunina € um composto de grande
interesse medicinal devido ao seu teor bioativo e seu alto valor de mercado. Também
€ de grande interesse cientifico para tratamento de diversas doencas, entre elas o

diabetes.
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Tabela 5. Rendimento/tonelada e estimativa para a obtencdo de prunina, com valor
de compra aplicado ao mercado atual.

Qtde Qtde g de

. concent Residuo Volume Prunina/ Valor (R$) 1 mg Sigma
Tratamento Residuo Tempo Composto x - . .

racao (extragéo) (extragdo) Ton (prunin>95%)

(g/L) (q) mL residuo
Trituragdo &gua casca lhora prunina 0,041 15 150 410,00 R$ 1.102.000,00 R$ 451.820.000,00
Trituragdo &gua casca 3horas prunina 0,026 15 150 260,00 R$ 1.102.000,00 R$ 286.520.000,00
Trituragdo dgua  frit lhora prunina 0,026 15 150 260,00 R$ 1.102.000,00 R$ 286.520.000,00
prensagem frit lhora prunina 0,04 30 300 400,00 R$ 1.102.000,00 R$ 440.800.000,00
prensagem casca lhora prunina 0,019 30 300 190,00 R$ 1.102.000,00 R$ 209.380.000,00
Trituragdo agua  frit  3horas prunina 0,009 15 150 90,00 R$ 1.102.000,00 R$ 99.180.000,00
prensagem casca 3hors prunina 0,009 30 300 90,00 R$1.102.000,00 R$ 99.180.000,00
prensagem frit 3hors prunina 0,009 30 300 90,00 R$ 1.102.000,00 R$ 99.180.000,00

De acordo com a tabela 11, a hidrolise enzimatica para o tempo de 1 hora, para
o tratamento alcodlico e residuo casca, foi a amostra que apresentou o melhor
rendimento. A hesperidina ja mantem um mercado consolidado no ramo farmacéutico
com aplicagOes para doengas cronicas, viabilizando sua produgéo.

De acordo com a Tabela 11, a hidrélise enzimatica (tempo de 1 hora) para o
extrato com tratamento alcodlico usando residuo casca, foi a condicdo que
apresentou o maior rendimento 77% maior que o rendimento apresentado pelo
tratamento trituracdo agua. A hesperidina ja mantem um mercado consolidado no
ramo farmacéutico com aplicagcbes para doencas cronicas, o qual viabiliza sua

producédo em larga escala.
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Tabela 6. Rendimento/tonelada e estimativa para a hesperidina considerando o valor

de compra aplicado no mercado atual.

Qtde Qtde de g de
. concen Residuo Volume Hesperidina/ Valor (R$) 1 g Sigma
Tratamento Residuo Tempo Composto tragdo (extracéo) (extracéo) Ton residuo (Hesperidin>80%)
(mg/mL) (9) mL (PPM)

alcodlico casca lhora hesperidina 1,016 25 250 10.160,00 R$ 20,00 R$ 203.200,00
alcodlico casca 3horas hesperidina 0,999 25 250 9.990,00 R$ 20,00 R$ 199.800,00
alcodlico frit 3 horas hesperidina 0,944 25 250 9.440,00 R$ 20,00 R$ 188.800,00
alcodlico casca antes hesperidina 0,933 25 250 9.330,00 R$ 20,00 R$ 186.600,00
alcodlico frit lhora hesperidina 0,857 25 250 8.570,00 R$ 20,00 R$ 171.400,00
alcodlico frit antes hesperidina 0,791 25 250 7.910,00 R$ 20,00 R$ 158.200,00
Trituragdo agua  frit antes hesperidina 0,235 15 150 2.350,00 R$ 20,00 R$ 47.000,00
Triturag8o agua casca antes hesperidina 0,183 15 150 1.830,00 R$ 20,00 R$ 36.600,00
prensagem frit antes hesperidina 0,258 30 300 2.580,00 R$ 20,00 R$ 51.600,00
prensagem casca antes hesperidina 0,142 30 300 1.420,00 R$ 20,00 R$ 28.400,00
Trituragdo &gua casca lhora hesperidina 0,054 15 150 540,00 R$ 20,00 R$ 10.800,00
Trituragcdo dgua  frit lhora hesperidina 0,043 15 150 430,00 R$ 20,00 R$ 8.600,00
Trituragdo 4gua  frit 3 horas hesperidina 0,039 15 150 390,00 R$ 20,00 R$ 7.800,00
Trituragdo &gua casca 3 horas hesperidina 0,035 15 150 350,00 R$ 20,00 R$ 7.000,00
prensagem frit 3 horas hesperidina 0,051 30 300 510,00 R$ 20,00 R$ 10.200,00
prensagem frit lhora hesperidina 0,028 30 300 280,00 R$ 20,00 R$ 5.600,00
prensagem casca lhora hesperidina 0,027 30 300 270,00 R$ 20,00 R$ 5.400,00
prensagem casca 3horas hesperidina 0,027 30 300 270,00 R$ 20,00 R$ 5.400,00

De acordo com a tabela 11, a hidrdlise enzimatica (tempo de 1 hora), aplicada
no extrato obtido por tratamento alcodlico do residuo casca, foi a condicdo que
apresentou o maior rendimento, 77% maior que o rendimento apresentado pelo
tratamento trituracdo agua para o residuo “frit” pré-hidrolise.

De acordo com a tabela 12, a hidrélise enzimatica (tempo de 1 hora) aplicada
no extrato obtido por tratamento alcodlico do residuo “frit” foi a condicdo que
apresentou maior rendimento 55% maior comparado ao rendimento apresentado pelo
tratamento prensagem para o residuo “frit” (tempo de 3 horas) e 61% maior
comparado ao rendimento apresentado pelo tratamento trituracdo agua para o

residuo casca (tempo de 3 horas).
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Tabela 7. Rendimento/tonelada e estimativa para a naringina considerando o valor de

compra aplicado no mercado atual.

g de
CO”C?” ReQSt%iO ?/L(:Srg: Naringina/  Valor (R$) 19
Tratamento Residuo Tempo Composto tracao ~ N Ton Sigma
(mg/mi (€Xtracdo) (extragdo) residuo  (Naringina>90%)
) @ mt (PPM)
Alcodlico Frit ~ lhora  Naringina 0,033 25 250 330,00 15,64 5.161,20
Alcodlico Frit 3horas Naringina 0,03 25 250 300,00 15,64 4.692,00
Alcodlico casca lhora Naringina 0,018 25 250 180,00 15,64 2.815,20
Alcodlico casca 3horas Naringina 0,018 25 250 180,00 15,64 2.815,20
Prensagem Frit 3horas Naringina 0,015 30 300 150,00 15,64 2.346,00
Prensagem Frit lhora  Naringina 0,014 30 300 140,00 15,64 2.189,60
Trituragao Agua casca 3horas Naringina 0,013 15 150 130,00 15,64 2.033,20
Trituragao Agua Frit 3horas Naringina 0,013 15 150 130,00 15,64 2.033,20
Trituragdo Agua Frit lhora  Naringina 0,01 15 150 100,00 15,64 1.564,00
Prensagem casca 3horas Naringina 0,01 30 300 100,00 15,64 1.564,00
Trituragcdo Agua casca lhora Naringina 0,009 15 150 90,00 15,64 1.407,60
Prensagem casca lhora Naringina 0,004 30 300 40,00 15,64 625,60
A naringina assim como a hesperidina e a prunina, contem um alto nivel de

compostos bioativos que sdo de grande interesse medicinal. Existem diversas

publicacdes cientificas que avaliam a aplicacdo deste composto para tratamento de

diversas doencas, dentre essas o cancer de colon.
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5. CONCLUSAO

Pode se concluir que entre os métodos de extracdo utilizados, a trituracdo com
agua apresentou um bom desempenho considerando seus rendimentos e estimativa
de valor de produto por tonelada de residuo. Entre os residuos utilizados no projeto, o
“frit” e a casca obtiveram bons resultados.

Para hidrolise enzimatica os resultados apresentados mostram um bom
desempenho da reacdo para a obtencdo dos produtos de interesse deste projeto,
como a prunina rendimento de 0,04 g/L para o tratamento trituracdo agua no tempo
de 1 hora de reacéo enziméatica, naringina rendimento de 0,033 g/L para o tratamento
alcodlico no tempo de 1 hora de reacéo enzimatica, e hesperidina rendimento de 1,01
para o tratamento alcodlico no tempo de 1 hora de hidrélise enzimatica também
apresentando maior eficiéncia no aumento das concentracbes dos compostos

glicolisados.

Para a atividade antioxidante considerando as analises estatisticas entre 0s
tempos de reacdo enzimatica, ndao apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Considerando as analises estatisticas entre os tratamentos, o tratamento

trituracdo agua apresentou um maior potencial de atividade antioxidante.

De modo geral, é possivel concluir que os residuos citricos tem potencial para
extracdo de compostos de alto valor agregado. Apesar do método alcodlico ser uma
boa forma de extracdo de flavonoides o método trituragcdo agua pode ser a melhor

alternativa para aplicacdo em escala industrial.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Foi possivel identificar algumas sugestfes para trabalhos futuros, tais como:

- Testes utilizando o residuo (casca) da industria utilizado no processo de trituracédo e

prensagem para extracao de D-limoneno.

- Realizacao da hidrélise enzimatica utilizando nitrogénio para inativacdo da enzima

evitando o uso de aquecimento.

- Viabilidades para tratamento de purificacdo dos compostos obtidos através da

reacao enzimatica.
- Realizacao de testes de bioatividade in vitro, em animais e humanos.

- Viabilizacdo de producdo em maiores escalas, analise de custo do produto final,

fornecedores, potencial de mercado.

- Aplicacdo do extrato como enriquecimento nutricional do suco como uma alternativa
para aplicacdo imediata desses extratos pela industria seria a aplicacdo no suco

aumentando seu valor nutricional devido o aumento da capacidade antioxidante.
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ANEXO 1- CURVAS ANALITICAS

Curva analitica para determinacgéo de fendlicos totais
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Curva analitica para a determinacéo de flavanonas
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Curva analitica para a determinagéo de agUcares redutores totais
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ANEXO 2 - TABELAS

AcuUcares redutores totais, compostos fendlicos e flavanonas totais para o residuo
casca.

ANALISES COLORIMETRICAS MEDIA [mg/mL] + DP

Massa Volum Tempo
incial e incial Reacao
1 Trituracdo Agua CASCA  15g 150mL 24h 8°C 3 3,69+ 0,03%> 0,29+ 0,03 0,26+ 0,012
2 Trituracdo Etanol CASCA  15g¢ 150mL 24h  8°C 3 2,10+ 0,084 0,25+ 0,04a> 0,15+ 0,004
3 Hidrotérmico CASCA 10g 100mL 3h 70°C 3 3,07+ 0,21c 0,18+ 0,01c 0,19+ 0,00¢
4 Prensagem CASCA  30g 300mL 24h 8°C 3 3,99+ 0,202 0,19+ 0,020¢ 0,14 + 0,014
5 Alcoélico CASCA  25g¢ 250mL  3h 70°C 3 3,38+ 0,20cc 0,31+ 0,012 0,25+ 0,000

Tratamento Residuo DNS FENOLICOS FLAVANONAS

AcuUcares redutores totais, compostos fenodlicos e flavanonas totais para o residuo
“frit”.

ANALISES COLORIMETRICAS MEDIA [mg/mL] + DP

Massa Volum Tempo
Tratamento Residuo t N DNS FENOLICOS FLAVANONAS
incial e incial Reacao

1 Trituracdo Agua FRIT 15g 150mL 24h  8C 3 3,17 % 0,06c 0,24 + 0,026 0,23 + 0,00°
2 Trituragdo Etanol  FRIT 15 150mL 24h 8C 3 5,14+ 0,262 0,33+ 0,012 0,23+ 0,01¢c
3 Hidrotérmico FRIT 10g  100mL 3h 70°C 3 3,16+ 0,09¢ 0,22+ 0,01 0,26 + 0,01
4 Prensagem FRIT 30g 300mL 24h 8C 3 3,39% 0,09 0,23+ 0,01> 0,25+ 0,02bc
5 Alcodlico FRIT 25g  250mL 3h 70°C 3 4,49+ 0,37 0,34+ 0,022 0,31+ 0,012

AclUcares redutores totais, compostos fendlicos e flavanonas totais para o residuo
core ou bagaco.
ANALISES COLORIMETRICAS MEDIA [mg/mL] +DP
Massa Volum Tempo
Tratamento Residuo t N DNS FENOLICOS FLAVANONAS
incial e incial Reacgéo
Trituracdo Agua BAGACO 15g 150mL 24h  8°C 3 5,78+ 0,782 0,46+ 0,03 0,21+ 0,042
Trituragdo Etanol BAGACO 15g 150mL 24h  8°C 3 4,57 + 0,882 0,27 + 0,07¢ 0,14 + 0,042
Hidrotérmico BAGACO 10g 100mL 3h  70°C 3 5,41+ 0,072 0,50+ 0,042> 0,18 + 0,042
Prensagem BAGACO 30g 300mL 24h 8C 3 3,22+ 0,04 0,30+ 0,01c 0,03 + 0,00°
Alcodlico BAGACO 25g 250mL  3h 70°C 3 3,84+ 0,21 0,60+ 0,042 0,13+ 0,052

u b WN -
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Resultados das andlises colorimétricas e tratamentos para extracao de flavanonas.

CONSOLIDADO

MEDIA [mg/L] + DP

Residuo TRIT. AGUA  TRIT. ETANOL HIDROTERMICO PRESAGEM ALCOOLICO
BAGACO 0,21 + 0,042 0,14 + 0,04° 0,18+ 0,046 0,03 = 0,00c 0,13 £ 0,05
CASCA 0,26 + 0,012 0,15 + 0,006 0,19 + 0,016 0,14+ 0,01 0,25 = 0,002

FRIT 0,23 + 0,002 0,23 + 0,012 0,26 + 0,012 0,25+ 0,022 0,31+ 0,012

Concentracao de flavanonas glicosiladas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) para o residuo casca antes da hidrolise.

MEDIA [mg/mL] +DP

Tratamento Resduo 22 Volume  Tempo NARIRUTINA  NARINGINA HE SPERIDINA
incial incial Reagio

E;LLI';E'@@” CASCA g Bomi 24 e 3 005420008 00090000 0183:0,027°

Ertiz:;@a” CASCA  Ba  Somi 24 e 3 004800000 0010+0.000% 0250+ 0,029°

Hiotémico CASCA  10g  100mL 3 7pc 3 00E0£0004 0.011£0000° 02230032

Prensagem CASCA  30g  M0mL  24n  @C 3 00000 0010+0000= 0,142+ 0,016

Acodico  CASCA 25¢  250mL  h  7c 3 00780003 0015:000% 0933:0,120¢

Concentracao de flavanonas glicosiladas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE) antes da hidrolise para residuo “frit” antes da hidrolise.

MEDIA [mg/mL] + DP

Tratamento Resduo "2o2 Volume  Tempo NARIRUTINA  NARINGINA HE SPERIDINA
incial incial Reacio

TMWacso T 45 150mL 24h  C 3 004840002 0014000 023540029

Agua

g‘gr'lf;@ﬁ” FRIT  15g 150mL  24h &C 0,057+ 0,001 0,019+ 0,000 0,350 + 0,0430

domico FRT 10g 00mL 3h o 7°C 3 0,027:0000 0,008+0,000 0,086 0,010¢

Prensagem FRT 0g  00mL  24h  $C 3 00541000 0,0190,0000 0,258+0,030¢
FRIT 255 250mL  3h  7(°C 3 (0078:000% 0,031+0000 0,791+ 0,094

Alzodlica




Capacidade antioxidante dos extratos antes e ap0s modificagdo enzimatica

Tratamento

Residuo

N

Antes Hidrolise

Hidrolise 1 hora

Hidrolise 3 horas

1 Trituracdo Agua

Prensagem
Alcoolico

CASCA

CASCA
CASCA

w w w

1500,4 + 84,320
1338,8 + 102,5b
1632,9 £ 62,82

1634,6 + 6,32
1204,6 £ 176,20
1033,8 + 120,3b

1626,2 + 32,82
1656,3 + 66,32
1184,6 + 55,80

Tratamento

Residuo

Antes Hidrolise

Hidrolise 1 hora

Hidrolise 3 horas

1 Trituragdo Agua

4 Prensagem

Alcodlico

FRIT
FRIT
FRIT

w w w|Z2

1385,0 + 23,82
1333,8 + 96,12
1380,0 + 1,32

1446,3 + 41,32
1252,9 £+ 236,920
1031,3 + 117,2b

1402,9 + 179,1ab
1595,4 + 40,02
1224,4 + 124,40
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Teores de flavanonas glicosiladas narirutina, naringina e hesperidina antes e depois da modificagdo pela naringinase nos tempos

de reacéo de 1 e 3 horas.

Residuo Casca - MEDIA [mg/mL] + DP

Antes da Hidrélise

Tratamento N| Narirutina Naringina
Trituragao

1 Agua
4 Prensagem
5 Alcodlico  3|0.078 0,003

Residuo Frit

Hesperidina
3(0,054 + 0,004> 0,009 + 0,000c 0,183 + 0,027"
3(0,035 £ 0,001¢ 0,010 + 0,0000c 0,142 + 0,016"

0,015 + 0,0012 0,933 + 0,1207

MEDIA

1 Hora
Narirutina Naringina
0,019 £ 0,007 0,009 + 0,002°
0,018 + 0,000» 0,004 + 0,003

0,104 + 0,0032 0,018 + 0,000

Hesperidina
0,054 £ 0,024b
0,027 £ 0,001°

1,016 + 0,179

Narirutina
0,023 £ 0,005
0,019 £ 0,001b

0,104 + 0,013a

3Horas

Naringina Hesperidina

0,013 + 0,000° 0,035+ 0,031

0,010 + 0,000¢ 0,027 + 0,003

0,018 + 0,002a 0,999 + 0,128

ou Fragmento de casca -
Antes da Hidrélise

Tratamento N| Narirutina Naringina
1 TUragao o146 648 4 0 002¢ 0,014 + 0,000
Agua

4 Prensagem
310,078+ 0,001a

> Alcodlico

Hesperidina

0,235 + 0,0294
3(0,054 £ 0,001¢ 0,019 + 0,0000 0,258 + 0,030"

0,031 + 0,0002 0,791 £ 0,0942

[mg/mL] +DP
1 Hora

Narirutina Naringina
0,033 £ 0,002> 0,010 £ 0,001
0,039 + 0,015> 0,014 £ 0,006

0,082 + 0,022a 0,033 + 0,0082

Hesperidina

0,043 + 0,008
0,028 £ 0,012

0,857 + 0,3062

Narirutina

0,047 £ 0,003
0,049 £ 0,003

0,111 + 0,010

3Horas

Naringina Hesperidina

0,013 + 0,001* 0,039 + 0,010°

0,015+ 0,001> 0,051 £ 0,005°

0,030 + 0,0092 0,944 + 0,189a
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Teores de flavanonas agliconas prunina, naringenina e hesperetina antes e depois da modificacéo pela naringinase nos tempo de
1 e 3 horas.

Residuo Casca - MEDIA [mg/mL] + DP

Antes da Hidrélise 1 Hora 3Horas
Tratamento N Prunina Naringenina Hesperetina Prunina Naringenina  Hesperetina Prunina Naringenina  Hesperetina
1 ;‘;‘:‘;""9“ 0,00 0,00 0,00  |0,041+ 0,003 0,009+ 0,0032 0,018 + 0,0072 | 0,026 + 0,011 0,042 + 0,0092 0,093 + 0,016
4 Prensagem 3 0,00 0,00 0,00 0,019 £ 0,001* 0,011 + 0,002 0,031 + 0,005 (0,009 + 0,0052> 0,013 + 0,001 0,032 + 0,004b
5 Alcoslico 3 0,00 0,00 0,00 0,000 + 0,000 0,000 + 0,000° 0,000 + 0,000¢ | 0,000 + 0,000> 0,000+ 0,000° 0,000 + 0,000¢
Residuo Frit ou Fragmento de casca -

Antes da Hidrélise 1 Hora 3Horas
Tratamento N Prunina Naringenina Hesperetina Prunina Naringenina  Hesperetina Prunina Naringenina  Hesperetina
1 /T\;t;‘;a@ao 0,00 0,00 0,00  |0,026+ 0,0032 0,007 + 0,0022 0,033 + 0,003 | 0,009 + 0,0002 0,011+ 0,0052 0,047 + 0,026
4 Prensagem 3 0,00 0,00 0,00 0,040 + 0,0142 0,009 + 0,0042 0,036 + 0,014 | 0,009 + 0,0012 0,017 + 0,0022 0,064 + 0,0072
5 Alcodlico 3 0,00 0,00 0,00 0,000 + 0,000» 0,000 + 0,000> 0,000+ 0,000° [ 0,000+ 0,000> 0,000+ 0,000 0,000 + 0,000




