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Resumo

O Brasil ocupa o quarto lugar a nivel mundial no ranking de consumo de cosméticos o
que faz com que as industrias do ramo se aperfeicoem cada vez mais, em especial quanto
a substituicdo de insumos sintéticos por naturais. Essa premissa ressalta a importancia de
pesquisas para a obtencdo de ingredientes e ativos sustentaveis, o que pode ser atendido,
em parte, pelo uso de residuos agroindustriais e aplicacao de bioprocessos. Nosso pais é
lider mundial na producdo e exportacdo do suco de laranja, resultando em expressiva
geracdo de residuos. Assim, neste trabalho, residuos de laranja foram utilizados de forma
isolada e como substrato para fermentacdo em estado solido (FES) com diferentes
espécies de Aspergillus sp., e realizadas a bioprospeccdo de aminoacidos aromaticos,
proteinas sollveis, proteases, lipases, superoxido dismutases, aminas biogénicas (e seu
perfil) acidos fenolicos e flavonoides. Ademais, todos os residuos foram testados quanto
a acdo antioxidante por diferentes métodos e citotoxidade para fibroblastos (FP96) in
vitro com checagem da expressdao de COL1A1 (responsavel pela producdo de colageno,
uma das proteinas alvo no mercado cosmético). O bagaco fermentado com A. oryzae
apresentou a maior concentracdo (7,75 mg/g) de aminoacidos aromaticos. As maiores
concentracdes de proteinas sollveis totais foram observadas no bagaco fermentado com
A. flavipes (141,04 mg/g) e no frit fermentado com A. oryzae (135,13 mg/g). A casca
fermentada com A. oryzae (8.771,7 U/g) apresentou a maior atividade de protease,
enguanto as maiores atividades de lipase foram obtidas no bagaco isolado (19,25 U/qg),
na casca isolada (21,51 U/g) e no frit fermentado com A. niger (24,06 U/g). A maior
atividade especifica da enzima SOD foi 447,79 U/mg com o bagaco fermentado com A.
oryzae, que também apresentou as maiores concentracbes de fendis totais (967,76 mg
AGE/100g). No entanto, para flavonoides totais as maiores concentra¢es foram no frit
fermentado com A. niger (1.027,73 mg QE/100g) e com A. oryzae (1.130,44 mg
QE/100g). Todas as amostras apresentaram atividade antioxidante pelos métodos ABTS,
DPPH, FRAP e MDA e nédo apresentaram citotoxicidade para fibroblastos (FP96) in vitro
nas concentragdes de 6,25 e 12,5 mg/ml. Os fibroblastos tratados com os residuos foram
capazes de expressar o gene COL1A1, no entanto, ndo aumentaram a expressdo do gene
em relacdo ao grupo controle. Os residuos de laranja isolados e fermentados, sdo
potenciais fontes de diferentes biomoléculas e compostos ativos que podem ser usados

como ingredientes ativos naturais em produtos cosméticos.

Palavras-chave: antioxidantes, Aspergillus sp., enzimas, frit, polifendis.



Abstract

Brazil is fourth in the cosmetics consumption ranking, which means that the cosmetic
industries are improving more and more, especially in terms of replacing synthetic inputs
with natural ones. This premise underscores the importance of research to obtain
sustainable ingredients and actives, which can be met, in part, using agro-industrial
residues and the application of bioprocesses. World leader in the production and export
of orange juice, Brazil has significant waste generation. Thus, in this work, orange
residues were used in isolation and as substrate for solid state fermentation (SSF) with
different species of Aspergillus sp., and bioprospecting of aromatic amino acids, soluble
proteins, proteases, lipases, superoxide dismutases, biogenic amines (and their profile)
phenolic acids and flavonoids. In addition, all residues were tested for antioxidant action
by different methods and cytotoxicity for fibroblasts (FP96) in vitro by checking the
expression of COL1AL (responsible for collagen production, one of the target proteins in
the cosmetic market). The bagasse fermented with A. oryzae showed the highest
concentration (7.75 mg/g) of aromatic amino acids. The highest concentrations of total
soluble proteins were observed in bagasse fermented with A. flavipes (141.04 mg/g) and
in frit fermented with A. oryzae (135.13 mg/g). The peel fermented with A. oryzae
(8,771.7 U/g) showed the highest protease activity, while the highest lipase activities were
obtained in the isolated bagasse (19.25 U/g), in the isolated peel (21.51 U /g) and in the
fermented frit with A. niger (24.06 U/g). The highest specific activity of the SOD enzyme
was 447.79 U/mg with the bagasse fermented with A. oryzae, which also showed the
highest concentrations of total phenols (967.76 mg AGE/100g). However, for total
flavonoids the highest concentrations were in the fermented frit with A. niger (1,027.73
mg QE/100g) and with A. oryzae (1,130.44 mg QE/100g). All samples showed
antioxidant activity by ABTS, DPPH, FRAP and MDA methods and did not show
cytotoxicity for fibroblasts (FP96) in vitro at concentrations of 6.25 and 12.5 mg/ml. The
fibroblasts treated with the residues were able to express the COL1AL gene, however,
they did not increase the expression of the gene in relation to the control group. Isolated
and fermented orange residues are potential sources of different biomolecules and active

compounds that can be used as natural active ingredients in cosmetic products.

Keywords: antioxidants, Aspergillus sp., enzymes, frit, polyphenols.
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I — Reviséo Bibliografica
1. Correlagdo da biotecnologia, agroindustria e cosméticos

A biotecnologia aponta as aplicacfes dos conhecimentos e técnicas das ciéncias
biologicas para o desenvolvimento de tecnologias, processos e produtos. Os
bioprocessos, uma das ferramentas da biotecnologia, pode englobar a obtencdo de um
produto a partir de um organismo vivo, o qual aproveita matérias-primas organicas por
meio de reacfes bioquimicas utilizando sistemas biologicos ou seus derivados. Além
disso, o desenvolvimento de ciéncia aplicada pode conectar a esfera académica e
governamental gerando progresso econdmico, inovacdo e bem-estar social
(BARRAGAN-OCANA et al., 2020; COSSAR, 2011).

Nos ultimos anos, houve interesse expressivo na producdo de produtos
biotecnoldgicos sustentaveis por bioprocessos, estimulando o uso de insumos derivados
da agricultura ou outras fontes renovaveis de origem biol6gica (BARRAGAN-OCANA
et al., 2020; SCHUGERL; HUBBUCH, 2005).

Esse interesse acompanha a transi¢cdo de uma economia linear para uma economia
circular, que é definida por modelos de reaproveitamento e reciclagem de recursos
naturais, para alcancar o desenvolvimento sustentavel, reduzir os impactos ao meio
ambiente, lidar com os desafios futuros de demandas de matérias-primas e crescimento
economico (TISCINI et al., 2021).

Anualmente a agroindustria gera cerca de 2,0 bilhdes de toneladas de residuos
solidos organicos em todo o mundo, com estimativa que o niUmero aumente para 3,4
bilhdes de toneladas até 2050 (KHORAIRI et al., 2021; KAZA et al., 2018).

O Brasil € um dos paises mais ricos em recursos naturais, um dos maiores
produtores agricolas e o segundo maior exportador agricola do mundo e, por
consequéncia, um dos maiores geradores de residuos (AZEVEDO et al., 2022;
RUVIARO et al., 2020; JEBLI; YOUSSEF, 2019).

Gerenciar os residuos agroindustriais de forma adequada é essencial ndo apenas
para preservar 0 meio ambiente, mas também para obter produtos com potencial de uso,
e consequentemente, retorno econémico (KHORAIRI et al., 2021) e social. Essa premissa
corrobora com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) propostos pela
Organizacdo das NacGes Unidas (ONU) da Agenda 2030. O ODS 12, por exemplo, trata

do consumo e producdo sustentaveis e traz no inciso 12.2 como meta especifica, alcancar
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a gestdo sustentavel e o uso eficiente dos recursos naturais e no inciso 12.5 reduzir
substancialmente a geracdo de residuos por meio da economia circular e suas acdes de

prevencdo, reducdo, reciclagem e reuso de residuos (IPEA, 2022).

Outras iniciativas publicas como ESG (Environmental, Social and Governance)
ou, em portugués, Governanca Ambiental, Social e Corporativa, vém sendo
implementadas nas companhias, em resposta a conscientizacéo e cobranca da populagéo
quanto a promocao do desenvolvimento de acGes que contemplam o cuidado com 0 meio
ambiente, o desenvolvimento da cultura de responsabilidade social e a adocdo de
melhores préticas de governanca (GRUPO NEW SPACE, 2021).

Nesse contexto, a biotecnologia pode ser o fator preponderante para
transformacdo desse cenario e tem auxiliado a industria de cosmeticos na descoberta,
desenvolvimento e producdo de ativos para novas formulacGes e novos produtos
(ALVAREZ et al., 2021; GOMES et al., 2020).

O mercado global de cosméticos foi avaliado em US$ 380,2 bilhdes em 2019 e
deve atingir US$ 463,5 bilhdes até 2027 (CHOUHAN et al., 2021).

O Brasil ocupa o quarto lugar como maior consumidor mundial de cosméticos,
sendo que as vendas de produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC),
mesmo sob o0s impactos da pandemia, mantiveram a tendéncia de alta em 2019 (3,9%) e
em 2020 (4,7%), atingindo R$ 122,408 bilhdes, segundo a Euromonitor Internacional
(ABIHPEC, 2021).

Entre as tendéncias de consumo que vém impulsionando esse aumento das vendas
no setor, 0s consumidores de cosméticos estdo em busca de produtos sustentaveis, que
reforcem a economia circular, a exigéncia sobre a procedéncia das matérias-primas e
ingredientes naturais, além da crescente demanda por certificagdes de rétulo como vegan
(vegano), cruelty-free (livre de crueldade), orgénico e outros (COSMETIC
INNOVATION, 2021).

Essas demandas podem ser constatadas pelas cifras contabilizadas e descritas no
relatério da Future Market Insights (Percepcdes de Mercados Futuros) em que o
faturamento do setor de cosméticos organicos e naturais foi de US$ 18,7 bilhdes em 2021
(COSMETIC INNOVATION, 2021), com previsdo de receita de US$ 79,6 bilhdes até
2033 (FUTURE MARKET INSIGHTS, 2023).
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No Brasil, o mercado de cosméticos naturais tem crescido 20% ao ano,
movimentando cerca de R$ 3 bilhdes, e o resultado € o franco crescimento de empresas
nacionais de cosméticos sustentaveis (SEBRAE, 2023).

A procura por produtos sustentaveis e com as caracteristicas renovaveis de
matérias-primas naturais deu origem a um novo termo denominado de “Circular Beauty”
ou em livre traducéo, Beleza Circular, que incentiva e promove 0 processo de transformar
subprodutos, residuos ou biomassa descartados em novos ingredientes ou produtos da
industria de cosméticos (LEDESMA, 2022; DINI; LANERI, 2021).

Reforcando esse contexto, as politicas que promovem a energia renovavel e 0s
produtos de base bioldgica aumentaram a importancia das matérias-primas de biomassa
e das moléculas bioativas que podem ser obtidas delas. Segundo a FAO, cerca de 45%
dos vegetais e frutas produzidos sdo perdidos ou descartados (FAO, 2019), sendo esses
residuos ricos em proteinas, aclcares e minerais, bem como, considerados como
substratos promissores para a producdo de moléculas bioativas a partir de bioprocessos,
como a fermentagdo (CAMARGO et al., 2022; SAVINO et al., 2021).

Assim, o descarte de alimentos representa uma valiosa fonte de materiais para a
criacdo de cosméticos naturais e organicos reciclados. Ademais, as parcerias entre
produtores de alimentos e empresas de cosméticos representam uma possibilidade para
incorporar residuos como ingredientes ativos preciosos para a aplicagdo cosmética no
ciclo produtivo (LEDESMA, 2022; DINI; LANERI, 2021).

Essas premissas sugerem uma nova abordagem para os residuos agroindustriais,
como a criacdo de uma biorrefinaria, que poderia integrar os descartes organicos a outros
processos que dariam origem a novos produtos (OSORIO et al., 2021). Lopez et al.
(2010), por exemplo, propuseram a ideia de uma biorrefinaria para os residuos de laranja,
considerando paises que tém grande producdo do fruto, como o caso do Brasil que
atualmente é lider na producdo de laranja para suco (CITRUSBR, 2022). Autores relatam
gue biomoléculas podem ser recuperadas desses descartes e que esse cenario representa
oportunidades com viés econémico para o desenvolvimento de solucdes eficientes e
sistemas sustentaveis (OSORIO et al., 2021; LOPEZ et al., 2010).

As diferentes moléculas e compostos bioativos obtidos de frutos citricos sdo
amplamente conhecidos e utilizados na industria cosmética. A utilizacdo de residuos

citricos para a formulacao de cosmeticos € permitida e considerada segura pelo Painel de
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Especialistas para Seguranca de Ingredientes Cosméticos (Panel), que avaliou cerca de
47 ingredientes derivados de cascas de Citrus sp. que podem compor produtos
cosméticos. Os extratos de Citrus sinensis, especificamente, estdo registrados como
ingredientes no Programa de Registro Voluntario de Cosmeéticos (VCRP) da Food and
Drug Administration (FDA), em livre traducdo Administracdo de Alimentos e
Medicamentos, agéncia federal de regulamentacdo dos Estados Unidos (BURNETT et
al., 2021).

Metodologias biotecnoldgicas, como fermentagédo e sintese enzimatica tém sido
fundamentais na producdo de cosméticos como ingredientes biologicamente ativos que
conferem propriedades de renovacdo celular, antioxidante, anti-inflamatoria,
antienvelhecimento e fotoprotetora (ADDI et al., 2022; BURNETT et al., 2021;
ALVAREZ et al., 2021; GOMES et al., 2020).

Portanto, a partir do exposto a correlacdo da biotecnologia, agroinddstria e

cosméticos é clara e promissora, 0 que incentivou a presente pesquisa e revisao.

Desta forma, adiante esta descrito e discutido as possiveis biomoléculas que
podem ser obtidas dos residuos de laranja isolados ou utilizados em bioprocessos, como
a fermentacdo em estado sélido, com vistas as aplicacbes cosméticas e reforco da

economia circular.

13



7. Concluséo e perspectivas
Os residuos de laranja isolados e fermentados sdo fontes de aminoacidos
aromaticos, proteinas soltveis, aminas biogénicas e compostos fenolicos. Apresentaram

atividade enzimatica de protease e lipase. Pela primeira vez foi descrita atividade de SOD
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para residuos de laranja, obtidos industrialmente, isolados e fermentados com Aspergillus
sp. Essas biomoléculas e compostos ativos podem ser considerados ingredientes para
cosméticos e podem estar relacionados com as atividades antioxidantes que foram
analisadas pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP e MDA - a atividade biolégica mais
valorizada na area. Além disso, os residuos ndo apresentaram citotoxicidade para a
linhagem de fibroblastos humanos (FP96) nas concentracgdes de 6,25 mg/ml e 12,5 mg/ml
pelos testes de MTT e CV. O gene COL1AL foi expresso nos fibroblastos testados ap6s
serem tratados com os residuos isolados e fermentados, no entanto, ndo apresentaram
aumento de expressdo em relacdo ao controle nas concentracdes testadas. Os dados
demonstraram o potencial do uso de residuos de laranja em bioprocessos para a sintese
de compostos bioativos para aplicagdo em cosméticos. O presente estudo realizou o
screening de moléculas e compostos bioativos e pode ser usado como ponto de partida
para trabalhos futuros avaliando outras aplicacfes para os bioprodutos obtidos, testes
mais especificos para cosméticos, testes com outras linhagens celulares e até mesmo
observar a expressdo de outros genes que possam apontar quais vias celulares sdo

ativadas.
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