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APRESENTAÇÃO

A obra “Estudos Teórico-metodológicos nas Ciências Exatas, Tecnológicas e da 
Terra”, em seu 2º volume, é composta por 19 capítulos que ressaltam a importância 
dos estudos teóricos-metodológicos nos mais diversos campos desta grande área do 
conhecimento. 

Os trabalhos foram dispostos em três eixos. Na primeira parte, são apresentados 
estudos envolvendo aplicações científicas como nanopartículas, algoritmos e 
fluidodinâmica computacional.

Na segunda parte, são abordados estudos voltados à análise de atributos químicos 
do solo, uso eficiente da água, acúmulo nutricional e crescimento de plantas, utilização de 
resíduos como antioxidantes para biodiesel, produção de biossurfactantes, dentre outros 
assuntos de extrema relevância para o conhecimento básico e aplicado nessa grande 
área.

Na terceira e última parte, são expostos trabalhos relacionados à tecnologia no 
ensino e na educação voltadas às áreas de Ciências Exatas, Tecnológicas e da Terra, 
como a utilização de ensino híbrido e assistivo em programação, além de um panorama 
da participação feminina no seguimento educacional técnico e superior.

Os organizadores e a Atena Editora agradecem aos autores que compartilharam 
seus conhecimentos e pesquisas para comporem a presente obra. Desejamos que este 
livro possa servir de instrumento para reflexões significativas que contribuam para o 
aprimoramento do conhecimento e desenvolvimento de novas pesquisas.

 Boa leitura!
Júlio César Ribeiro

Carlos Antônio Dos Santos 
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RESUMO: As pesquisas sobre biocatálise vem 

se mostrando como uma área extremamente 
promissora a nível mundial, o que pode ser 
explicado pelo fato desses catalisadores 
biológicos, em sua grande maioria enzimáticos, 
serem encontrados em praticamente todos 
os seres vivos. Os impactos ambientais 
principalmente de produtos industrializados 
têm levado a ciência a pesquisar por formas 
que possam sanar estes problemas, assim, 
abrindo portas para a utilização de enzimas 
biocatalisadoras. Utilizando da biocatálise de 
enzimas de um material vegetal considerado 
rejeito alimentar (cascas e sementes de 
laranja) este trabalho buscou a produção de 
biossurfactantes, que além de executar as 
mesmas funções dos surfactantes industriais 
tem uma vantagem de grande peso que 
é a biodegradabilidade. Após as análises 
realizadas foi constatado que o resultado mais 
promissor de atividade enzimática do material 
utilizado foi obtido em um período reacional de 
24 h com o rendimento 1,9x10-3 μmol/mL.min 
para cascas da laranja, seguido das sementes, 
com rendimento de 2,4x10-3 μmol/mL.min, no 
período reacional de 72 h. No que diz respeito 
à produção do biossurfactante, foi constatado 
que o melhor resultado foi no período de 144 
h com um valor de conversão de 23,4% para 
cascas, seguido pela sementes em um período 
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reacional de 48 h, com conversão de 4,6%. Assim, é possível observar a capacidade 
enzimática do material estudado frente à produção de biossurfactantes, sendo necessárias 
ainda a realização de processos de otimização para as reações em estudo.
PALAVRAS-CHAVE: Biocatálise, rejeitos da laranja, biossurfactantes.

ORANGE (Citrus sinensis) AS ENZYMATIC SOURCE FOR THE BIOSURFACTANT 

PRODUCTION

ABSTRACT: Biocatalysis’ research has proven itself as a promising area worldwide, which 
can be explained by the fact that these biological catalysts, mostly enzymatic, are found in 
practically all living beings. The environmental impacts, mainly of industrialized products, have 
led science to search for ways that can solve these problems, thus opening doors for the use 
of biocatalyst enzymes. Using the biocatalysis of enzymes from a plant material considered 
to be food waste (orange peels and seeds) this work sought the production of biosurfactants, 
which in addition to performing the same functions as industrial surfactants has a great weight 
advantage, it is biodegradability. After the analyzes carried out it was found that the most 
promising result of enzymatic activity of the material used was obtained in a reaction period 
of 24 h with 1.9 x10-3 μmol/mL.min yield for orange peels, followed by the seeds, with 2.4 x10-

3 μmol/mL.min yield, in the 72 h reaction period. In respect of the biosurfactant production, 
it was found that the best result was obtained in a period of 144 h with a conversion value 
of 23.4% for peels, followed by seeds in a reaction period of 48 h, with conversion of 4.6%. 
Thus, it is possible to observe the enzymatic capacity of the material studied in relation to the 
biosurfactant production, and it is still necessary to carry out optimization processes for the 
reactions under study.
KEYWORDS: Biocatalysis. Orange waste. Biossurfactant.

1 |  INTRODUÇÃO

É cada vez mais visível no estado em que a sociedade se encontra – crescendo sua 
população e expandindo seus espaços – o aumento da necessidade em se buscar novas 
fontes de energia e recursos que muitas vezes interferem no curso nato do meio ambiente. 
Com este foco, o campo da ciência investe rotineiramente em novas tecnologias e 
pesquisas para tentar barrar (ou pelo menos minimizar) os impactos ambientais causados 
por essa desenfreada realidade de consumo humano. 

Assim, a tentativa de encontrar meios e processos capazes de atuar de forma menos 
danosa e/ou reutilizar materiais que, aparentemente, não apresentavam mais utilidade, 
parece ser importante e necessário para manutenção da vida. Nesta linha de discussão, 
a biocatálise surge como proposta válida para diminuir tais impactos.
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1.1 Catalisadores

 Na área da química, principalmente no que diz respeito aos processos que envolvem a 
produção industrial, a velocidade em que esses ocorrem, mais especificamente as reações 
químicas, é alvo de constantes estudos na academia. Assim, trabalhos que envolvem a 
utilização de catalisadores ganha um valor altamente relevante, não só acadêmico, mas 
também econômico. 

Os processos catalíticos caracterizam-se pela aplicação de catalisadores nas reações 
químicas. A definição de catalisador deve-se a Ostwald (1853-1932) que aponta que um 
catalisador pode ser definido como uma espécie química que aumenta a velocidade de 
uma reação química sem interferir no balanço energético entre os reagentes e os produtos 
(PEREIRA, 2015), ou seja, os catalisadores podem acelerar as reações sem que interfiram 
na formação dos produtos.

Assim, essa função dos catalisadores, é muito bem vista no ramo industrial, onde 
aceleraria a taxa de produção e diminuiria o tempo gasto. Mas um problema contido nos 
catalisadores industriais é que muitas vezes são potencialmente causadores de impactos 
ambientais.

1.2  Biocatalisadores e enzimas

A procura por catalisadores naturais, de baixo custo e que não degradem o meio 
ambiente, ou sejam capazes de diminuir a degradação oriunda dos processos encontrados 
atualmente, fez surgir nos últimos anos as pesquisas e a utilização de biocatalisadores. 
Esses materiais, por sua vez, podem ser extraídos de fontes naturais, seja animal, vegetal 
ou microbiana. Assim, o uso de enzimas (biocatalisadores mais comuns encontrados) vem 
progredindo devido a sua eficaz atividade catalítica e origem nos materiais biodegradáveis. 
Um ponto forte que torna as enzimas materiais relevantes para a utilização na biocatálise 
se dá pela sua alta regioespecificidade e enantiosseletividade - as enzimas catalisam um 
único tipo de substrato ou uma determinada classe de moléculas semelhantes.

Um dos grupos de enzimas muito utilizado em reações de biocatálise é a lipase. 
A versatilidade desta enzima tem sido explorada para substituir processos existentes, 
ou para produzir determinados compostos inviáveis de serem obtidos por vias químicas 
convencionais (DE ALMEIDA, 2011). A biocatálise promove transformações químicas 
utilizando enzimas, isoladas ou pertencentes a microrganismos vivos, surgindo assim 
como uma tecnologia competitiva e que não agride o meio ambiente para fabricação de 
substâncias bioativas com elevado grau de pureza enantiomérica (VIEIRA, 2006). 

Segundo trabalho de Oliveira (2010), o uso destas enzimas como biocatalisadores 
em processos diversos apresenta como características principais: sua capacidade 
de catalisar as reações à temperatura e pressão ambiente numa gama de pH neutro; 
especificidade, estereoespecificidade e regioespecificidade do substrato. Em adição, a 
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grande diversidade de possíveis materiais que são fonte enzimática torna o uso desses 
biocatalisadores como meios promissores na academia e/ou até mesmo em processos 
industriais que necessitam de catálise.

1.3 Biossurfactantes

A alta demanda de combustíveis e produtos à base de petróleo vem ocasionando 
uma grande degradação no meio ambiente. Pelo fato de ocorrer muitas vezes por vias 
marítimas, o processo de extração e transporte do produto, pode provocar altos danos 
ambientais quando entra em contato com o oceano. Um meio de diminuir esses impactos 
seria através da biorremediação, que consiste na utilização de microrganismos que 
“atacam” o petróleo despejado com o auxílio de biossurfactantes, produzidos por eles 
próprios (ROCHA et. al., 2006).

Os surfactantes biológicos (biossurfactantes) também possuem aplicações 
em diversas áreas, como na proteção ambiental, cuidados à saúde e indústrias de 
processamento de alimentos (KIM et al., 2000). Os biossurfactantes são compostos 
orgânicos que possuem em sua composição uma região hidrofílica e uma outra hidrofóbica, 
sendo assim capazes de interagir tanto com substâncias polares quanto com substâncias 
apolares. Ainda possuem uma fundamental vantagem sobre os surfactantes industriais, 
que é a sua biodegradabilidade, o que acaba diminuindo, assim, seu impacto no meio 
ambiente.

Portanto, este trabalho tem como intuito a pesquisa de enzimas vegetais (casca 
e sementes de laranja) para a produção de biossurfactantes visando sanar possíveis 
impactos ambientais do acúmulo desses rejeitos da indústria alimentícia.

2 |  REFERENCIAL TEÓRICO

Muitos dos catalisadores encontrados atualmente em processos industriais possuem 
uma baixa especificidade, geralmente fornecem produtos de composição química mista 
ou produtos contaminados e requerem uma etapa posterior de purificação (DE CASTRO 
et al., 2004; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006) e, tendo em vista, as discussões que a 
catálise é considerada o pilar fundamental da Química Verde e Sustentável (SHELDON, 
2000; CENTI; PERATHONER, 2003), cabe buscar processos catalíticos que atendem 
cada vez mais tais diretrizes.

Mundialmente são produzidos, processados e consumidos bilhões de toneladas de 
vegetais e, como consequência, também são gerados bilhões de toneladas de resíduos. 
Atualmente, esse problema tem se tornado atrativo, já que os resíduos vegetais também 
podem ser utilizados como matérias primas para inúmeras finalidades, como na área de 
bioprospecção de moléculas ativas, entre as quais se destacam as enzimas como as 
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lipases (WOICIECHOWSKI et al., 2013).
Vieira (2006) aponta que o surgimento da biocatálise ocorreu logo no início da 

civilização humana, quando povos primitivos usavam processos fermentativos para 
transformação de materiais, como produção de bebidas alcoólicas, de pães e de derivados 
do leite. Dessa forma, é claro observar que esses processos já são comuns, devendo a 
academia evidenciá-los como promissores também em larga escala.

As enzimas são um tipo de proteínas presentes, e essenciais, a todos os seres 
vivos, encontrando-se nos animais, plantas e microrganismos (fungos e bactérias). 
Atuam como catalisadores biológicos (biocatalisadores) sem sofrer qualquer alteração. 
Não são consumidas na reação podendo, portanto, continuar a desempenhar funções 
catalíticas enquanto os reagentes adequados, normalmente chamados de substratos, 
estão disponíveis (MELO, 2012).

A sua atividade catalítica depende da integridade da sua conformação protéica nativa 
(estrutura tridimensional). A desnaturação ou dissociação de uma enzima em subunidades 
pode eliminar a atividade catalítica relacionada a tal enzima (VOET; VOET; PRATT, 
2000). Além disso, questões como temperatura, pH, entre outros também interferem na 
capacidade catalítica enzimática.

Uma proposta de evitar efeitos relativos à desnaturação enzimática se dá na sua 
imobilização. O uso de enzimas imobilizadas permite uma fácil remoção e recuperação 
da enzima após a reação, facilitando sua reutilização e pode melhorar sua solubilidade 
(ELLAIAH et al., 2004). A imobilização aumenta a estabilidade térmica da enzima e parece 
melhorar sua atividade de síntese em meio com solvente orgânico (SILVA; CONTESINI; 
CARVALHO, 2008).

Como discutido anteriormente, uma possível forma de utilização da capacidade 
enzimática na indústria seria através de estudos dessas como catalisadoras na produção 
de biossurfactantes.

Os surfactantes são compostos anfipáticos, reduzem a tensão superficial e interfacial 
através do acúmulo na interface de fluidos imiscíveis, aumentando a solubilidade e 
mobilidade dos compostos hidrofóbicos ou orgânicos (SINGH; VAN HAMME; WARD, 
2007). Devido à presença de surfactantes, a tensão superficial é reduzida requerendo 
menor energia para trazer uma molécula até a superfície (MULLIGAN, 2005).

Os microrganismos, como bactérias, fungos e leveduras, podem sintetizar sub-
produtos metabólicos com capacidade surfactante, especialmente quando lhes são 
fornecidos substratos imiscíveis com a água (CONTIERO, 2008). Os biossurfactantes 
reduzem as tensões, superficial e interfacial, conduzindo a uma maior disponibilidade 
do fluido poluente (por exemplo, o petróleo) para os microrganismos. Em ambientes 
contaminados com hidrocarbonetos estão naturalmente presentes microrganismos 
produtores de biossurfactantes, servindo os óleos contaminantes como substrato (PRIYA; 
USHARANI, 2009).
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Dentre as principais vantagens dos biossurfactantes, em relação aos surfactantes 
sintéticos, destacam-se a baixa toxicidade e a alta biodegradabilidade (ARAUJO; FREIRE, 
2013).

3 |  METODOLOGIA

O material vegetal utilizado (casca e sementes de laranja) foi coletado na região de 
Apodi-RN. Ambos foram triturados para análise prévia da atividade lipásica do material, 
avaliado por meio de uma reação que promove a hidrólise do azeite de oliva.

3.1 Hidrólise do azeite de oliva

As condições a seguir foram estabelecidas com base no trabalho de Sagiroglu e 
Arabaci (2005). A extração foi realizada utilizando 10g de cada material triturado em 50 mL 
de solução tampão de fosfato de potássio (Mono e dibásico) 50 mM, pH 7, contendo 0,5 
mM de Cloreto de cálcio (CaCl2) em erlenmeyers de 125 mL. Essa mistura permaneceu 
sob agitação constante durante 24 horas à 25ºC e após esse período o extrato bruto foi 
filtrado.

A hidrólise do azeite de oliva foi realizada de acordo com a metodologia de Soares 
et al. (1999), com modificações. O método consiste na mistura de 21 mL de solução 
enzimática (extrato obtido na etapa anterior), 7,3 mL de azeite de oliva, 0,5g de Triton 
X-100 [C14H22O(C2H4O)n(n=9-10)], 7,3 mL de água e 11,7 mL de tampão fosfato de sódio 100 
mM, pH 7 em erlenmeyers de 125 mL. 

A reação de hidrólise ocorreu por 72h a 25ºC sob agitação constante em mesa 
agitadora. Durante esse período, a cada 24 h foram retiradas alíquotas de 15 mL de 
cada reação, adicionado 10 mL de etanol/água 95/5 (v/v) (1:1, base volumétrica). Usando 
alíquotas de 5 mL dessa nova solução, os ácidos graxos liberados foram titulados com 
solução de Hidróxido de potássio (KOH) 0,025 mol.L-1, utilizando fenolftaleína como 
indicador (em triplicata). Uma reação-branco também foi titulada como referência. O 
cálculo de atividade enzimática foi realizado de acordo com a Equação (1). Uma unidade 
de atividade (U) é definida como a quantidade de enzima que libera 1μmol de ácido graxo 
por minuto nas condições acima descritas.

Atividade (μmol/mL.min) = (VA – VB) x_M_x_1000                             (1)
                                                                t x E

onde:
E - Quantidade de extrato enzimático utilizada no ensaio (em mL para a enzima 

solúvel)
M - Molaridade da solução de KOH 
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t - Tempo de reação (em minutos)
VA - Volume de KOH gasto na titulação da amostra (mL)
VB - Volume do KOH gasto na titulação do branco (mL).

3.2 Reação de produção de biossurfactante

A metodologia utilizada é descrita por Machado et al. (2006).  O processo de 
produção dos biossurfactantes foi realizado em uma mistura de solventes orgânicos 
contendo terc-butanol (C4H10O)/Dimetilsulfóxido [(CH3)2SO] na proporção de 10% de 
DMSO. 5g do material vegetal foram colocados em um erlenmeyer de 125 mL contendo 
50 mL da mistura de solventes. Os substratos foram então adicionados em quantidades 
equimolares utilizando 0,01 mol de substratos ácido e carboidratos: Ácido octanóico 
(C8H16O2) e glicose (C6H12O6) (1:1). A reação foi mantida sob agitação em mesa agitadora 
durante 144h a 25°C, sendo analisada a cada 24h para observação do melhor tempo 
reacional.

A análise dos resultados foi realizada por meio do índice de acidez, onde uma 
alíquota de 1 mL da amostra foi retirada e colocada juntamente com uma mistura de 3 
mL de etanol (C2H5OH) e 6 mL de acetato de etila (C4H8O2). Além disso, foram feitas duas 
reações branco, uma delas sem vegetal e outra sem o substrato. A titulação foi realizada 
com solução de Hidróxido de sódio (NaOH) 0,025 mol.L-1, em triplicata, e os cálculos 
feitos a partir da Equação 2, apresentada seguir.

R% =   1  -   (Média das amostras – Branco com vegetal)    x 100%               (2)
                                  (Amostra de referência)

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Atividade enzimática

Após a aplicação dos procedimentos experimentais descritos na seção anterior, foi 
possível verificar a atividade enzimática referente tanto às cascas quanto às sementes da 
laranja. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 1. 

TEMPO (h)
ATIVIDADE (μmol/mL.min)

CASCAS
ATIVIDADE

(μmol/mL.min) 
SEMENTES

24 1,9x10-3 1,5x10-3

48 1,0x10-3 1,6x10-3

72 1,4x10-3 2,4x10-3

Tabela 1. Atividade lipásica de cascas e sementes da laranja em função do tempo reacional. Fonte: 
Próprio autor, 2020.
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De acordo com os dados observados na Tabela 1, é possível inferir que o melhor 
valor de atividade para as cascas da laranja foi obtido no tempo reacional de 24 h, com 
1,9x10-3 μmol/mL.min. Já para as sementes, foram observadas atividades semelhantes, 
porém, o melhor tempo reacional foi o de 72h, com atividade igual a 2,4x10-3 μmol/mL.min.

Uma possível justificativa ao que foi observado nos resultados obtidos das cascas se 
dá no trabalho de Dalla-Vechhia; Nascimento; Soldi (2004) ao apontar que o deslocamento 
do equilíbrio na reação, no sentido direto (hidrólise) ou inverso (síntese), pode ser afetado 
por fatores diversos, entre eles: o tempo de reação, a quantidade de água, a quantidade 
de reagentes e produtos presentes na mistura reacional, entre outros. Com a alteração 
da atividade catalítica das enzimas, os valores de conversão da reação sofrem variações 
com o decorrer do tempo.

 Analisando a atividade biocatalítica da batata (Solanum tuberosum), Oliveira Neto 
(2015) constatou resultado de valor igual a 2,8x10-3 µmol/min, no tempo reacional de 24 
h. Isso mostra que os resultados obtidos neste trabalho estão em consonância com a 
literatura, apresentando valores próximos, de forma geral.

4.2 Reação de produção do biossurfactante

Decorridas 144 h de reação, os resultados foram calculados substituindo as 
variáveis da equação 2, pelos dados fornecidos pela titulação com NaOH. 

Na Figura 1 é possível observar como os valores de conversão variam com o tempo.

Figura 1. Relação da capacidade biocatalítica de cascas e sementes da laranja frente a diferentes 
tempos de reação. Fonte: Próprio autor, 2020.

Com os dados expressos na Figura 1 é possível perceber que o valor de conversão 
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da reação de produção de biossurfactante envolvendo a casca de laranja (Citrus sinensis) 
aumentou em todos os tempos de reação aplicados, obtendo-se o melhor resultado no 
tempo reacional de 144 h, com um valor de conversão de 23,4%.

Já com relação às sementes, o mesmo comportamento foi constatado até o tempo 
reacional de 48 h, onde foi obtido o rendimento de reação de 4,6%. Após 48 h, entretanto, 
as titulações mostraram que o rendimento não só parou de crescer, como também se 
mostrou indetectável.

Ao realizar reações para produção de biossurfactantes mediante os mesmos 
métodos, Linhares et al. (2017) obteve rendimento igual a 14% nos tempos reacionais de 
48 h e 144 h utilizando semente de romã (Punica granatum). Esse resultado corrobora 
que o material utilizado neste trabalho se mostra promissor para a reação em questão.

É importante afirmar que esses rendimentos de conversão podem ser melhorados, 
por vezes variando desde solvente/substrato até a quantidade de material vegetal utilizado. 
Em reações realizadas com 15g de material, Melo (2016) observaram conversão igual a 
42,4% para cascas de tangerina (Citrus reticulate) no tempo de 144h.

Assim, comparando os dados obtidos na pesquisa das cascas e sementes da laranja 
(Citrus cinensis) com trabalhos semelhantes disponíveis, é possível perceber que esta 
pesquisa gerou novos dados bastante expressivos para enriquecimento da literatura, 
podendo novos resultados serem otimizados no futuro.

5 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados obtidos no presente trabalho apresentaram-se como promissores do 
uso dos rejeitos da laranja (casca e semente) como possíveis fontes de biocatalisadores. 
De maneira geral, e em comparação com os dados literários encontrados, observou-se 
um relativo valor de conversão, podendo ainda assim ser otimizados através da análise 
de outros aspectos da reação, como solvente, quantidade de biocatalisador, entre outros.

Cabe ainda destacar que trabalhos como o aqui apresentados se caracterizam como 
de suma importância tanto para a sociedade quanto para a ciência. Sendo uma pesquisa 
de cunho também social onde pode servir de inspiração ou conscientização ambiental, 
abrangendo uma área da ciência como uma pesquisa inovadora com resultados positivos 
e que podem servir para novas pesquisas futuras.
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