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APRESENTACAO

A Biomedicina é uma profissdo apta a atuar em diversas areas da salde, através
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clinicas, biotecnologia, diagnéstico por imagem, hematologia, imunologia, parasitologia,
patologia, saude publica, genética e terapias génicas, além de viabilizar terapias de
inseminacgéo artificial, entre outros. Além disso, o profissional biomédico pode atuar na
promogao de beleza, bem-estar e saude através de recursos relacionados a estética.
Em todas as areas de atuacdo ha um crescimento da participacdo da biomedicina como
provedora de saude global.

Pensando em todas as possibilidades e atualizagdes que envolvem a atuacgéo
tedrico-pratica do profissional biomédico, a editora Atena langa o e-book “CONDICOES
TEORICO- PRATICAS DA BIOMEDICINA NO BRASIL 2” que traz 10 artigos capazes de
fundamentar e evidenciar a importancia dessa area de atuagao, que objetiva a saude, bem-
estar e valorizacéo da vida.

Convido- te a conhecer as diversas possibilidades que envolvem essa area tao
inovadora e abrangente.

Aproveite a leitura!

Claudiane Ayres
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RESUMO: A doenca periodontal, de etiologia
bacteriana, é de ocorréncia e progressao
multifatorial. Os fatores derivados do hospedeiro
podem ser relacionados com causas genéticas,
hormonais e nutricionais. Entre estas ultimas,
0 acido ascérbico tem assumido um papel
importante na terapia desta patologia, uma vez
que a sua deficiéncia pode provocar defeitos na
estruturado colagénio, aumentar o stress oxidativo
e ainflamagéo. O acido ascérbico é uma vitamina
hidrossoltvel, com importantes caracteristicas
antioxidantes e terapéuticas, que pode ser
encontrada nos citrinos. As cascas resultantes
do processamento alimentar transformam-se
geralmente em desperdicio, o que tem impacto
ambiental. Contudo, os residuos resultantes dos
citrinos podem ser utilizados como uma fonte de
compostos funcionais. O objetivo deste trabalho
experimental recaiu na quantificagéo da vitamina
C nas cascas de trés citrinos selecionados, a
laranja (Citrus sinensis), o limao (Citrus limon) e
a tangerina (Citrus reticulata), tendo em vista o
reaproveitamento das mesmas e a sua possivel
aplicacdo na criagdo de suplementos dietéticos
de acido ascorbico, que possam ser considerados
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como um complemento a terapia periodontal. A concentragdo de vitamina C nas cascas dos
citrinos avaliados mostrou-se superior na tangerina, seguida imediatamente da laranja e, por
Ultimo, do limao, apresentando estas valores entre 137,1 mg e 99,5 mg por 100 g.

PALAVRAS-CHAVE: Vitamina C, Periodontia, Citrinos, Colagénio, Subprodutos alimentares.

VITAMIN C IN CITRUS PEELS: ITS DETERMINATION AND POTENTIAL USE IN
PERIODONTAL THERAPY

ABSTRACT: Periodontal disease, of bacterial etiology, has multifactorial occurrence and
progression. Host-derived factors can be related to genetic, hormonal and nutritional causes.
Among the latter, ascorbic acid has assumed an important role in the therapy of this pathology,
since its deficiency can cause defects in the structure of collagen, increase oxidative stress
and inflammation. Ascorbic acid is a water-soluble vitamin, with important antioxidant
and therapeutic characteristics, which can be found in citrus fruits. The peels resulting
from food processing are generally transformed into waste, which has an environmental
impact. However, residues resulting from citrus fruits can be used as a source of functional
compounds. The objective of this experimental work was to quantify vitamin C in the peels
of three selected citrus fruits, orange (Citrus sinensis), lemon (Citrus limon) and mandarin
(Citrus reticulata), with a view to reusing them and their possible application in the creation of
dietary supplements in ascorbic acid, which can be considered as a complement to periodontal
therapy. The concentration of vitamin C in the peels of the citrus fruits evaluated was higher in
tangerine, followed immediately by orange and, finally, by lemon, with these values between
137.1 mg and 99.5 mg per 100 g.

KEYWORDS: Vitamin C, Periodontics, Citrus, Collagen, Food by-products.

11 INTRODUGAO

1.1 Vitamina C

O écido L-ascérbico (AA), commumente designado por vitamina C, de férmula
quimica C,H,O,, € uma vitamina hidrossolGvel envolvida em vérias reagGes de hidroxilagéo
e na biossintese de catecolaminas, hidroxiprolina e corticosteroides (Belitz et al, 2009).
Sendo uma vitamina hidrossollGvel, ndo pode ser armazenada no organismo a longo prazo,
devendo, por isso, ser consumida diariamente. A vitamina C é labil, ou seja, pouco estavel,
sendo facilmente destruida por oxigénio, ides metalicos e pH alto. E também sensivel
ao calor e a luz, dai a necessidade de consumir vegetais e frutos frescos sem confecéo
alimentar (Velden et al, 2011; Bogdan et al, 2020). A vitamina C pode ser degradada por
processos de conservacgao, refinagédo, processamento e cozedura dos alimentos. As perdas
na conservagdo devem-se a oxidagdo enzimatica, processo que ocorre apos a colheita
das frutas, e é acelerado pela manipulagdo e emurchimento das frutas e dos vegetais
(Mieszczakowska-Frac et al, 2021). No entanto, através da aplicagéo de procedimentos de
estabilizacdo adequados, a vitamina C pode permanecer estavel por longos periodos de
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tempo (Valente et al, 2014).

As vitaminas sdo essenciais a vida, sendo, no entanto, eficientes em
quantidades minimas (Rosa et al, 2007). A vitamina C deve ser consumida de acordo
com as recomendacdes singulares, em fung¢do da faixa etaria e do estagio de vida. As
recomendacgdes de ingestdo diaria para mulheres e homens adultos (>19 anos) sao de,
respetivamente, 95 e 110 mg (German Nutrition Society, 2015).

Os citrinos séo reconhecidos como as principais fontes de vitamina C e apresentam
importantes caracteristicas nutricionais, antioxidantes e terapéuticas associadas a
prevencéao e promog¢éao da saude através da nutricdo (Bermejo et al, 2012; Alds et al, 2014;
Diab, 2016). As propriedades antioxidantes dos citrinos devem-se, sobretudo, a presenca
de vitamina C, que é responsavel pelo balanco corporal e prote¢édo dos tecidos face a danos
causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) (Barros et al, 2012; Zhitkovich, 2020). A
vitamina C, fornecida pelos alimentos, tem sido cada vez mais estudada como antioxidante,
com todos os seus beneficios para a satde geral e oral, nomeadamente na periodontite,
combatendo o stress oxidativo. O dano tecidual pode ser resultante da incapacidade de
neutralizacédo dos radicais livres de forma eficiente por parte dos sistemas antioxidantes.
O stress oxidativo tem sido implicado em varias doencas inflamatérias, nomeadamente na
periodontite. A formacéo e a regeneracdo do periodonto dependem do colagénio e este
depende da vitamina C para realizar as suas fungdes adequadamente. Existe uma relagédo
inversa entre a ingestédo de vitamina C e o desenvolvimento da periodontite (Hasegawa et
al, 2019; Aytekin et al, 2020). Além da atividade antioxidante e anti-inflamatoria, os citrinos
evidenciam atividade anti-tumoral, anti-fingica e anticoagulante (Abeysingle et al, 2007;
Perez-Cornago et al, 2017; Wang et al, 2017). Esta vitamina suprime o crescimento tumoral
através da inibicdo da oxidagao, protege o acido desoxirribonucleico (ADN) e estimula a
apoptose celular (Sigusch, 2013; Zhao et al, 2018), parecendo existir uma forte correlagédo
entre o consumo elevado de citrinos e a baixa incidéncia de doencas cardiovasculares
e cancro (Brito et al, 2014). O acido ascorbico intervém também nos nos mecanismos
de ossificacdo (fixacdo de calcio) e na formacdo dos dentes (Torshabi et al, 2017). A
vitamina C tem ainda outras fungGes, das quais se destacam a estimulacédo de fungGes
musculares, a contribuicdo para a absorcéo de ferro, a formagéo de colagénio, 0 aumento
da resisténcia as infe¢des e a redugéo da hipercolesterolemia. Além disso, pode participar
ainda na conversao do acido folico em acido folinico, a sua forma ativa, apresenta um
efeito protetor sobre a vitamina E, intervindo ainda na conversdo dos aminoacidos em
neurotransmissores (norepinefrina, por exemplo) (Spinola et al, 2014; Mieszczakowska-
Frac et al, 2021). Para além do papel fundamental no sistema imunolégico, a vitamina C
tem propriedades diuréticas, é benéfica em situagdes de stress e depressdes e estimula o
sistema linfético, libertando o organismo de toxinas (Faleye et al, 2012).

A laranja, a tangerina e o limao, todas pertencentes ao género Citrus e a familia
Rutaceae (Zhao et al, 2018), sdo reconhecidas como as trés espécies mais importantes
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de citrinos, devido a presenca de compostos bioativos relevantes, nos quais se inserem a
vitamina C (Hajimahmoodi et al, 2014).

Alaranja (Citrus sinensis) é a espécie de citrinos mais cultivada e comercializada no
mundo. O principal composto fitoquimico da laranja é a vitamina C (Cardefnosa et al, 2015),
demonstrando esta fruta inUmeras propriedades farmacoldgicas, das quais se destacam
as atividades anti-microbiana, anti-fungica, anti-parasitéria, anti-proliferativa, antioxidante,
relaxante, sedativa e ansiolitica, anti-obesidade, entre outras (Favela-Hernandez et al,
2016).

O liméo (Citrus limon) é produzido em regides muito especificas, dado que o limoeiro
€ muito sensivel a baixas temperaturas (Lorente et al, 2014). As vantagens associadas
ao consumo do liméo relacionam-se com a prevencédo da obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancro. Adicionalmente, promove o decréscimo dos
niveis séricos de lipidos (Gonzalez-Molina et al, 2010).

Atangerina (Citrus reticulata), por sua vez, considerada a segunda fruta citrica mais
importante do mundo, para além dos beneficios em comum com o lim&o, pode ainda ser
utilizada no tratamento de doencas neurodegenerativas (Jasim, 2012). E de referir que
a quantidade de producéo global deste citrino tem vindo a aumentar, como resultado do
acréscimo de seu consumo (El Barnossi et al, 2020).

1.2 Importancia da vitamina C na prevencdo e tratamento da doenca
periodontal

Como ja foi referido, a doenca periodontal é multifatorial. Alguns fatores séo
modificaveis, outros menos bem controlados, porque dependem da genética de cada
individuo. A periodontite &€ causada por um desequilibrio entre a defesa do hospedeiro e
fatores ambientais, como bactérias, tabagismo e ma nutricdo. Assim, o tratamento nédo se
deve concentrar exclusivamente no controlo da placa bacteriana, mas também na melhoria
da resisténcia do hospedeiro, o que pode ser alcangado por cessacgao tabagica, redugéo do
stress e uma dieta saudavel (Graziani et al, 2018).

O papel dos micronutrientes, nomeadamente da vitamina C, € muito importante
nas doencas periodontais, pois desempenham uma funcdo relevante no aparecimento
e progressdao das mesmas (Chapple et al, 2017). O efeito benéfico do AA, como um
antioxidante que promove a saude geral do paciente, tem sido amplamente descrito e,
portanto, a necessidade de investigar o efeito da suplementagéo adicional de vitamina C e
a sua potencial influéncia positiva no resultado da terapia periodontal sdo claras (Dommisch
et al, 2018).

Pacientes com doenca periodontal apresentam niveis sistémicos diminuidos de
vitamina C, quando comparados com individuos saudaveis, sugerindo que essa deficiéncia
possa contribuir para a severidade da doenca periodontal (Kuzmanova et al, 2012; Van der
Velden, 2020).
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Numa populagéo japonesa de 413 cidadaos, verificou-se que individuos com baixos
niveis séricos de vitamina C exibiam 4% a mais de perda de inser¢éo clinica. Considerando
estas observacgoes, a ingestao suficiente de vitamina C pode ser crucial para a manutengcéao
da saude periodontal, sobretudo em idosos, nos quais a prevaléncia de doencga periodontal
€ maior. Além disso, a ingestdo de toranja, rica em vitamina C, ndo aumentou apenas o
nivel plasmatico de AA, como também reduziu o sangramento sulcular em pacientes com
periodontite cronica que ndo fumavam e a suplementacao alimentar com vitamina C reduziu
0 sangramento gengival, mas ndo afetou a extensdo da destruicdo tecidual relacionada
com a periodontite (Dommisch et al, 2018).

Noutro estudo, realizado numa populagéo privada de atendimento médico-dentario
regular, mas sujeita a suplementacao diaria com 200 mg de vitamina C, verificou-se uma
reducdo da carga bacteriana subgengival, bem como dos niveis séricos da proteina
C-reativa (PCR), sugerindo menos inflamagéo (Amaliya et al, 2015).

Outro ensaio clinico comparou o efeito do consumo de dois kiwis por dia na doenca
periodontal ndo tratada e tratada. Os dados indicam que o consumo de kiwis estabelece
uma diminuigéo significativa da inflamagao gengival na auséncia de qualquer tratamento
(Rowshani et al, 2004). O consumo de kiwis reduziu a inflamacéo gengival, apesar da falta de
instrumentacgéo periodontal ou alteragdes comportamentais do paciente. Isso pode fornecer
suporte para abordagens nutricionais melhoradas na prevencdo de doengas periodontais
(Graziani et al, 2018). Além disso, o kiwi também é rico noutros antioxidantes, como a
luteina, um oxicarotenoéide, e acido alfa-linolénico, um acido gordo 6mega-3 (Drummond,
2013). De facto, carotendides e acidos gordos também tém propriedades anti-inflamatérias
(Graziani et al, 2018).

Avitamina C pode atuar como mediador da sintese de colagénio. No estudo anterior
foi ainda testada a suplementacéo de vitamina C em individuos afetados com periodontite
e verificou-se estar associada ao reparo histolégico da papila interdentaria (Drummond,
2013).

Ensaios em ratos, que pretendiam testar o papel da vitamina C e que consistiam
em fornecer dietas com todos os nutrientes necessarios, exceto o acido ascorbico,
demonstraram que a quantidade de placa bacteriana ndo mudava, mas, pelo contrario,
o nivel de inflamagéo gengival estava aumentado. Estudos do mesmo género revelaram,
ainda, que, depois da supressao da vitamina C na dieta em ratos, as gengivas sangravam
fortemente e que, alguns dias depois, com a reintegragdo da vitamina C no seu regime
alimentar, as gengivas voltavam ao seu estado original (Velden et al, 2011).

Uma deficiéncia em AA traduz-se num aumento da permeabilidade capilar,
suscetibilidade a hemorragias e lentiddo do fluxo sanguineo. Embora a deficiéncia em AA
ndo cause gengivite, aumenta a gravidade dessa condi¢do. Sabe-se que agrava a resposta

gengival, aumentando o edema e o sangramento (Gokhale et al, 2013).
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1.2.1  Formacgéao de colagénio

Os sinais iniciais de resposta inflamatéria, como eritema e edema, aumentam
quando a ingestdo dietética de AA é insuficiente. Estas altera¢cdes gengivais foram
atribuidas a danos nos vasos sanguineos causados pela produgéo deficiente de colagénio
(Shimabukuro et al, 2015). A produgdo comprometida do colagénio associada a deficiéncia
em AA prejudica a cicatrizacdo tecidular.

Ja em 1954, um estudo histoquimico permitiu observar nos tecidos gengivais de
cobaias que estavam sob dieta deficiente em vitamina C, a cicatrizagdo comprometida e
atrasada, apresentando microscopicamente a fragmentagéo do colagénio e a diminuigédo
do glicogénio, em relagdo ao grupo que teve a dieta adequada (Turesky e Glickman,
1954; Bianco e Silva, 2017). Outro estudo (Hasegawa et al, 2019), realizado em ratos sem
L-gulonolactona oxidase, que ndo podem sintetizar acido ascérbico, mostrou o papel deste
ultimo na sintese de colagénio em ligamentos periodontais. Os ratos que receberam solugéo
de AA numa concentrag¢do de 0,3 mg / dL mostraram possuir menos fibras de colagénio, e
numerosas fibrilas reticulares semelhantes a fibras ramificadas do colagénio nos ligamentos
periodontais. Além disso, exibiram intensa imunorreatividade para as metaloproteinases de
matriz (MMPs), especialmente a MMP-2, associada a fibrilas de colagénio nos ligamentos
periodontais e imunopositividade para catepsina H em células ligamentares. Por outro lado,
0 grupo que recebeu solucéo de AA de maior concentragdo, durante mais tempo, apresentou
fibras de colagénio abundantes, que preencheram o espago do ligamento periodontal. A
analise por microscopia eletronica de transmissdo mostrou que os fibroblastos ligamentares
incorporaram fibrilas de colagénio em endossomos / lisossomas tubulares, sintetizando
simultaneamente feixes de fibrilas de colagénio.

O &cido ascorbico é essencial para manter as enzimas prolil e lisil hidroxilase numa
forma ativa. A hidroxilacéo de prolina e lisina € realizada por estas enzimas usando acido
ascorbico como cofator. A deficiéncia em AA resulta numa hidroxilagéo reduzida de prolina
e lisina, afetando a sintese de colagénio (Naidu, 2003; Piersma et al, 2017). Esta falta de
colagénio leva ao sangramento das gengivas e a reabsorcéo 6ssea, originando a perda
de dentes, o que evidencia uma relacdo inversa entre os niveis plasmaticos de AA e o
desenvolvimento de periodontite (Hardy, 2012).

1.2.2 Diminuig&o do stress oxidativo

Tém surgido, ao longo do tempo, fortes evidéncias que demonstram a influéncia
do stress oxidativo na patogénese da periodontite com a falta de vitamina C (Chapple e
Matthews, 2007).

A vitamina C pode diminuir ativamente a inflamacgéo através do seu papel no stress
oxidativo como antioxidante potente, regulando a inflamagédo e melhorando a fungéo
endotelial (Ashor et al, 2015; Ellulu et al, 2015; Aytekin et al, 2020).
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Embora os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio sejam essenciais
para muitos processos bioldgicos normais, e niveis baixos de certos radicais livres e ROS
possam estimular o crescimento de fibroblastos e células epiteliais em cultura, os niveis
mais altos podem resultar em leséo tecidual. O stress oxidativo é uma condi¢@o que surge
quando ha um sério desequilibrio entre os niveis de radicais livres na célula e as suas
defesas antioxidantes em favor do primeiro. Assim, o dano tecidual pode resultar quando os
sistemas antioxidantes néo séo capazes de neutralizar os radicais livres de forma eficiente.
O stress oxidativo tem sido, deste modo, implicado em varias doencas inflamatorias
(Sulaiman e Shehadeh, 2010).

Os niveis de antioxidantes podem, entdo, estar associados ao inicio e a progressao
da doenca periodontal. A manutengé@o do equilibrio oxidante / antioxidante é importante
para a saude periodontal e pode retardar a doenca periodontal e reduzir a sua taxa de
progressao (Shimabukuro et al, 2015).

1.2.3 Melhoria da resposta imunolégica

A periodontite é uma doenca altamente prevalente e complexa, iniciada por
um biofilme de placa bacteriana, que progride amplamente para uma resposta imuno-
inflamatéria do hospedeiro (Dommisch et al, 2018).

A deficiéncia em AA aumenta a permeabilidade da mucosa bucal a endotoxinas,
comprometendo a fung@o de barreira do epitélio contra microrganismos, o que causa
desequilibrio no sistema de defesa que esta envolvido no processo de desenvolvimento da
doenca periodontal (Gokhale et al, 2013).

Por outro lado, o acido citrico e as bebidas acidas, de um modo geral, estimulam
a secrecéo salivar. Com uma caréncia em vitamina C, a saliva vai produzir-se em menor
quantidade, conduzindo a uma hipossalivagéo, criando assim um ambiente favoravel para
que os microrganismos patogénicos se acumulem e se multipliquem, o que da origem a
formacao de placa bacteriana e, posteriormente, a doenga periodontal (Mendes et al, 2003).

Sabe-se também que 0 AA se acumula em concentragéo elevada no seio dos glébulos
brancos, das plaquetas e das células endoteliais e foi demonstrado experimentalmente que
uma alta taxa em vitamina C, no seio dos globulos brancos, aumenta a capacidade destas
células para defender o organismo humano contra as infe¢bes, especialmente melhorando
a sua resposta (Velden et al, 2011).

Entre a microbiota oral, a Porphyromonas gingivalis é relativamente bem estudada
devido a sua associag@o com a periodontite. Embora a Porphyromonas gingivalis, por si s0,
nao seja suficiente para causar gengivite ou perda 6ssea, esta bactéria Gram-negativa foi
classificada como “patégeno fundamental” (Kaveh et al, 2017). Ainfecao por Porphyromonas
gingivalis esta associada a baixas concentragdes de vitamina C no plasma, o que pode
aumentar a colonizagdo desta bactéria ou perturbar a cicatrizagdo do periodonto infetado
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(Pirkko et al, 2003; Marconi et al, 2021). Isso esta parcialmente relacionado com o facto
de a vitamina C diminuir a atividade citotoxica da bactéria Porphyromonas gingivalis em
fibroblastos periodontais (Staudte et al, 2010).

As células hospedeiras, quando estimuladas por bactérias patogénicas, libertam
citocinas proé-inflamatérias como resposta imunologica. As citocinas recrutam leucocitos
polimorfonucleares (PMNL) para o local de infecdo. No caso das doencgas periodontais,
a sua incidéncia e progresséo estdo associadas, pelo menos em parte, as alteragdes do
sistema de defesa dos PMNL, bem como a infecdo e proliferagdo bacterianas devido ao
défice de vitamina C (Diab-Ladki et al, 2003; Dent et al, 2021).

Os PMNL libertam espécies reativas de oxigénio durante a fagocitose para eliminar
bactérias. No entanto, é conhecido que os PMNL, em pacientes com doenca periodontal,
produzem ROS em excesso e possuem capacidade fagocitaria diminuida, havendo
condigcao favoravel a stress oxidativo (Shimabukuro et al, 2015; Sczepanik et al, 2020).

1.3 Sustentabilidade e reaproveitamento de subprodutos alimentares dos
citrinos

A produg@o mundial anual de citrinos esta estimada em cerca de 125 milhdes de
toneladas (Mahato et al., 2020). As laranjas sdo as responsaveis por 60-70% da producéo
total e consumo (Hegazy e Ibrahium, 2012; Favela-Hernandez et al, 2016; Sharma et
al, 2017), o que corresponde a mais de 75 milhGes de toneladas deste fruto (Farag et
al, 2020). Dados estatisticos de 2016 referem que, no caso especifico das tangerinas,
a sua colheita ultrapassa as 100 mil toneladas a nivel mundial (Tsitsagi et al, 2018). No
Brasil, aproximadamente 90% da produgao de citrinos é destinada a industria de fabrico
de sumos (Diab, 2016), gerando assim uma vasta quantidade de residuos alimentares,
fundamentalmente as cascas, que representam cerca de 50-65% do peso total do fruto
intacto (Barros et al, 2012; Hegazy e Ibrahium, 2012).

As cascas, ndo sendo processadas, transformam-se num desperdicio, originando
odores e poluicdo do solo e, posteriormente, poluicdo ambiental, constituindo assim um
problema para a indUstria agroalimentar (Abdullah et al, 2012; Barros et al, 2012; Hegazy e
Ibrahium, 2012; Barcelos et al, 2020).

Os principais residuos alimentares resultantes do processamento da fruta sdo as
cascas, as sementes, 0 carogo e o0 bagacgo (Sousa et al, 2011; Zayed et al, 2021). Estima-se
que os residuos industriais dos citrinos correspondam a mais de 40 milhdes de toneladas
a nivel mundial (Sharma et al, 2017). As cascas e as sementes parecem ser 0s residuos
que apresentam uma maior composicdo em vitaminas, minerais, fibras e compostos
antioxidantes (Sousa et al, 2011).

Com o objetivo de alcangar um desenvolvimento sustentavel, os consumidores
devem alterar habitos alimentares, optando por alimentos sustentaveis e, assim, aproveitar
os residuos alimentares sob a forma de subprodutos (Kowalska et al, 2017). A Uniao
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Europeia tem incentivado a utilizagéo de residuos alimentares na produg¢ao de subprodutos
alimentares, de forma a diminuir os custos da sua eliminagéo, tendo em considerag¢do que
o reaproveitamento dos residuos podera ser benéfico (Baiano, 2014).

As cascas correspondem ao subproduto alimentar maioritario do processamento
dos citrinos (Barros et al, 2012; Hegazy e Ibrahium, 2012). As cascas, para além de serem
boas fontes de antioxidantes naturais, apresentam atividade anti-fungica, anti-inflamatéria
e, ainda, anti-microbiana (Schieber et al, 2001; Mathew et al, 2012; Karoui e Marzouk,
2013; Parashar et al, 2014). Lado et al (2015) referem que o flavedo (face externa da
casca) é o tecido mais rico em vitamina C, comparativamente ao albedo (face interna da
casca) e a polpa/ endocarpo.

De acordo com isto, os residuos resultantes dos citrinos podem ser utilizados como
uma fonte de compostos funcionais (Sharma et al, 2017), nomeadamente as cascas que
parecem conter compostos benéficos com melhores capacidades antioxidantes que outras
fragcdes da fruta (Abdullah et al, 2012). Por exemplo, o 6leo de laranja € um subproduto
alimentar resultante do processo de extracéo a partir das cascas (Chede, 2013), que pode
ser aplicado como ingrediente em aditivos alimentares, conservante contra a deterioragéo,
podendo também ser utilizado em farmacos e produtos cosméticos. Os 6leos resultantes
das cascas podem ainda ser usados como aromaticos em marmeladas, gelatinas, gelados,
produtos lacteos, 6leos e bolos. A sua aplicagdo podera substituir os antioxidantes sintéticos,
que podem causar efeitos nocivos a saude (Egea et al, 2010; Al-Juhaimi, 2014). Na industria
farmacéutica, 6leos provenientes da casca da laranja podem ser utilizados para disfargar o
sabor desagradavel de alguns farmacos (Karoui e Marzouk, 2013), parecendo ainda revelar
efeitos anti-micoticos e antibiéticos (Ruiz-Pérez, 2016).

A reutilizagdo dos residuos dos citrinos leva entdo a diminuicdo dos custos das
organizagdes, melhora a eficiéncia do processamento, ao mesmo tempo que reduz a carga
poluente ambiental (Sharma et al, 2017).

O objetivo deste trabalho experimental incidiu na quantificagdo de vitamina C nas
cascas de trés diferentes espécies de citrinos — laranja, limao e tangerina —, comparando
os resultados obtidos com os da literatura ja existente e, tendo como perspetiva futura o
reaproveitamento destas mesmas cascas como fonte de AA e a sua potencial inclusdo em
suplementos alimentares, nomeadamente para a terapia da periodontite.

2|1 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Os citrinos - laranja (Citrus sinensis), limao (Citrus limon) e tangerina (Citrus
reticulata) - eram de origem portuguesa e foram adquiridos num hipermercado da regido do
grande Porto. As cascas dos trés citrinos foram usadas frescas.
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2.2 Determinacao de vitamina C

2.2.1 Solugbes padréo

Para a obtencéo da reta de calibracdo foi preparada uma solu¢do padrdo méae de
acido ascorbico. As restantes solugdes foram obtidas através da diluicao apropriada dessa
solugéo, com o intuito de obter concentragdes finais de AA de 30, 50, 100, 200, 300 e 500,
1000 e 2500 pg/mL, respetivamente.

2.2.2 Preparacgéo da solugdo acida

A solucao acida foi preparada da seguinte forma: 10% (v/v) de acido perclérico e
1% (m/v) de acido metafosférico em agua ultrapura. Esta solugédo permite a estabilizacéo
e precipitagdo das proteinas presentes na amostra. A combinagdo de ambos os acidos
providencia uma melhor extracdo e minimiza as interferéncias entre o acido metafosforico
e a coluna analitica (Valente et al, 2014).

2.2.3 Preparagédo da amostra

Para cada uma das cascas utilizadas, foi pesada rigorosamente uma quantidade de
1,5 g de amostra e estabilizada com 6 mL de solugéo acida. A mistura foi homogeneizada
com recurso ao voértex durante cerca de 1 min e, posteriormente, diluida a 25,00 mL com
fase movel. A amostra foi filtrada inicialmente com papel de filtro e depois com um filtro
Milipore PVDF de 0,45 ym.

2.3 Fase movel, instrumentos, condicées cromatograficas

A fase mével foi composta por 20 mM de di-hidrogenofosfato de amoénio, pH 3,5
— ajustado com acido ortofosférico (85,0%) adicionado gota a gota com o auxilio de um
potencidstato (Heidolph MR, Hei-Mix L) e de agitador magnético — e 0,015% (m/v) de &cido
metafosforico. A fase movel foi filirada através de um filtro Milipore PVDF de 0,45 ym.

A quantificacdo de AA foi efetuada através de um Sistema HPLC Agilent 1100 Series
HPLC Value System (Agilent Technologies, Hewlett-Packard-Strasse 8, Alemanha) com
uma coluna analitica Hichrom 5C18 (25,0 cm x 4,6 cm) (The Markham Centre, Station Road
Theale, Reading, Berks, RG7 4PE, Reino Unido). A detecdo do sinal foi gravada e as areas
foram identificadas e processadas com o sistema informatico HP ChemStation System.

Todas as solugdes padrao foram filtradas por um filtro Milipore PVDF de 0,45 um, e
desgaseificadas num banho de ultra-sons antes de um volume de 50 pL ser injetado com
uma seringa Hamilton 710 NR de 100 pL no sistema HPLC. A detegdo do AA, realizada a
temperatura ambiente, foi monitorizada a 254 nm, usando-se um fluxo de 1,0 mL/ min. A
analise cromatografica foi efetuada em triplicado.
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2.4 Analise Estatistica

Todos os resultados obtidos estdo apresentados em média+desvio padrao resultante
dos ensaios realizados em ftriplicado. A analise estatistica foi efetuada com recurso ao
Microsoft Excel® 2016.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ométodode HPLC comdetecao UV permitiu aseparacgéo nitida e, consequentemente,
a identificagcao do pico relativo ao AA, a um tempo de retengdo médio de 7,4 minutos. A
area sob cada uma das curvas obtidas para as solu¢gdes amostra, aliada a equacgéo da reta
de calibragéo, permitiu o calculo da concentracdo de AA nas cascas de laranja, limdo e

tangerina (Tabela 1).

Teor de AA (mg/ 100g) nas cascas

Laranja (Citrus sinensis) Limao (Citrus limon) Tangerina (Citrus reticulata)
102,0+0,7 99,5+0,9 137,10, 1

Tabela 1 - Teor de AA (mg/ 100g) nas cascas de laranja, liméo e tangerina.

Os resultados obtidos revelaram que a concentragdo de AA nas cascas dos citrinos
avaliados acompanhou a seguinte ordem decrescente: a tangerina foi o citrino que
demonstrou um maior teor de AA (137,1 mg/ 100 g), seguida da laranja (102,0 mg/ 100 g)
e, por ultimo, do liméo (99,5 mg/ 100 g). Tal como neste trabalho, a casca de citrino que
obteve uma maior concentragcdo de AA, no estudo de Czech et al (2021), foi a tangerina
(31,64 mg/ 100 g), seguida da laranja (30,33 mg/ 100 g) e do liméo (7,83 + 0.398 mg/
100 g), embora com valores inferiores. Estes autores estudaram frutos com origem na
Turquia e usaram um método volumétrico que se baseia na redugéo do sal de sodio de
2,6-diclorofenolindofenol pelo acido ascorbico.

Resultados idénticos foram obtidos por Barros et al (2012), com a casca de tangerina
a evidenciar maior teor (47,6 mg/ 100 g). A casca de laranja demonstrou concentracdes de
43,2 e 24,3 mg/ 100 g respetivamente, de acordo com o cultivar. O AA foi determinado por
um processo de titulagdo com uma solugéo de iodato de potéssio e as espécies de citrinos
estudadas foram colhidas numa fazenda de um estado brasileiro (Barros et al, 2012).

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com os de Al-Juhaimi (2014),
concluiu-se que este, tal como os outros estudos com que se estabeleceram comparacoes,
obteve concentragdes inferiores de vitamina C para as trés cascas. No entanto, Al-Juhaimi
refere um teor de AA superior para a casca da laranja (62,45 mg/ 100 g), seguida da casca
da tangerina (54,87mg/ 100g) e, por fim, da do limao (25,69 mg/ 100 g). O autor utilizou

citrinos obtidos numa quinta na Ardbia Saudita e utilizou um método espetrofotométrico
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complexo de fosfomolibdénio modificado.

Bermejo et al (2011) utilizaram o acido metafosférico como solvente de extracéo e
analisaram as amostras, recorrendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecéo
diode-array. Os resultados referidos neste estudo, com frutos originarios de Espanha,
revelaram um valor médio de AA de 146,20 mg/ 100 g (101,36; 116,72; 181,65 e 185,08
mg/100g) para as cascas de tangerina e um valor médio de 149,93 mg/ 100 g (100,24;
159,35 e 190,21 mg/ 100 g) para as de laranja. Os valores diferem conforme o cultivar.

Alguns estudos demonstram que as cascas apresentam maiores teores de vitamina
C comparativamente as polpas ou aos respetivos sumos (Alos et al, 2014; Al-Juhaimi,
2014). Al6s et al (2014) referem que a distribuicdo de vitamina C nas frutas € de 53%
na casca (34% no flavedo e 19% no albedo), 21% na polpa e 26% no sumo. Segundo
Guimaraes (2010), as cascas de laranja, tangerina e limao evidenciaram concentragdes
superiores em vitamina C as dos respetivos sumos.

As diferencas nos teores de vitamina C dos estudos dependem de diversos fatores,
0 que justifica as diferengas nos resultados dos estudos anteriormente referidos. Para
além dos fatores enddgenos, as concentracdes de AA sdo também dependentes de fatores
externos — procedimentos de colheita/ manuseio, condi¢des climaticas e praticas de cultivo.
A temperatura e exposicao a luz tém influéncia nestes teores, dado que as frutas expostas
a luz solar direta revelam quantidades superiores de vitamina C face aquelas que estédo
dispostas mais internamente na arvore. Este efeito provavelmente estara apenas restrito ao
flavedo (Lado et al, 2015). E ainda de salientar que ocorrem alteragées nas concentracdes
de vitamina C de acordo com os diferentes estados de desenvolvimento das frutas, ou
seja, durante o amadurecimento das frutas o contetdo da vitamina aumenta no flavedo,
ocorrendo o oposto ao nivel da polpa (Paix&o et al, 2006; Lado et al, 2015).

As cascas tém quantidades importantes de vitamina C para a nutricdo humana,
porém, muitas vezes, ndo sao reconhecidas, pois correspondem geralmente a componentes
ndo ediveis (Barros et al, 2012). Dadas as concentra¢des de vitamina C nas cascas da
tangerina, da laranja e do liméo, percebe-se que o consumo das mesmas seria benéfico na
satisfacdo da ingestéo diaria recomendada desta vitamina.

As cascas apresentam quantidades relevantes de componentes bioativos,
nomeadamente vitamina C, por isso a sua incorporagdo em produtos alimentares e
farmacéuticos podera ser vantajosa, pois verifica-se assim a maxima utilizagéo de produtos
naturais, ao mesmo tempo que se promove a prote¢cdo do ambiente (Parashar et al, 2014).
A remogé@o mecanica da placa subgengival e o alisamento da superficie radicular tém sido
0s métodos tradicionais e gold standard para controlar a doenga periodontal. No entanto,
existem alguns casos em que os pacientes ndo respondem bem ao tratamento e exibem
uma alta suscetibilidade a doenca. Espera-se que a ingestédo dietética de micronutrientes,
como vitaminas e minerais adjuvantes a terapia periodontal, ajude a manter um sistema
imunoldgico equilibrado, afetando varios processos bioldgicos na resposta do hospedeiro e
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melhorando a imunidade inata (Hong et al, 2019).

Entre as varias fungbes do acido ascorbico, as trés principais para a doenca
periodontal sdo: aumentar a sintese de feixes de colagénio nas fibras periodontais em
regeneragao, vasos sanguineos e 0sso alveolar; desempenhar fungdes imunomoduladoras
(os leucocitos acumulam AA numa concentragcdo 80 vezes superior a encontrada no
plasma); ter uma acgéo reguladora no controlo de danos causados por outras espécies
reativas de oxigénio.

A deficiéncia em AA é caracterizada por um aumento da permeabilidade capilar,
suscetibilidade a hemorragias e lentidao do fluxo sanguineo. Além disso, esta deficiéncia
aumenta a permeabilidade da mucosa oral as endotoxinas, comprometendo a fungdo de
barreira do epitélio contra os microorganismos (Gokhale et al, 2013).

Existem poucos estudos sobre o efeito da suplementagdo de micronutrientes na
terapia periodontal e ainda menos sobre o efeito de deficiéncias micronutricionais na
incidéncia de periodontite. No entanto, conhecendo os mecanismos biol6gicos através
dos quais as deficiéncias de micronutrientes podem aumentar o stress oxidativo, a
inflamacgéo e a deficiéncia na estrutura do colagénio, a Periodontologia devera expandir
a pesquisa e o conhecimento neste importante campo emergente. Por outro lado, como
muitos micronutrientes desempenham um papel nas respostas imunoldgicas e adaptativas,
que sdo vitais na resposta ao biofilme oral, um estudo mais aprofundado sobre a acéo
simultanea de multiplos micronutrientes seria de particular interesse (Sharma et al, 2012).

41 CONCLUSAO

Neste trabalho experimental foram resumidos diversos beneficios associados a
vitamina C que, para além de estar reconhecidamente presente na polpa dos citrinos, pode
ser encontrada também nas suas cascas.

Tanto na indUstria alimentar, como na indastria farmacéutica, o reaproveitamento
das cascas seria benéfico e poderia promover, sobretudo, a satisfagdo das necessidades
nutricionais, o aproveitamento da maioria dos componentes dos citrinos e, assim,
além da diminuicdo dos custos das empresas associados a gestdo de residuos, estes
comportamentos contribuiriam, de certa forma, para um menor impacto ambiental. A
tecnologia de processamento dos alimentos deveria ser entdo otimizada no sentido de
desenvolver métodos de reaproveitamento dos residuos alimentares em industrias de
grande escala. Por isso, € necesséria a participagdo ativa de industrias com producéao
sustentavel.

A vitamina C é necesséaria no combate as doencgas infeciosas e na regeneragéo
tecidual, e uma ingestdo insuficiente da mesma pode estar implicada nas doencas
periodontais. O médico dentista assume uma posicao privilegiada na detecao de caréncias

nutricionais, nomeadamente da vitamina C, e no aconselhamento dietético conducente a
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uma melhoria da saude oral e geral do paciente. A suplementacédo de vitamina C, durante
a terapia periodontal, parece melhorar a cicatrizagéo periodontal. No entanto, mais estudos
serdo necessarios para aprofundar o papel da vitamina C na doenca e terapia periodontais.

Atualmente, existe um interesse crescente na dieta como adjuvante da terapia periodontal.
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