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Resumo

Com o aumento da produgdo de residuos oriundos de processamento de alimentos diversas medidas estdo sendo
implementadas gerando beneficios que ultrapassam as questdes ambientais. Este trabalho propds o reaproveitamento
de cascas de frutas citricas excedentes de estabelecimentos comerciais, por meio da extracdo de Oleos essenciais
(OEs). Avaliou-se sua eficécia antimicrobiana, os parametros fisico-quimicos, sua constituicdo quimica e os padrfes
de agrupamento dos OEs com base em analises estatisticas. Os OEs foram extraidos das cascas pelo método de
hidrodestilagdo. Determinou-se o indice de refragdo, densidade relativa e solubilidade em etanol 90%. A identificacdo
dos constituintes foi realizada por meio da GC-MS e para os agrupamentos das amostras utilizou-se PCA e HCA. Para
a atividade antimicrobiana utilizou-se a técnica de difusdo de disco, utilizando duas leveduras (Candida parapsilosis e
Candida krusei) e duas bactérias (Staphylococcus aureus e Escherichia coli). Constatou-se que os OEs dos cultivares
de laranja apresentam maior rendimento de extragdo e as analises fisico-quimicas foram similares entre os cultivares
de laranja e limdo. Identificou-se 61 componentes nos OEs, sendo o d-limoneno majoritario. A PCA e a HCA
revelaram agrupamentos que corroboram com as cultivares laranjas, lim8es e mexerica. Todos 0s microrganismos
foram sensiveis aos OEs dos limdes e da mexerica e a E. coli foi sensivel a todos os OEs. Por sua vez, a bactéria S.
aureus se mostrou resistente aos OEs dos cultivares de laranja. Constatou-se que o reaproveitamento do excedente das
cascas de frutas citricas é viavel, sendo os OEs eficazes contra determinados microrganismos.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Frutas citricas; Reaproveitamento.

Abstract

With the increase in the production of residues from food processing, several measures are being implemented
generating benefits that go beyond environmental issues. This work proposed the reuse of surplus citrus fruit peels
from commercial establishments, through the extraction of essential oils (OEs). Their antimicrobial efficacy, physical-
chemical parameters, chemical constitution and the OE grouping patterns were evaluated based on statistical analyzes.
The OEs were extracted from the shells by the hydrodistillation method. The refractive index, relative density and
solubility in 90% ethanol were determined. The identification of the constituents was performed using GC-MS and for
the groupings of the samples, PCA and HCA were used. For the antimicrobial activity, the disk diffusion technique
was used, using two yeasts (Candida parapsilosis and Candida krusei) and two bacteria (Staphylococcus aureus and
Escherichia coli). It was found that the OEs of orange cultivars have higher extraction yield and the physical-chemical
analyzes were similar between orange and lemon cultivars. 61 components were identified in the OEs, with d-
limonene being the majority. PCA and HCA revealed groupings that corroborate with the cultivars oranges, lemons
and tangerines. All microorganisms were sensitive to the OEs of lemons and tangerine and E. coli was sensitive to all
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OEs. In turn, the bacterium S. aureus proved to be resistant to OEs from orange cultivars. It was found that the reuse
of surplus citrus fruit peels is feasible, and OEs are effective against certain microorganisms.
Keywords: Essencial oils; Citrus fruits; Reuse.

Resumen

Con el aumento en la produccion de residuos del procesamiento de alimentos, se estdn implementando varias medidas
que generan beneficios que van mas alla de las cuestiones ambientales. Este trabajo propuso la reutilizaciéon de
cascaras de citricos excedentes de establecimientos comerciales, mediante la extraccion de aceites esenciales (OE). Su
eficacia antimicrobiana, pardmetros fisico-quimicos, constitucién quimica y patrones de agrupacién de OE fueron
evaluados con base en analisis estadistico. Los OE se extrajeron de las conchas mediante el método de
hidrodestilacion. Se determinaron el indice de refraccion, la densidad relativa y la solubilidad en etanol al 90%. La
identificacion de los constituyentes se realizé mediante GC-MS y para los agrupamientos de las muestras se utilizaron
PCA y HCA. Para la actividad antimicrobiana se utilizé la técnica de difusion en disco, utilizando dos levaduras
(Candida parapsilosis y Candida krusei) y dos bacterias (Staphylococcus aureus y Escherichia coli). Se encontré que
las OE de los cultivares de naranja tienen mayor rendimiento de extraccion y los andlisis fisico-quimicos fueron
similares entre los cultivares de naranja y limén. Se identificaron 61 componentes en los OE, siendo el d-limoneno el
mayoritario. PCA y HCA revelaron agrupaciones que corroboran con los cultivares naranjas, limones y mandarinas.
Todos los microorganismos fueron sensibles a los EO de los limones y la mandarina y E. coli fue sensible a todos los
EO. A su vez, la bacteria S. aureus demostrd ser resistente a EO en cultivares de naranja. Se encontr6 que la
reutilizacion de cascaras de citricos excedentes es factible y que las OE son efectivas contra ciertos microorganismaos.
Palabras clave: Aceites esenciales; Frutas citricas; Reutilizar.

1. Introducéo

Atualmente no Brasil a fruticultura vem sendo uma excelente alternativa de negécios. O uso de fontes naturais e
renovaveis para a producdo de 6leos essenciais toma lugar de destaque. As plantas citricas, compreendidas principalmente por
laranjeiras, tangerinas, limoeiros, limeiras, pomeleiros e toranjeiras desempenham um papel de acentuada importancia
socioecondémica mundial. Quanto aos seus usos destacam-se a casca e as folhas de onde se extraem Oleos essenciais
empregados na industria (Barbosa et al., 2016).

Os Oleos essenciais procedentes das frutas citricas sdo uma mistura de substancias voldteis, lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas e sdo extraidos por meio de técnicas de arraste a vapor, hidrodestilacdo, prensagem do pericarpo dos
frutos, além de outras técnicas. Estes éleos possuem grande aplicacdo na perfumaria, cosmética e alimentos, sendo utilizados
principalmente como aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias e como coadjuvantes em composices farmacéuticas. Sua
comercializacdo pode ocorrer aproveitando a forma bruta ou beneficiada, fornecendo substancias purificadas como o
limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (Barbosa et al., 2016).

Aproximadamente 400 compostos tém sido identificados em 6leos essenciais de citros cuja composi¢do consiste em
uma mistura de terpenos, hidrocarbonetos e compostos oxigenados, considerados quimicamente instaveis, susceptiveis a
oxidacao por influéncia da luz, do ar e da umidade. Entre os citros, as laranjas apresentam 6leos essenciais ricos em limoneno,
um hidrocarboneto monoterpénico com atividade antimicrobiana de largo espectro (Calo et al. 2015).

A qualidade e quantidade dos dleos essenciais da casca de frutos de citros dependem de muitos fatores, tais como a
natureza do fruto em si, proveniéncia, gendtipo, tipo de solo e clima, mas também do processo de extragdo (Palazzolo et al.,
2013).

Os residuos organicos produzidos, tanto nos centros urbanos quanto nas industrias, tém crescido consideravelmente e,
segundo relatorio da Associagdo Brasileira de Empresas de Limpeza Puablica e Residuos Especiais, em 2018 as cidades
brasileiras geraram cerca de 79 milhdes de toneladas de residuos sélidos urbanos (Antenor & Szigethy, 2021).

Os rejeitos agroindustriais gerados pela citricultura sdo as cascas, sementes e polpas, com amplas possibilidades de
demanda das quais se destacam fibras alimentares, extragdo da pectina e 6leos essenciais. Por meio da reducdo e da
valorizacdo, estes residuos podem contribuir para a diminuicdo de problemas ambientais que geram diversos beneficios,

inclusive econdmicos. Ao reutilizar todas as partes das frutas é possivel desenvolver uma gama de produtos e, além disso,
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estabelecer uma alternativa tecnoldgica e sustentavel. Visto que as cascas de frutas citricas como laranjas sdo fontes ricas em
o6leos essenciais, seu uso como matriz de extragdo se caracteriza como uma alternativa bastante rentavel para os residuos
gerados durante o processamento dos seus frutos (da Silva et al. 2020).

Portanto, o presente trabalho propds o reaproveitamento de cascas de frutas citricas para obtencdo do 6leo essencial
por meio da extracdo por hidrodestilacdo. Além disso, buscou-se avaliar sua eficacia contra algumas bactérias e leveduras e
seus parametros fisico-quimicos, bem como sua constituicdo quimica e padrdes de agrupamento dos éleos essenciais com base

em analises estatisticas multivariadas.

2. Metodologia

O trabalho correspondeu a atividades laboratoriais de carater quantitativo e qualitativo. O primeiro relacionado ao
processo de extracdo e determinacdo do teor de 6leos essenciais provenientes das cascas de frutas citricas, caracterizacao
fisico-quimica dos 0leos, identificagdo dos seus constituintes volateis, bem como o estudo de agrupamento das amostras de
frutas citricas considerando os constituintes volateis. O segundo, por sua vez, vinculado & avaliacdo da atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais frente a duas espécies de bactérias e duas espécies de leveduras.

Além disso, se caracterizou como uma pesquisa descritiva, pois, de acordo com Oliveira (2011), levou em conta a

observacdo, registro e analise dos objetos de estudo e sua relagdo com outros fendmenos.

2.1 Obtenc¢do da matéria-prima
Amostras de quatro diferentes espécies de frutas citricas foram obtidas de estabelecimentos comerciais localizados em
Minas Gerais, sendo elas: limao-cravo (Citrus limonia), lim&o-taiti (Citrus latifolia), mexerica (Citrus deliciosa) e os cultivares

de laranja (Citrus sinensis) campista, pera, bahia e serra d’agua.

2.2 Preparo das amostras e extragao dos 6leos essenciais

As frutas foram lavadas e secas com papel toalha. Para a extragdo dos 6leos essenciais, 0 bagago (albedo) foi separado
da parte externa da casca (flavedo). Em seguida, o flavedo foi picado em pequenas partes uniforme.

A extracdo dos 0Oleos essenciais das cascas das frutas foi executada por meio do método de hidrodestilagdo utilizando
o aparelho de Clevenger acoplado a um baldo de fundo redondo de 1 L, contendo 200 g de flavedo triturado por um periodo de
2h. Os 6leos obtidos foram coletados e transferidos para frascos de vidro &mbar de 10 mL, tampados e armazenados sob

refrigeracdo a aproximadamente 4°C.

2.3 Testes fisico-quimicos dos dleos essenciais
As densidades relativas a 20°C, o indice de refracdo e a solubilidade em etanol 90°GLfoi determinada segundo
metodologias descritas na literatura (ABNT 1985a, 1985b, ABNT 1989 e Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019).

2.4 Determinacéo do perfil cromatografico dos 6leos essenciais

O preparo das amostras de Oleos essenciais foi realizado por meio da dissolu¢cdo em diclorometano P.A. na
concentracéo de 1%.

As analises para identificacdo dos compostos presentes nos 6leos foram realizadas em um cromatografo gasoso
(Agilent Technologies 7890A Sistema GC) acoplado ao espectrémetro de massas (Agilent 5975C inerte MSD Triple-Axis
Detector). A coluna utilizada foi a HP5-MS (comprimento de 30 m, didmetro interno (ID) de 0,25um e espessura da pelicula

de 0,25 mm), no modo de inje¢do split com taxa de 1:20. A temperatura do injetor foi igual a 220 °C e o fluxo do géas de arraste
3
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(gas hélio) de 1,4 mL min. A temperatura inicial da coluna foi de 60°C, mantida por 1 min, com taxa de 3°C min! até 260°C,
mantida por 5 min, solvente delay de 4 min e um tempo de corrida de 40 min, sendo as condi¢des adaptadas de Adams (2007).

A identificacdo das substancias foi realizada por comparacdo dos seus espectros de massas com 0s espectros das
bibliotecas Adams (2007) e a biblioteca Nist, armazenados na base de dados do MS. A confirmacdo da identificacdo dos
compostos foi realizada pelo indice de Kovats, por meio da andlise cromatografica da mistura contendo os alcanos néo
ramificados de 8 a 20 carbonos (C8-C20).

2.5 Analises estatisticas
As areas dos picos cromatograficos dos componentes das amostras e 0s 6leos essenciais foram relacionadas por meio
de analises multivariadas de componentes principais (PCA) (matriz de covariancia) e de agrupamento hierarquico (HCA)

(medida de distancia Euclidiano e varidveis ndo padronizadas), utilizando para tanto o software Minitab v. 17.3.1.

2.6 Ensaios bioldgicos

As analises dos 6leos essenciais citricos foram testadas contra as bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e as leveduras Candida krusei ATCC 20298 e Candida parapsilosis ATCC 22019.

O screening da atividade antimicrobiana foi desenvolvido pelo método de difusdo em placas nos discos de papel,
baseado no proposto pelo CLSI (2015) com adequacdes. Os discos de papel filtro de 6 mm de didmetro foram impregnados
com 20 puL do dleo essencial citrico e colocados no centro da placa de Petri, na qual continha a suspensdo e o meio de cultura

apropriado. Apds 24 horas de incubacdo, as placas foram avaliadas e registrada a presenca dos halos de inibig&o.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Rendimento e anélises fisico-quimica dos 6leos essenciais

Os rendimentos em massa dos 6leos essenciais, expressos em percentuais médios, e os resultados das analises de
densidade, indice de refracéo e de solubilidade em etanol 90% dos OEs estéo apresentados na Tabela 1.

Observou-se que as laranjas exibiram um rendimento de extragdo superior as demais frutas, sendo o cultivar campista
o destaque, com rendimento acima de 3% m m-L. Os resultados obtidos para as demais laranjas ultrapassam o teor de 2% m m-

1. A mexerica do rio, limdo-taiti e o limdo-cravo apresentaram rendimentos inferiores a 1,5% m m™.,
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essenciais extraidos das cascas das frutas citricas.

Tabela 1. Médias e desvio padrdo de rendimento, densidade, indice de refracdo e solubilidade em etanol 90% dos 6leos

) . o Volume (mL)
Rendimento Densidade Indice de .
Amostras solavel em
(Yom m™) (@mL? refragéo

etanol 90%
Laranja campista 3,58+0,21 0,845 + 0,07 1,4715 £0,008 0,4
Laranja-pera 2,62+0,19 0,848 £ 0,01 1,4724 +0,005 0,4
Laranja-bahia 2,06+018 0,844 + 0,02 1,4725 +0,006 0,4
Laranja serra d'agua 2,57+0,20 0,843 £ 0,03 1,4720 £0,003 0,4
Mexerica 1,2140,15 0,858 + 0,04 1,4742 +0,005 0,3
Lim&o-taiti 1,4340,22 0,857 £ 0,03 1,4755 £0,007 0,5
Lim&o-cravo 1,01+0,11 0,856 = 0,02 1,4725 +0,003 0,5

Fonte: Autores.

Estudos conduzidos por Simas e colaboradores (2015) relataram o rendimento de 2,03%, 1,68% e 1,06% m m para
os 6leos das cascas das laranjas-pera, bahia e limao-taiti, respectivamente. Um rendimento menor (0,98% m m) foi relatado
por Ademosun e colaboradores (2015) para o OE de cascas de laranja. Dessa forma, os rendimentos de OEs das cascas de
laranjas obtidos em nosso trabalho foram superiores aos relatados na literatura.

O rendimento para OEs extraidos de casca de limdes (Citrus limon) (0,47 a 0,59% m m™) e de diferentes genétipos de
tangerinas (0,25 a 1,29% m m™), descritos por Teixeira e colaboradores (2013; 2014), também se mostraram inferiores aos
valores obtidos em nosso trabalho.

As referidas variagdes nos rendimentos dos OEs podem ser atribuidas ao tipo de extragdo e as precaugdes relacionadas
com armazenamento das cascas antes da extracao, diferencas de época de colheita, tipo de solo, clima da regido e umidade
relativa do ar no dia da coleta da fruta (Millezi et al., 2013).

Os valores obtidos para as andlises fisico-quimicas refletem a qualidade e a identidade de cada 6leo. Os resultados da
densidade mostram que os OEs de laranjas possuem valores préximos, abaixo de 0,850 g mL™, enquanto os limdes
apresentaram comportamento similar a mexerica, acima de 0,850 g mL™. Tais comportamentos estdo relacionados a
composi¢do dos 6leos.

Para o indice de refracdo, todas as amostras estudadas apresentaram valores semelhantes, acima de 1,4700). O
comportamento homogéneo também foi observado para solubilidade em etanol 90%, entre 0,3 mL na mexerica a 0,5 mL nos
limdes.

Ferhat et al. (2006) analisaram 6leos essenciais extraidos de cascas de laranja e obtiveram densidade de 0,86 g mL™,
indice de refracdo igual a 1,475 e 0,4 mL de solubilidade em etanol 95%. O valor de densidade foi superior ao obtido neste
trabalho, mas os resultados foram semelhantes para os parametros de indice de refragdo e solubilidade em etanol.

Viuda-Martos et al. (2008) determinaram para a mesmas espécies de laranja densidade de 0,85 g mL™* e indice de
refracdo igual a 1,470. Gamarra et al. (2006) analisaram 6leos essenciais de lima (C. aurantifolia) obtendo valores de indice de
refracdo e densidade de 1,475 e 0,847 g mL™?, respectivamente. J& Viuda-Martos et al. (2008) encontraram valores de 1,480 e
0,850 g mL™* para limdo (C. limon) e 1,475 e 0,850 g mL™* para tangerina (C. reticulada). Para a tangerina (C. clementina),
Lan-Phi et al. (2015) obtiveram valores para indice de refracéo e densidade bem inferiores (1,3988 e 0,840 g mL1) em OEs de

frutas citricas do Vietna.
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Por sua vez, Everton e colaboradores (2020) encontraram para a laranja (C. sinesis) valores de 0,8500 g mL e 1,4760
para densidade e indice de refracdo, respectivamente.

Dadas as similaridades, nossos resultados corroboram com os descritos na literatura. As diferencas sutis podem estar
relacionadas a fatores de cultivo como tipo de solo, adubacéo, disponibilidade de &gua, época de colheita e tempo de
armazenamento (Costa et al., 2012).

3.2 Identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais

A andlise dos compostos volateis presentes nos OEs de frutas citricas resultou na identificacdo de 61 compostos
distintos, o que mostra a grande variedade entre seus constituintes. Farhat et al. (2011) identificaram 31 compostos presentes
em oOleo essencial de laranja cultivada na Espanha, enquanto Teixeira et al. (2013) caracterizaram 29 componentes volateis
distintos de quinze gendtipos de limdes. Ademosun et al. (2015) identificaram 45 compostos em 6leos essenciais de laranjas e
em 2020, Everton e colaboradores identificaram em 6leo de laranjas somente 15 compostos.

A Tabela 2 apresenta os compostos identificados e suas respectivas porcentagens referente as areas relativas dos
picos, além de apresentar os tempos de reten¢do, indice de Kovats de referéncia e o calculado.

No OE extraido da laranja campista, foram identificados 24 compostos diferentes, sendo 0s d-limoneno, B-pineno e B-
linalol as substancias que apresentaram maiores areas relativas dos picos. J4 no OE da laranja-pera, 19 compostos foram
identificados e os picos majoritarios sdo os mesmos observados para 0 OE da laranja campista. O OE da laranja-bahia
apresentou 22 compostos distintos enquanto no da laranja serra d’agua foram identificados 23 compostos. Os dois picos
majoritarios para essas amostras foram o d-limoneno e o -pineno.

Sete compostos (sabineno, B-pineno, octanal, d-limoneno, p-linalol, 4-terpeneol e a-terpeneol) foram identificados em
todas as amostras, sendo todos minoritarios, exceto o d-limoneno. Os trés grupos de amostras laranja, mexerica e limao
apresentaram diferencas na sua composi¢do quimica com relagdo aos compostos minoritarios. Cinco compostos foram
exclusivos da mexerica, sendo eles, o B-cimeno, carvacrol, a-selineno, a-farneseno e a-sinensal. Nas laranjas foram exclusivos
nove compostos: 3-careno, (E)-6xido de limoneno, nonanol, acetato de octila, decanol, acetato de a-terpeniol, & -selineno,
eremofileno, valenceno, oxido de B-cariofileno e y-eudesmol. Os limbes diferenciaram consideravelmente das demais
amostras, apresentando dezenove compostos exclusivos.

Para os limbes e mexericas, foi observado que as quantidades de compostos identificados foram superiores aos de
laranja. Nos dois lim@es foram identificados 34 e 35 compostos, sendo as substancias d-limoneno, y-terpineno e B-pineno as
mais abundantes.

Alguns desses compostos identificados foram similares aqueles descritos por Farhat et al. (2011). Nos seus estudos a
respeito da composi¢do de Oleos essenciais de laranja, foram identificados o a-pineno, sabineno, B-pineno, a-felandreno,
careno, d-limoneno, terpineno, linalol, citronelal, 4-terpinol, a-terpineol, nerol, geranial, elemeno a-bergamoteno, o—
humuleno, B-farneseno, valenceno, éxido de cariofileno, nonanal, decanal, undecanal, acetato de citronelila, entre outros. Os

autores determinaram o teor de 95% de limoneno e (0,29%) para o linalol o segundo composto majoritario.
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Tabela 2. Compostos identificados e a porcentagem de suas areas por GC-MS dos OEs extraidos das cascas de frutas citricas

de estabelecimentos comerciais e pomares localizados em de Minas Gerais.

N° | Composto T.R. | IKE IKT Lac Lap Lab | Las Me Lit Lic
(min)
1 a-Tujeno 3,3 929 928 - X X X 0,48 047 0,30
2 a-Pineno 55 935 931 052 054 038 034 143 156 131
3 a-Fencheno 59 948 959 X X X X 0,01 0,04 0,03
4 Sabineno 6,6 969 964 02 028 031 029 023 124 143
5 B-Pineno 6,7 972 965 002 006 006 011 1,14 882 8,67
6 Octanal 7,5 996 982 028 024 021 055 X X 0,27
7 a-Felandreno 7,5 997 997 X X X X 0,09 0,05 X
8 3-Careno 7,7 1003 1005 0,15 0,13 011 0,02 X X X
9 a-Terpineno 79 1010 1008 X X X X 036 040 041
10  B-Cimeno 8,2 1018 1010 X X X X 0,70 X X
11 d-Limoneno 8,5 1027 1020 93,34 94,75 94,74 94,10 77,31 50,28 65,60
12 B-Ocimeno 9,0 1041 1041 X X 0,02 0,04 X 0,08 0,15
13 y-Terpineno 9,4 1052 1047 X 0,07 0,32 024 1498 16,33 12,96
14 Octanol 9,8 1065 1054 035 028 035 043 X X 0,06
15  o- Terpinoleno 10,5 1083 1078 0,03 X 0,04 X 0,07 0,79 0,70
16 B-Linalol 10,9 1096 1081 1,70 1,14 0,55 0,42 0,17 0,47 0,21
17 Nonanal 11,1 1101 1128 X X X X X X 0,07
18 (E)-Oxido de limoneno 124 1135 1121 0,06 0,01 0,03 0,06 X X X
19 (R)-Citronelal 13,1 1153 1152 0,03 0,03 X X 0,03 0,09 037
20 Isoborneol 135 1165 1138 X X X X X 0,09 X
21 Nonanol 13,9 1173 1149 X X X 0,02 X X X
22 4-Terpineol 140 1177 1161 0,05 002 0,04 005 020 058 0,76
23 a-Terpineol 14,6 1191 1172 0,13 0,11 0,12 0,18 0,47 1,37 1,58
24 Decanal 153 1209 1183 0,24 0,19 0,20 0,29 0,06 X 0,06
25  Acetato de octila 155 1215 1185 0,06 X X 0,06 X X X
26 Geraniol 16,2 1231 1228 X X X X X 0,83 X
27 B-Citronelol 16,2 1233 1208 0,11 X 0,12 0,17 0,07 X 0,36
28  B-Citral 16,8 1245 1214 0,06 004 0,04 0,14 X 2,71 0,06
29 a-Citral 18,0 1275 1249 X X X X X 3,60 X
30 Decanol 18,1 1277 1256 X X X 0,58 X X X
31 Carvacrol 19,2 1303 1278 X X X X 0,07 X X
32 3-Elemeno 20,7 1340 1334 X X X X X 0,06 X
33 Acetato de a-terpineol 21,3 1352 1333 0,01 X X X X X X
34 Acetato de citronelol 21,5 1358 1313 X X X X X X 0,04
35  Acetato de nerol 22,0 1368 1342 X X X X X 1,25 X
36 Acetato de geranila 22,8 1387 1360 X X X X X 0,53 X
37 a-Cubebeno 229 1390 1366 X 0,02 X 0,03 0,01 X 0,06
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38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

B-Elemeno
a-Bergamoteno
a-Cariofileno
- Cariofileno
a-Humuleno
f-Santaleno
D-Germacreno
8-Selineno
B-Farnesene
Eremofileno
Valenceno
a-Selineno
Elixeno
a-Bisaboleno
B-Bisaboleno
a-Farneseno
8-Cadineno
B-Germacreno
Oxido de B-cariofileno
B-Santalol
v-Eudesmol
Farnesol
a-Bisabolol

a-Sinensal

23,0
24,0
24,1
24,8
25,5
25,7
26,6
26,7
26,7
27,1
27,1
27,1
27,2
27,5
21,7
27,8
28,3
29,5
30,5
33,3
33,3
33,8
34,5
37,2

Total de compostos
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1418
1434
1449
1457
1476
1479
1480
1488
1488
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1491
1499
1504
1505
1517
1547
1572
1653
1640
1657
1677
1753
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1424
1456
1434
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1449
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X 0,07
X 0,06
0,09 0,53
X X
X 0,05
0,01 X
001 0,10
X X
X 0,09
X X
X X
0,05 X
X X
X 0,24
X 2,29
0,17 X
0,02 X
X 0,21
X X
X 0,03
X X
X 0,09
X 0,10
0,07 X
26 34

0,04
0,23
0,58
0,03
0,04
0,52

0,03

35

Tr = tempo de retencdo; IKC = indice de Kovats calculado; IKT = indice de Kovats tedrico; Lac = laranja campista; Lap = laranja-pera;
Lab = laranja-bahia; Las = laranja serra d’agua; Me = mexerica; Lit = limao-taiti; Lic = lim&o-cravo. X = auséncia. Fonte: Autores.

majoritarias: o d-limoneno (46,20 — 67,80%), B-pineno (7,98 — 17,81%) e o y-terpineno (8,46 — 13,45%).

Ja Teixeira et al. (2013) identificaram compostos presentes nos OEs de 15 genotipos de limdes, sendo trés substancias

Por sua vez, Ademosun et al. (2015) identificaram a-pineno, sabineno, B-pineno, a-felandreno, d-limoneno, ocimeno,

decanal, y-terpineno, neral, geranial, geraniol, nerol, linalol, a-terpineol, 4-terpinenol, B-cariofileno, o-be rgamoteno, y-

cardineno, B-elemeno, D-germacreno e a-humuleno em OEs de cascas de laranjas, com um teor de d-limoneno superior a 90%.

majoritérios o d-limoneno (81,5%), linalol (6,36%), B-mirceno (2,95%) e o a-terpeneol (1,39%).

majoritarios.

Everton e colaboradores (2020) identificaram diversos compostos nos OEs de cascas de laranjas, sendo 0s

Comparando os nossos resultados com os descritos na literatura, observou-se que houve semelhancas nos compostos

A comparagdo da porcentagem da area obtida para o d-limoneno nas diferentes amostras mostra que os teores obtidos

para as laranjas sdo superiores a 90%. O limdo-taiti apresentou a menor percentagem de limoneno, abaixo de 50%, enquanto na

mexerica e no limdo-cravo o teor de d-limoneno foi superior a 60%.
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O limoneno é o componente principal dos 6leos essenciais frutas citricas (30% a 97% dependendo da espécie). Outros
componentes também contribuem para a composi¢do do perfil quimico como: a- e¢ B-pineno (0,3% até 15%), y-terpineno
(aproximadamente 10%), mirceno (aproximadamente 3%), entre outros (Simas et al., 2015).

Como se pode constatar, o principal constituinte de OEs de citros é o d-limoneno, cujo teor pode variar de 32 a 98%,
sendo observada nas laranjas uma variacdo de 68 a 98%, no liméao entre 45 a 76% e de 32 a 45% em tangerinas (Dugo et al.,

2012; Palazzolo et al., 2013).

3.3 Analise estatistica
Os tratamentos estatisticos por PCA e HCA foram aplicados com intuito de utilizar as areas relativas dos constituintes

dos OEs para encontrar padrdes de agrupamento das amostras.

A PCA apresentou 98,3% da variancia total, com base na matriz de covariéncia, para os dois primeiros componentes
principais sendo uma porcentagem muito representativa da variancia total dos dados.

A PCA possibilitou dois agrupamentos dos OEs, sendo o primeiro formado pelas laranjas pera, bahia e serra d’agua e

o segundo pelos lim@es cravo e taiti. Ja a mexerica e a laranja campista ndo fizeram parte de agrupamentos (Figura 1).

Figura 1. Gréfico dos escores dos compostos volateis das amostras de OEs
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Fonte: Autores.

Os comportamentos observados da Figura 1 sdo fortemente associados as elevadas cargas fatoriais, em modulo, dos

compostos majoritarios dos OEs, destacando-se o d-limoneno, y-terpineno e (-)-p-pineno (Figura 2).
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Figura 2. Grafico de cargas fatoriais dos compostos volateis presentes nos OEs.
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Fonte: Autores.

A carga fatorial do d-limoneno é responsavel por distribuir as amostras de laranjas na regido de menores escores de
CP1, tendo em vista a elevada area relativa deste composto associada aos referidos OEs. Por outro lado, os lim&es apresentam
maiores escores na CP1 por apresentarem as menores areas relativas de d-limoneno (50,28% e 65,60%).

J& vy-terpineno apresenta cargas fatoriais elevadas e positivas nas CP1 e CP2, favorecendo o deslocamento das
amostras de limdes, abundantes nesta substancia, para a regido de elevados escores destas componentes.

O (-)-B-pineno, menos abundante entre os trés compostos volateis majoritarios, auxilia o deslocamento dos escores
dos limdes para a regido de escores mais elevados em CP1 e para a regido de escores menos elevados de CP2.

As amostras de mexerica e de laranja campista apresentaram escores peculiares sem formar grupos, pois a primeira
tem area relativa intermedidria de d-limoneno, adquirindo escore na posi¢do central do grafico. O elevado escore em CP2 se
deve a elevada area relativa de y-terpineno e a baixa area relativa de (-)-B-pineno. A segunda apresenta o menor escore em CP1
por apresentar elevada area relativa de d-limoneno, ndo apresentar y-terpineno e ter a menor area relativa de (-)-B-pineno.

Paralelamente, a laranja campista possui caracteristicas sensoriais distintas aos demais cultivares de laranja do
presente estudo, por serem mais &cidas e menos doces.

Nos estudos de Gomes (2011), o limdo-cravo ndo ficou agrupado com o limao-taiti, comportamento diferente do
observado. O autor também correlacionou os trés grupos obtidos com os respectivos compostos majoritarios. Assim, no seu
estudo, os escores de laranja e de mexerica ponkan ficaram préximos devido a similaridade do teor de d-limoneno. O limé&o-
taiti e a cidra se agruparam devido aos teores dos compostos volateis neral, geranial, a-terpineol e cimeno. J& o lim&o-cravo
apresentou similaridade entre os teores dos compostos volateis y-terpineno e -pineno.

Em seguida, utilizou-se HCA para avaliar o padrdo de agrupamento das amostras de 6leos essenciais com base nas

areas relativa, utilizando varidveis ndo padronizadas e métodos de ligacdo de Ward e Completa (Figura 3).
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Figura 3. Dendograma das amostras de OEs considerando as areas relativas dos compostos volateis.
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Sendo: processamento dos dados por meio do método de ligagdo de Ward. Fonte: Autores.

Em ambos os métodos de ligacdo, observou-se um nivel de similaridade satisfatorio igual a 77,4%, sendo formados os

grupos estimados na PCA, mantendo sem agrupamento as amostras de mexerica e de laranja campista.

3.4 Atividade antimicrobiana dos OEs
Para a avaliacdo do comportamento antimicrobiano dos OEs extraidos de cascas de frutas citricas, empregou-se
método de difusdo em disco frente a duas bactérias (S. aureus e E. coli) e duas leveduras (C. parapsilosise e C. krusei), estando

os resultados evidenciados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultado das atividades antimicrobianas dos OEs extraidos das cascas de frutas citricas frente aos microrganismos

E. coli, S. aureus, C. krusei e C. parapsilosis

OEs E. coli S. aureus C. krusei C. parapsilosis
Laranja campista + - - -
Laranja-pera + - + +
Laranja-bahia + - - +
Laranja serra d'agua + - + +
Mexerica + + + n
Limé&o-taiti + + + +
Limé&o-cravo + + + +

Sendo: + presenca de halo; - auséncia de halo. Fonte: Autores.

Todos os OEs obtidos apresentaram atividade antimicrobiana frente a bactéria E. coli, diferente da S. aureus cujo
crescimento foi inibido pelos OEs de mexerica, limao-taiti e limdo-cravo. Este resultado pode indicar uma a¢do antimicrobiana
de substancias majoritarias como o y-terpineno e o (-)-B-pineno ou o efeito sinérgico entre compostos especificos dos OEs

ativos.
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Santos e colaboradores (2016) realizaram estudos comparativos com OEs de frutas citricas e verificaram que a Citrus
reticulata tem melhor atividade contra E. coli, indicando que o perfil dos constituintes dos OEs é determinante na intensidade
da referida atividade antimicrobiana.

Com relagdo a S. aureus, Lin et al. (2010) relatam que a bactéria é capaz de sobreviver em ambientes adversos.
Assim, estima-se que esta capacidade estaria sendo evidenciada frente aos OEs de laranja do presente estudo.

Ja para a levedura C. krusei foi observada a formacdo de halo de inibicdo para os OEs de laranja-pera e de laranja
serra d’agua, agrupados pelas analises multivariadas realizadas, mexerica e limdo-cravo e limdo-taiti, estes dois também
agrupados.

A levedura C. parapsilosis, por sua vez, teve seu crescimento inibido por todos os OEs, exceto o da laranja campista.
Mesmo sendo um cultivar de laranja, esta amostra ndo foi agrupada com as demais por sua composicdo peculiar, considerando
0s compostos majoritarios: elevado teor de d-limoneno, auséncia de y-terpineno e baixo teor de (-)-B-pineno, caracteristica que
pode estar associada a ndo inibigéo da levedura.

De modo geral, os OEs da mexerica, limdo-taiti e limdo-cravo foram capazes de inibir o crescimento de todos 0s
microrganismos analisados, comportamento que pode estar relacionado com teores ndo muito elevados de d-limoneno e
moderados de y-terpineno e de (-)-B-pineno.

Lopes et al. (2013) verificaram a atividade antimicrobiana de OEs das cascas de frutos e das folhas da espécie Citrus
limettioide frente a varios microrganismos, sendo alguns relatados neste trabalho (S. aureus, E. coli e C. parapsilosis). Para as
folhas foi observada a inibicéo do crescimento apenas das bactérias, sendo o linalol o componente majoritéario. J& os OEs das
cascas dos frutos, cujo componente majoritario é o d-limoneno, ndo apresentaram atividade antimicrobiana.

Contudo, a associa¢do entre os componentes dos OEs e a atividade antimicrobiana pode ser mais complexa. Por
exemplo, Henriques et al. (2009) relatam a atividade antimicrobiana das substancias limoneno, linalol, 4-terpinenol, B-ocimeno
e geranial, todos presentes nos OEs extraidos nesse trabalho.

Estudos descritos por Gerhardt et al. (2012) mostraram que o OE de limdo-cravo possui atividade antimicrobiana
frente as bactérias S. aureus e E. coli testadas, resultado que corrobora com esse trabalho.

Espina et al. (2011) avaliaram a influéncia dos OEs de laranja, limdo e tangerina frente a S. aureus, E. coli, entre
outras bactérias. Os OEs de limédo e laranja ndo mostraram inibicdo contra os microrganismos testados. Ja o de tangerina
mostrou um amplo espectro de atividade antimicrobiana para todos 0s microrganismos.

Cavalcanti et al. (2012) observaram a atividade antiflngica para as espécies do género Candida (C. albicans, C. krusei
e C. tropicalis), sendo os OEs das espécies C. aurantium, C. limon e C. reticulata ativos.

Por meio dos testes antimicrobianos verificou-se que os 6leos essenciais testados foram efetivos no controle do
desenvolvimento da maioria dos microrganismos testados, sendo o potencial antimicrobiano diferente em fungdo da espécie
testada. Além disso estima-se que a atividade antimicrobiana de OEs das cascas de frutas citricas estudadas esta relacionada a
sua constituicdo quimica que pode ser influenciada pelo método de extracdo e pelas condi¢Ges de cultivo da planta (Costa et
al., 2012).

Dessa forma, pode-se estimar que a atividade antimicrobiana de OEs das cascas de frutas citricas estudadas esta
relacionada a sua constituicdo quimica que pode ser influenciada pelo método de extracdo e pelas condi¢Bes de cultivo da
planta (Costa et al., 2012).
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4. Concluséao

Os cultivares de laranja apresentaram rendimento de extracdo de OE superior as outras amostras, sendo a laranja
campista a de melhor resultado: 3,58% m m. Os demais cultivares apresentaram rendimentos de extracdo superiores a 2,00%
m m* enquanto as outras espécies estudadas tiveram rendimentos inferiores a 1,50% m m™,

As andlises fisico-quimicas evidenciaram densidades menores que 0,85 g mL™! para os cultivares de laranja e maiores
para as demais espécies. A solubilidade em etanol 90% foi diferenciada, sendo menor para o OE de mexerica (0,3 mL), maior
para as espécies de limdes (0,5 mL) e intermediaria para os cultivares de laranja (0,4 mL). Por sua vez, o indice de refracéo de
todos os OEs foi similar a 1,4700.

A analise por GC-MS possibilitou a identificacdo de 61 constituintes distintos nos OEs, evidenciando
comportamentos como o elevado teor relativo de d-limoneno nos cultivares de laranja, acima de 90%, enquanto nas demais
espécies variou entre 50 a 77%. Paralelo ao menor teor de d-limoneno, estes OEs ainda apresentaram mais dois compostos
majoritarios representativos: (-)-p-pinene (8 a 9%) e y-terpineno (13 a 15%).

A PCA e a HCA evidenciaram agrupamentos dos OEs que corroboram com as suas classificacBes em cultivares de
laranja, lim&o e mexerica, excetuando-se a laranja campista, ndo agrupada.

Para as analises antimicrobianas dos OEs, todos os microrganismos foram sensiveis contra os limdes e mexericas e
todos os OEs apresentaram atividade antimicrobiana frente a bactéria E. coli. Ja as leveduras foram sensiveis aos cultivares
laranja-pera e laranja serra d’agua, sendo a C. parapsilosis sensivel a laranja-bahia. Os 6leos essenciais dos diferentes tipos de
laranjas ndo apresentaram efeito inibidor contra a linhagem de S. aureus testada.

Assim, foi possivel propor uma metodologia eficiente com a finalidade de se aproveitar o excedente das cascas de
frutas citricas, acdo de sustentabilidade e que gera ganhos econémicos e ambientais. Além disso foi possivel gerar informac6es
aos produtores e consumidores sobre a variacdo da composi¢do quimica dos OEs de algumas das frutas citricas
comercializadas no Brasil.

Como perspectivas futuras pretende-se realizar outras analises microbiolégicas incluindo novos microrganismos
patogénicos, buscando ampliar as aplicagcdes dos dleos essenciais extraidos de excedentes das cascas de frutas citricas. Com
relagdo as andlises multivariadas, objetiva-se fazer uso da matriz de correlacdo para verificar padrfes de agrupamentos por
PCA, relaciona-los aos compostos volateis e aos resultados das anélises microbioldgicas. Por fim, os 6leos essenciais extraidos
serdo analisados em um polarimetro para o registro de sua atividade Optica, uma medida de grande importancia no controle de

qualidade fisico-quimico de dleos essenciais e Util na comparagéo entre as amostras.
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