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Resumo

A implementacdo de alternativas menos agressivas ao meio ambiente, pautadas no reaproveitamento de residuos, faz-
se cada vez mais necessaria e é tendéncia de mercado. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo extrair e
caracterizar o 6leo essencial de laranja obtido a partir de residuos de Citrus sinensis ‘Valencia’ com vistas na
maximizacdo do rendimento de limoneno, avaliando-o frente ao seu potencial antimicrobiano e antioxidante. A
extracao foi realizada pelos métodos de hidrodestilagdo e soxhlet. A caracterizagdo do 6leo essencial foi realizada por
cromatografia gasosa com detector por ioniza¢cdo de chama (CG-DIC) e a estrutura quimica do limoneno foi
confirmada por espectrometria de massas (CG-EM). O efeito das variaveis na extracdo liquido-liquido apds a
hidrodestilacdo foi avaliada a partir de planejamento experimental, obtendo-se maior rendimento global de limoneno
no 6leo essencial nas condi¢des de 90 minutos e razdo volumétrica 100:10 (soluto:solvente). O éleo essencial obtido
na melhor condicdo de processo, demonstrou acdo antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Proteus mirabilis,
com concentragdes inibitorias minimas de 0,151 gomL™ e 0,302 g'mL™, respectivamente, avaliadas pelo método de
microdiluicdo em caldo. Além disso, 0 dleo essencial apresentou atividade antioxidante de 84,64 + 2,35% para
concentracdo de 93,44 pg-mL™* e ICs de 24,72 pg-mL™:, avaliadas pelo método de eliminagdo de radicais livres de
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os resultados obtidos permitem concluir que a extracdo do 6leo essencial de
laranja a partir de residuos de Citrus sinensis ‘Valencia’ pela rota proposta € vidvel e que este apresenta potencial

como aditivo antimicrobiano e antioxidante para futuras aplicacdes.

Palavras-chave: Limoneno; Oleo essencial de laranja; Hidrodestilacdo; Acao antimicrobiana; Atividade antioxidante.

Abstract

The implementation of less aggressive alternatives to the environment, based on the reuse of residues, is increasingly
necessary, and is a market trend. In this context, the present work aimed to extract and characterize the orange
essential oil obtained from residues of Citrus sinensis 'Valencia' with a view to maximizing the yield of limonene,
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evaluating it in terms of its antimicrobial and antioxidant potential. Extraction was performed by hydrodistillation and
soxhlet methods. Essential oil characterization was performed by gas chromatography with flame ionization detector
(GC-FID) and the chemical structure of limonene was confirmed by mass spectrometry (GC-MS). The effect of
variables on liquid-liquid extraction after hydrodistillation was evaluated from an experimental design, obtaining a
higher global yield of limonene in the essential oil under conditions of 90 minutes and volumetric ratio 100:10
(solute:solvent). The essential oil obtained in the best process condition showed antimicrobial action against
Staphylococcus aureus and Proteus mirabilis, with minimum inhibitory concentrations of 0.151 g'mL™* and 0.302
g'mL, respectively, evaluated by the broth microdilution method. Moreover, the essential oil showed an antioxidant
activity of 84.64 = 2.35% for a concentration of 93.44 ug-mL* and an I1C50 of 24.72 pg-mL?, evaluated by the 2,2-
diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) free radical scavenging method. The results obtained allows to conclude that the
extraction of orange essential oil from residues of Citrus sinensis 'Valencia' by the proposed route is feasible and that
it has potential as an antimicrobial and antioxidant additive for future applications.

Keywords: Limonene; Orange essential oil; Hydrodistillation; Antimicrobial action; Antioxidant activity.

Resumen

La implementacion de alternativas menos agresivas con medio ambiente, basadas en reutilizacion de residuos, es cada
vez mas necesaria, y tendencia del mercado. Asi, el presente trabajo tuvo como objetivo extraer y caracterizar el aceite
esencial de naranja obtenido a partir de residuos de Citrus sinensis 'Valencia' con miras a maximizar el rendimiento de
limoneno, evaluandolo en cuanto a su potencial antimicrobiano y antioxidante. La extraccion se realizd por
hidrodestilacién y soxhlet. La caracterizacion del aceite esencial se realiz6 mediante cromatografia de gases con
detector de ionizacién de llama y la estructura quimica del limoneno se confirm6 mediante espectrometria de masas.
A partir de un disefio experimental se evaluo el efecto de las variables sobre la extraccion liquido-liquido posterior a
la hidrodestilacion, obteniendo un mayor rendimiento global de limoneno en el aceite esencial en condiciones de 90
minutos y relacién volumétrica 100:10 (soluto:solvente). El aceite esencial obtenido en las mejores condiciones de
proceso mostrd accién antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Proteus mirabilis, con concentraciones
inhibitorias minimas de 0,151 g-mL? y 0,302 g-mL, respectivamente, evaluadas por método de microdilucién en
caldo. Ademas, el aceite esencial mostré una actividad antioxidante de 84,64 + 2,35% para concentracién de 93,44
ug-mL1ty ICsp de 24,72 pg-mLL, evaluada por método de captacion de radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). Los resultados obtenidos permiten concluir que la extraccién del aceite esencial de naranja de residuos de
Citrus sinensis 'Valencia' por la via propuesta es factible y que tiene potencial como aditivo antimicrobiano y
antioxidante para futuras aplicaciones.

Palabras clave: Limoneno; Aceite esencial de naranja; Hidrodestilacion; Accion antimicrobiana; Actividad
antioxidante.

1. Introducéo

A ascendéncia de um processo de crise ambiental ao longo das Gltimas décadas, o qual muito se deve a agdo
antrépica, caracteriza um cenario carente de medidas sustentaveis efetivas (Pires, Ribeiro & Machado, 2017). A
implementacdo de processos menos agressivos ao meio ambiente, a qual passa essencialmente pela engenharia quimica,
corrobora ao desenvolvimento de bioindustrias, atuando fundamentalmente sobre o reaproveitamento de residuos, como
abordado no Programa de Quimica Verde da Pfizer (Colberg et al., 2021).

Dentre os produtos que podem ser extraidos da biomassa destacam-se os 6leos essenciais, amplamente aplicados na
atividade industrial no ambito farmacéutico, na producdo de alimentos e cosméticos em geral. Os dleos essenciais mais
estudados sdo os 6leos essenciais de lavanda, alecrim (Maia et al., 2014), melaleuca (De Moura & Pires, 2016), eucalipto (Vitti
& Brito, 2003), liméo e laranja (Pires et al., 2017).

O dleo essencial de laranja pode ser extraido a partir de residuos do processamento das frutas, cujo principal
componente € o limoneno (Ferronatto & Rossi, 2018), um hidrocarboneto ciclico insaturado classificado como um terpeno e
que possui nomenclatura [JUPAC 1-metil-4-isopropenilciclohex-1-eno (PubChem, 2022). Este, apresenta formula molecular
CioHi6 € pode ser encontrado de duas formas na natureza, visto que se trata de um isémero, o R-limoneno e o S-limoneno
(Azambuja, 2021).

Dentre as principais aplicacfes do limoneno, destaca-se 0 uso como solvente, como aromatizante, como precursor na
sintese da carvona, e, nos Ultimos anos, estudam-se possibilidades de aplicacBes na area da saude, sobretudo na éarea

farmacéutica, como principio ativo de medicamentos voltados ao controle do colesterol no organismo, visto que este apresenta
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certa inibicdo sobre a enzima que produz o lipidio tratado (Azambuja, 2021). Estudos na literatura também reportam que o
limoneno possui agdo antioxidante (Ferronatto & Rossi, 2018) e atividade quimiopreventiva bem estabelecida frente a alguns
tipos de canceres (Sun, 2007; Yang et al., 2017). Além disso, conforme verificado por Zhang, Liu e Tao (2009), evidencia-se 0
potencial antimicrobiano intrinseco do limoneno, ainda que diluido, como verificado em testes laboratoriais preliminares
envolvendo bactérias dos géneros Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus subtilis, o que serve de base para
realizacdo de estudos mais aprofundados. De acordo com Flores et al., (2019), tal acdo antibacteriana também é constatada
frente a Salmonella typhimurium.

Desta forma, a fim de sustentar o nicho de mercado apresentado, verifica-se a importancia de uma fonte consolidada
de matéria-prima, a qual é encontrada em territério nacional, visto que a produgdo brasileira anual de laranjas corresponde a
cerca de 250 milhdes de caixas e espera-se que a safra de 2021/22 atinja um montante proximo de 265 milhGes de caixas, 0
equivalente a 10,8 milhdes de toneladas, das quais, cerca de 40% correspondem a variedade de interesse do trabalho em
questdo (Fundo de Defesa da Citricultura [FUNDECITRUS], 2021). No que se refere & producéo industrial de sucos, da qual
se obtém os residuos da laranja, matéria de interesse para extracdo do 6leo essencial, estima-se que o Brasil seja responsavel
por 79% da producdo mundial, de modo a produzir cerca de 3,5 milhdes de toneladas de residuos a cada ano (Associagao
Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos [CITRUS BR], 2021).

Industrialmente, as principais técnicas utilizadas na extracdo de 6leos essenciais sdo a separagdo mecénica, através de
prensagem ou raspagem da casca (Silva, Ribeiro, Borges & Blois, 2009), a extracéo pelo uso de solventes (Zhang et al., 2009),
como o hexano, por exemplo, e a destilacdo por arraste a vapor (Boutekedjiret et al., 2003). Estudos relacionados ao
beneficiamento do 6leo essencial de laranja sdo escassos, especialmente no que se refere a purificacdo e isolamento do
limoneno para posterior aplicacdo (Siddiqui et al., 2022). Em se tratando das extra¢gdes com solventes organicos reportadas na
literatura, destaca-se o hexano como melhor solvente para extracdo do limoneno no éleo essencial de laranja, todavia mediante
um baixo rendimento. O solvente reportado com melhor rendimento para obten¢do do 6leo essencial foi o etanol, porém com o
mesmo nao foi verificada a presenca de limoneno (Battista et al., 2020).

Assim, dadas as propriedades do hidrocarboneto apresentado, sobretudo no que tange a potencial agdo antimicrobiana
positiva, bem como o apelo ambiental vinculado a alta producdo de residuos de processo na indUstria de citrinos, no dmbito
nacional e global e a caréncia de processos produtivos de larga escala, o desenvolvimento de estudos que possibilitem a
implantacdo do processo em nivel industrial ¢ um campo a ser explorado. Neste contexto, o presente trabalho tem como
objetivo extrair e caracterizar o dleo essencial de residuos de Citrus sinensis ‘Valencia’ com vistas na maximiza¢do do
rendimento de limoneno, fornecendo condi¢Bes operacionais para implantacdo do processo a nivel industrial, bem como para

aplicac0es futuras, avaliando também o composto de interesse frente ao potencial como agente antimicrobiano.

2. Metodologia
2.1 Obtencao e pré-tratamento da biomassa

As amostras de laranja do género Citrus sinensis ‘Valencia’ foram coletadas, selecionadas e processadas no interior de
Chapec6/SC. As cascas obtidas apos o processamento foram armazenadas em refrigerador operando a0 £ 1 °C.

As cascas foram submetidas a um processo de secagem em estufa sob diferentes temperaturas, sendo estas 40 + 1 °C e
50 £ 1 °C, por 24 horas, a fim de avaliar qual a op¢do mais viavel para realizacdo da secagem, em se tratando dos pardmetros
de tempo de processo e conservagdo da amostra de matéria-prima para o processo e mensurar a influéncia da temperatura de

secagem das cascas na extragdo de 6leo essencial nas duas metodologias experimentais utilizadas.
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2.2 Materiais

Como matéria prima para os processos de obtengdo do limoneno, foram utilizadas as cascas processadas, conforme
descrito na se¢édo 2.1.

Na hidrodestilacdo, agua destilada foi utilizada como solvente para a extracdo do 6leo essencial das cascas. Utilizou-
se éter de petroleo (>99%, Dinamica®) como solvente para a extracdo liquido-liquido, dada a afinidade quimica entre o
limoneno e o solvente implementado, como verificado por Battista et al. (2020), além da possibilidade de recuperacdo e
reutilizacdo do mesmo ao fim da extracdo. A escolha do mesmo frente a outros solventes justifica-se pela simplificacdo do
processo de separacdo do Oleo essencial, relacionada a menor temperatura de ebuli¢do do éter de petrdleo. Fez-se uso de
sulfato de sédio anidro (EMSURE®) para remover resquicios de dgua na fase organica.

No processo de extragdo via mecanismos de soxhlet fez-se uso do hexano (>98,5%, Dindmica®) como solvente no
processo de extracdo sélido-liquido. A escolha do hexano como solvente deu-se visto que, conforme Ozturk et al., (2019), o
mesmo possui 86% de afinidade com o limoneno.

Além disso, o hexano pode ser reutilizado, mediante recuperacéo deste ao final do processo, atuando desta forma,
também, no desenvolvimento de um projeto sustentavel nos ambitos econémico e ambiental.

Estima-se que aproximadamente 68% do hexano de processos de extracdo podem ser recuperados, em média. Outro
aspecto interessante no uso desse solvente é a vantagem econémica, como apresenta um custo beneficio melhor que grande
parte dos outros solventes passiveis de utilizacdo para o processo de extracdo (Ozturk et al., 2019).

No estudo da caracterizacdo quimica do Oleo essencial extraido, realizada através de cromatografia gasosa com
detector por ionizacdo de chama (CG-DIC) e cromatografia gasosa vinculada a espectrometria de massas (CG-EM), foi
utilizado metanol (>99%, J.T. Baker®) como solvente. Para avaliacéo e validagdo dos resultados obtidos nas leituras de CG-
DIC e CG-EM, adotou-se como referéncia um padréo, dleo essencial de laranja comercial (Duas Rodas).

Para avaliagdo da concentracéo inibitdria minima (CIM), via microdilui¢do em caldo, os reagentes utilizados foram:
oleo essencial de laranja (obtido conforme processo descrito nas se¢des 2.3.1 e 2.7), Brain Heart Infusion — BHI (Merck, P.A.),
cloreto de sddio (Merck, P.A.), Mueller Hinton (Merck, P.A.), Dimetilsulféxido — DMSO (Vetec, P.A.) e cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazdlico — TTC (Merck). O teste em questdo foi realizado utilizando-se microplacas de 96 micropogos (INLAB), com
fundo em forma de U, dispostos ao longo de 8 linhas, nomeadas de “A” a “H”, ¢ 12 colunas, numeradas de 1 a 12.

Como microrganismos, utilizou-se cepas padronizadas pela American Type Culture Collection — ATCC (Bioscan) e
Newprov — NEWP, sendo estas a gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e as gram-negativas Escherichia coli
(ATCC 35218), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (NEWP 0053) e Proteus mirabilis (ATCC
25933).

Para avaliacdo frente a atividade antioxidante foram utilizados como reagentes: éleo essencial de laranja (obtido
conforme processo descrito nas se¢fes 2.3.1 e 2.7), etanol (>99%, Dindmica®) e solucdo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) 0,004%.

2.3 Meétodos
2.3.1 Método de extracdo via hidrodestilacao
2.3.1.1 Mecanismo da hidrodestilacéo

Para mensurar a quantidade de 6leo essencial extraido, foram realizados ensaios em triplicata para cada temperatura
de secagem, utilizando-se inicialmente, uma propor¢do de 250 mL de 4gua para 40 g de cascas de laranja. As cascas de laranja
foram adicionadas ao baldo de trés bocas de 500 mL V-V ¢, em seguida, 250 mL de agua destilada. Acoplou-se o baldo em uma

manta de aquecimento (51 (QUIMIS, modelo Q321A25-315W). Em um dos orificios do baldo acoplou-se um termdmetro -4
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para medir a temperatura do processo, a qual foi mantida constante em 95 °C. Em seguida aguardou-se até a mistura atingir 80
°C, momento que se deu inicio a marcagdo do tempo. Fez-se reposicdes de agua no interior do baldo através de um funil de
adicdo 4 de acordo com o nivel do volume da mistura. O aquecimento da solugo no equipamento propicia o desprendimento
dos compostos que constituem o éleo essencial, 0s quais migram das cascas para o solvente, e sdo posteriormente arrastados
com o vapor de agua pelos adaptadores de Claisen -3 e de trés vias 5. O vapor contendo o 6leo essencial é transportado até
a entrada do condensador -9 alimentado com agua corrente, fazendo o vapor migrar para a fase liquida, sendo retirado pelo
tubo adaptador de saida . O tempo de operacdo do processo foi de 3 h e 30 min, sendo entdo o volume de condensado no
destilado (V-® retirado (Pires et al., 2017).

O mecanismo do processo de Hidrodestilagdo é representado pela Figura 1. As vidrarias e equipamentos utilizados

encontram-se destacados e devidamente identificados sobre a fotografia a fim de um melhor entendimento.

Figura 1. Processo de montagem do mecanismo de hidrodestilacao.

Fonte: Autores (2021).

2.3.1.2 Extracao liquido-liquido do destilado

Ap0s o processo de extracdo sélido-liquido, foram desenvolvidos dois estagios de extracdo liquido-liquido, onde, no
primeiro estagio, transferiu-se o volume de destilado a um baldo de fundo chato de 500 mL, em contato com um banho de gelo,
sobreposto a uma chapa de rotacdo (QUIMIS, modelo Q261-22). Posteriormente, adicionou-se 40 mL de éter de petréleo
através de uma pipeta volumétrica e uma barra magnética para submeter a solugdo a uma agitagdo constante. O banho de gelo
manteve-se a temperatura de 5 °C, impedindo assim a evaporacdo do éter de petréleo, cuja temperatura de ebulicdo
apresentado na ficha técnica é de 30 °C (Exodo Cientifica, 2022).

Apds 90 min de agitacdo transferiu-se a solu¢do para um funil de separacdo de 500 mL onde a mesma permaneceu em
repouso por 10 min. Entdo, com a distingdo de fases, em decorréncia da diferenca de densidades, fez-se possivel a separacao
das fases aquosa e organica. Na parte inferior, fase aquosa da solucdo, tem-se o denominado de Rafinado 1, e a fase superior

apresenta 0 denominado Extrato 1. Armazenou-se o Extrato 1 em um frasco fechado para impedir a sua volatizacdo, e
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submeteu-se o Rafinado 1 a mais um estagio de extracdo empregando-se novamente 40 mL de éter de petrdleo, deixando o
sistema sob agitacdo por 60 minutos, em processo analogo ao primeiro estagio de extragdo liquido-liquido, originando assim o
Rafinado 2 e o Extrato 2. Descartou-se o Rafinado 2 de composicdo majoritariamente aquosa e misturou-se os Extratos 1 e 2
(compostos de solvente e 6leo essencial) (Pires et al., 2017).

2.3.1.3 Obtencéo do 6leo essencial - hidrodestilagéo

Transferiu-se a mistura dos extratos para um béquer de 100 mL, no qual adicionou-se 10 g de sulfato anidro para
retirar qualquer residuo de agua restante. Utilizando kitassato de 300 mL e bomba de vacuo (Fisaton Brasil, Modelo 824),
filtrou-se a solugdo. Pesou-se a massa da solugdo de éter de petrdleo com 6leo essencial da laranja em um baldo de 100 mL.
Acoplou-se o baldo a um rotaevaporador (Tecnal, Modelo TE-211), mantido sob temperatura constante de 30 + 1 °C e
vinculado a uma bomba de vacuo (Fisaton Brasil, Modelo 824). Dada a conhecida temperatura de ebulicdo do éter de petroleo,
alimentou-se o condensador do rotaevaporador com agua resfriada em banho termostatico (QUIMS, Modelo: Novembro 05) a

5 °C. Apos a evaporacao, pesou-se a massa de dleo essencial no bal&o.

2.3.2 Extracao com solvente por soxhlet
2.3.2.1 Mecanismo de soxhlet

Pesou-se 50 g de cascas de laranja e transferiu-se as mesmas a um papel filtro, produzindo uma espécie de saché. O
papel filtro foi devidamente acoplado no extrator de Soxhlet V-!2, Alimentou-se o baldo de fundo chato de 500 mL 19 com
volume de 300 mL de hexano e acoplou-se este ao extrator. O baldo foi colocado no equipamento de banho maria &2
(QUIMS, Modelo: 218-2) de forma que o nivel do solvente dentro do baldo fosse equivalente ao nivel de agua do banho e 0
tempo de operagdo iniciou-se quando o banho atingiu 70 °C. O tempo de operacdo do processo para o experimento foi de 3 h
de extragdo (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada [IUPAC], 1979).

O mecanismo de operacédo de extracdo com solvente é representado de acordo com a Figura 2.

Figura 2. Processo de montagem do mecanismo de soxhlet.

Fonte: Autores (2021).
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2.3.2.2 Obteng&o do extrato - soxhlet

Transferiu-se todo o solvente do processo para um baldo de fundo redondo de 500 mL. Pesou-se a massa da solucéo e
em seguida acoplou-se o baldo ao rotaevaporador (Tecnal, modelo TE-211), programado com a temperatura de banho a 50 + 1
°C e com o sistema de vacuo ligado. Alimentou-se o condensador do rotaevaporador com agua resfriada em um banho

termostatico (QUIMS, Modelo: 218-2) a 5 °C. Apds a evaporacdo, pesou-se a massa de 6leo essencial no baldo de 500 mL.

2.4 Caracterizacao quimica

A Cromatografia Gasosa com Detector por lonizacdo de Chama (CG-DIC) foi utilizada para caracterizagdo quimica
do extrato (6leo essencial). Para analise de CG-DIC, as amostras foram purificadas conforme procedimento descrito na secao
Obtencao do 6leo essencial - hidrodestilagéo (se¢do 2.3.1.3). As leituras foram realizadas no equipamento GC System 7890B
(Agilent Tecnologies) utilizando-se metanol (>99%, J.T. Baker®) como solvente. A diluicéo do 6leo essencial no solvente foi
feita com 10 pulL da amostra para 1 mL de metanol. No procedimento em questdo adotou-se um programa de temperatura entre
80 °C e 240 °C, com taxas de aquecimento de 7 °C-mint até 180 °C e 50 °C-min’t até 240 °C e vazdo de hélio na coluna
(Agilent CP7488 — 50m x 240 um x 0,2 pm) equivalente a 0,5 mL-min*. O detector encontrava-se a 300 °C, sob fluxo de ar de
450 mL-min* e H, (Hidrogénio — Combustivel do Detector) de 50 mL-min.

As areas dos picos verificados nas leituras de CG-DIC para as amostras foram quantificadas, de forma a obter-se o
percentual de limoneno em cada uma, permitindo assim, o célculo do rendimento global de limoneno no processo. Os picos
foram comparados com relagéo ao padréo, o dleo essencial de laranja comercial (Duas Rodas).

Posteriormente, para validacdo da analise descrita, realizou-se também Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), no equipamento CG/MSD System 5977A (Agilent Tecnologies), em coluna Agilent
19091S-433 (30m x 250 pm x 0,25 pm), sob fluxo de Hélio de 1,2 mL-min™!, adotando-se dilui¢do de 10 pL de amostra para 5
mL de metanol, com 0 mesmo programa de temperatura aplicado na CG-DIC, a fim de confirmar os resultados obtidos quanto
a caracterizacdo da amostra. A confirmagao da estrutura quimica do limoneno deu-se através de comparativo com a Biblioteca
Nist.

2.5 Célculo do rendimento do extrato
O rendimento pode ser calculado com base na massa de cascas de laranja utilizada e a massa de 6leo essencial

extraido, sendo representado pela Equagdo 1.

Masza de Glee sxtraido

Rendimento (04) =

* 100 1)

Masea de cascas utilizada

2.6 Calculo do rendimento do limoneno
Tal rendimento pode ser calculado a partir da massa de cascas de laranja utilizada, a massa de 6leo essencial extraido

e a fraclo de limoneno verificada na amostra de extrato, obtida via caracterizagdo cromatografica, conforme pela Equacéo 2.

3 Mazza de Gleo extraido+ Fragio de Limoneno Medida
Rendimento (34) = - = *100 )

Maszsa de cazcas utilizada
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2.7 Efeito das variaveis na extracédo liquido-liquido

A fim de otimizar a etapa de extragdo liquido-liquido desenvolvida em acordo ao método de hidrodestilagdo, visando
redugdo no tempo de processo, bem como menor demanda de solvente pelo processo de recuperagdo do 6leo essencial no
extrato obtido na extragdo sélido-liquido em fase aquosa, justifica-se a implementacdo de um delineamento experimental.

A técnica de planejamento experimental foi utilizada a fim de avaliar os efeitos das variaveis operacionais do processo
de hidrodestilacdo, no que se refere as condicbes da etapa Extracdo Liquido-Liquido do Destilado (Proporgédo
Destilado/Solvente e Tempo de Extracdo Liquido-Liquido), de forma a determinar qual a condicédo ideal para extracdo do éleo
essencial, com foco na maximizacéo da obteng&o de limoneno.

Desenvolveu-se um planejamento experimental 22 com triplicata no ponto central e quatro pontos axiais (11 ensaios).
A proporgdo de solvente organico em relagdo ao destilado variou entre 5,9:100 e 34,1:100. O tempo de cada uma das duas
etapas de Extracdo Liquido-Liquido (ELL) foi avaliado entre 17,7 min e 102,3 min. A obtencdo do destilado utilizado na ELL
deu-se de maneira andloga ao processo descrito na se¢cdo Mecanismo de Hidrodestilagéo e a separacdo do dleo essencial foi
realizado conforme indicado na etapa Obtenc&o do 6leo essencial - hidrodestilaco.

Finalizado o processo de obtencdo do 6leo essencial, 0 mesmo foi diluido em metanol e avaliado via CG-DIC
conforme procedimento apresentado em Caracterizacdo Quimica do Extrato. Tal procedimento descrito foi aplicado as 11
amostras do planejamento experimental. A relagdo obtida entre as condic¢des, cujas variacdes foram avaliadas quanto a
influéncia sobre o rendimento do processo e os resultados alcancados para cada ensaio, encontra-se expressa na Tabela 3.

Os dados experimentais foram tratados estatisticamente utilizando-se o software Statistica® (Statsoft Inc, EUA).

2.8 Avaliacéo da atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana do extrato do 6leo essencial de laranja, foi utilizado o ensaio de microdiluigdo
em caldo, de acordo com o procedimento descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), documento MO7-
All: Métodos para testes de sensibilidade aos antimicrobianos por dilui¢do para bactérias de crescimento aerébico (Clinical
and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2018), com adaptagdes.

Como culturas de avaliagdo foram utilizadas as espécies E. coli (ATCC 35218), S. aureus (ATCC 25923), S.
typhimurium (ATCC 14028), P. aeruginosa (NEWP 0053) e P. mirabilis (ATCC 25933).

2.8.1 Preparo do indculo e da suspensao bacteriana

As cepas de bactérias liofilizadas, as quais encontravam-se inicialmente na forma de pellets, foram hidratadas em
caldo BHI e incubadas em estufa bacteriologica (Quimis, Q316m5) por 24 h a 36 + 1 °C. Posteriormente, realizou-se a
homogeneizacdo em agitador vortex (Quimis, g220) durante 15 segundos e o preparo do inéculo para cada um dos
microrganismos foi realizado em tubos de ensaio estéreis, com uma aliquota da suspensdo bacteriana, cultivada em 3 mL de
caldo BHI. Tal in6culo foi incubado em estufa bacterioldgica (Quimis, Q316m5) a 36 + 1 °C por 24 h (CLSI, 2018).

Em seguida, o 4gar Mueller Hinton, na temperatura de 45 °C, foi adicionado em placas de Petri (90 mm x 15 mm) e
aguardou-se sua solidificacdo em temperatura ambiente. Com o auxilio de uma alga, foram retiradas aliquotas das suspensoes
bacterianas e estas foram espalhadas sobre a superficie do agar, de forma a cultivar cada microrganismo em uma placa
especifica. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica (Quimis, Q316m5) a 36 + 1 °C durante 24 h. Foram retiradas
das placas algumas colbnias bacterianas, as quais foram imersas em 4 mL de solugdo salina estéril (NaCl, 0,9%). O ajuste da
turbidez do meio foi realizado utilizando-se um espectrofotémetro UV-Vis (Shimadzu, 1900), medindo-se a absorbancia para o
comprimento de onda de 619 nm, até a obtencdo da concentragdo de 108 UFC-mL* (absorbancia entre 0,08 e 0,10) (CLSI,
2018).
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2.8.2 Ensaio de microdilui¢cdo em caldo para determinagdo da concentracdo inibitria minima (CIM)

O ensaio de microdiluicdo em caldo foi utilizado para avaliar a agdo antibacteriana do extrato do 6leo essencial de
laranja, bem como para determinar a concentragéo inibitéria minima (CIM). Utilizou-se microplacas estéreis, de 96 cavidades,
nas quais foram adicionados 100 pL de caldo BHI (CLSI, 2018). Os testes foram realizados em triplicata para cada
microrganismo, caracterizada pelo uso de trés cavidades na mesma linha em trés colunas diferentes, sendo estas as colunas 1, 2
e 3, identificadas como “O”.

Foram produzidas solucdes aquosas contendo solucdo de dimetilsuféxido (DMSO) a 10%, em tubos de ensaio, onde
adicionou-se o 6leo essencial extraido, a fim de obter a concentracéo inicial de 6leo essencial desejada. Em seguida, realizou-
se a homogeneizagdo do conteido destes, com o auxilio de agitadores de tubos Vortex. Ap6s a homogeneizacéo, aliquotas de
100 pL da solugdo resultante foram transferidas sucessivamente para as microplacas, de modo a obter solugdes para cultivo
bacteriano com diferentes concentracdes de 6leo essencial em cada linha das microplacas, conforme apresentado na Tabela 1.
Posteriormente, adicionou-se 5 uL de indculos bacterianos preparados com a concentragdo de 108 UFC-mL™* (CLSI, 2018).

Tabela 1. Concentragdes de 6leo essencial de laranja testadas em cada linha das microplacas nas analises de microdilui¢do em

caldo frente a E. coli, S. aureus, S. typhimurium, P. aeruginosa e P. mirabilis.

Linha na Microplaca Concentragcdes de Oleo Essencial Testadas (g-mL™)
A 0,3019
B 0,1509
C 0,0755
D 0,0377
E 0,0189
F 0,0094
G 0,0047
H 0,0024

Fonte: Autores (2022).

As solucBes de controle foram identificadas como Controle Positivo (+), Controle Negativo (-) e Branco (B) e
dispostas nas microplacas de maneira padronizada, nas colunas 9, 10 e 12, respectivamente. Cavidades da coluna identificada
pelo controle “+” contém somente caldo Brain Heart Infusion (BHI) e microrganismo e servem para comprovar a atividade do
microrganismo utilizado, de forma que 0 mesmo deve apresentar seu desenvolvimento nestas condic@es; solugdes identificadas
por “-” contém BHI, a solugdo de dimetilsuféxido 10% e o in6culo da suspensdo bacteriana, atuando de forma a garantir que
tal solugdo ndo inibe o crescimento da cepa testada, sendo tal acdo vinculada apenas ao composto de interesse; nas cavidades
da coluna definida por “B” ha somente o caldo BHI, com o objetivo de verificar a esterilidade da placa (CLSI, 2018).

As microplacas foram incubadas em estufa microbiologica em temperatura controlada de 36 + 1 °C durante 24 h.
Ap6s incubagio, foi adicionado a cada cavidade um total de 20 pL de solu¢do aquosa de 0,5% de Cloreto de Trifenil Tetrazolio
(TTC); e, novamente, as microplacas foram incubadas, por mais 3 h, para posterior leitura e analise quanto ao desenvolvimento

ou ndo de microrganismos, de forma a determinar a concentracdo inibitéria minima para o 6éleo essencial de laranja frente a
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determinado microrganismo. A realizagdo da leitura da CIM se d& através da ocorréncia ou ndo de alteragdo na coloragéo da
solucdo na cavidade apés a incubagdo mediante a presenca do TTC, de forma a constatar-se, caso tal alteragdo de cor ocorrae a
amostra passe a apresentar tonalidade avermelhada, que a concentragéo do extrato foi insuficiente para inibir o crescimento do
microrganismo testado. Caso ndo seja observada qualquer alteracéo na coloracdo para determinada concentracéo, infere-se que
a mesma é suficiente para o controle do crescimento da bactéria, sendo a menor concentracdo inibitéria verificada nos testes

identificada como minima concentracdo inibitéria (CLSI, 2018).

2.9 Avaliacdo da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante deu-se por meio da avaliacdo da reducéo do radical DPPH, utilizando-se
espectrofotdmetro UV-Vis (Biochrom, Libra S22), em acordo a metodologia desenvolvida por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995), com algumas adaptacGes.

Foram preparadas, a partir de uma amostra do 6leo essencial obtido via hidrodestilagdo nas condigdes de processo
vinculadas ao “Ponto Otimo” determinado através do delineamento experimental, solucdes nas concentracdes de 111,11
pL-mL?, 55,56 pL-mL™, 27,78 pL-mL?, 13,89 pL-mL, 6,94 pL-mL"te 3,47 pL-mL"2,

Adicionou-se em cada uma das cubetas 1 mL de etanol (>99%, Dindmica®), 2 mL de solu¢do de DPPH 0,004% e 1
mL de amostra da solucdo de dleo essencial, elaborando-se 6 solucfes ao todo, referentes a cada uma das concentragdes
testadas. Elaborou-se também uma solugdo de controle, a qual contém apenas 1 mL de etanol e 2 mL da solu¢cdo de DPPH
0,004%. Destacou-se ainda uma solucéo definida como Branco, a qual ndo possui DPPH.

Transcorridos 30 minutos apds a adicdo da amostra de 6leo essencial na solucdo de etanol e DPPH, foi realizada a
leitura da absorbancia a 517 nm em espectrofotdmetro UV-Vis. O desenvolvimento da analise deu-se em triplicata.

A partir das absorbancias medidas foi possivel calcular a atividade antioxidante (%AA) por meio das Equagoes 3 € 4.

Abzorbincia Amestra — Absorbancia Brance

%A4 =100 —

+ 100) @3)

Absorbincia Controle
Por meio da utilizagdo do software Origin® 2018 (OriginLab, USA) determinou-se a concentragdo necessaria para

inibir 50% dos radicais livres DPPH (ICsp), utilizando-se a Equacéo 4, a qual foi obtida a partir da curva padrdo vinculada a

acao antioxidante do composto e sua concentragdo, elaborada tomando-se por base as absorbancias medidas.

0%AA = 0,4856 = Concentragio Oleo Essencial + 35,7290 4

3. Resultados e Discussao

3.1 Obtencao do 6leo essencial
A partir da realizacdo dos métodos de hidrodestilacdo e extracdo via soxhlet, em laborat6rio, mediante a metodologia
apresentada, foram obtidos os seguintes rendimentos para extracdo do 6leo essencial da casca da laranja, conforme a Tabela 2.
As denominagBes dos ensaios realizados correspondem as diferentes temperaturas de secagem da matéria-prima,

sendo os Ensaios 1 e 2 vinculados as cascas secas nas temperaturas de 40 °C e 50 °C, respectivamente.
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Tabela 2. Rendimentos (%) do extrato para o processo utilizando cascas secas nas temperaturas de 40 °C (ensaio 1) e 50 °C

(ensaio 2)

Meétodo Utilizado Rendimento via Ensaio Rendimento via Ensaio 2

1 (%) (%)
Hidrodestilacéo 1,349 £ 0,001 1,535 £+ 0,001
Soxhlet 1,563 + 0,001 1,623 + 0,001

Fonte: Autores (2022).

Observa-se que, para 0 método de hidrodestilagdo, os rendimentos médios obtidos, em termos massicos, variam entre
1,35% e 1,5%, apresentando maior eficiéncia de processo para as extra¢cdes do Ensaio 2. Tais resultados preliminares apontam
uma diferenca consideravel entre os rendimentos obtidos para as extraces de cascas secas em 50 °C frente a outra condicéo de
temperatura testada, de forma que esta torna-se, a principio, a melhor condicéo de trabalho para se dar continuidade. No que
tange a literatura, segundo Bizzo et al., (2009), o rendimento maximo esperado para tal processo de extracdo de 6leo essencial
de citricos é de 0,4%, de forma que os resultados obtidos superam o esperado ao consultar-se a bibliografia.

No que tange as extragdes via soxhlet verifica-se que o melhor rendimento para obtencéo do extrato foi obtido a partir
do uso das cascas secas a 50 °C. A presenca de coloracdo forte nas amostras extraidas via soxhlet, conforme observa-se na
Figura 3, indica a presenca de outros compostos além daqueles também verificados no 6leo essencial obtido via
hidrodestilacdo, os quais estdo sendo arrastados pelo solvente utilizado, dado que o hexano possui grande afinidade com
substancias organicas presentes em alimentos em geral, como o betacaroteno (Nellis et al., 2017).

As amostras de extrato obtidas através de cada um dos métodos encontram-se apresentadas conforme a Figura 3.

Figura 3. llustracdo comparativa entre os 6leos essenciais obtidos por hidrodestilagdo (A e B) e os extratos obtidos por soxhlet

(C e D) para os ensaios 1 e 2 — cascas secas a 40 °C e 50 °C, respectivamente.

Fonte: Autores (2022).

11


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i9.31876

Research, Society and Development, v. 11, n. 9, e34211931876, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i9.31876

Conforme Battista et al., (2020), o rendimento médio para extragdes com outros solventes, como o etanol e a acetona,
por exemplo, pode ser cerca de 10 vezes maior que o rendimento quando se utiliza o hexano, todavia, mediante realizagéo de
analise de ressonancia magnética nuclear (RMN), os autores verificaram a auséncia ou caréncia de limoneno no éleo essencial
extraido, 0 que ndo ocorre nas amostras extraidas com hexano, onde a presenga do terpeno é comprovada. O rendimento para
extracdes com hexano esta de acordo com a literatura, a qual corresponde a cerca de 1,31%, de forma que os rendimentos das
extracdes realizadas nos testes preliminares sao levemente superiores ao esperado.

Comparando-se os diferentes métodos de extracdo, verifica-se rendimento superior de extrato no método soxhlet,
utilizando o hexano como solvente organico, frente a hidrodestilagdo, o que se deve a maior afinidade entre o solvente
organico e o composto alvo do processo. No que se refere as caracteristicas organolépticas das amostras, o cenario é favoravel

aquelas obtidas via hidrodestilagdo (Ozturk et al., 2019).

3.2 Caracterizagdo quimica do extrato

Os resultados obtidos para andlise de CG-DIC (Figura 4), indicam a presenca de terpenos na amostra caracterizada,
sendo o limoneno o composto majoritario, conforme confirmagao via CG-EM.

A comparacdo entre os métodos avaliados deu-se ndo somente pela avaliagdo dos rendimentos de 6leo essencial, mas
também pelas caracteristicas das amostras obtidas e a caracterizacdo quimica verificada na cromatografia para cada uma
destas, optando-se entdo por adotar o método de hidrodestilagio como mais adequado, e tomando-o por base para o
desenvolvimento do planejamento experimental.

Os resultados da caracterizacdo em questdo estdo apresentados na Figura 4, nas quais comparam-se as leituras do
extrato avaliado e do dleo essencial de laranja comercial padrao utilizado no equipamento.

12


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i9.31876

Research, Society and Development, v. 11, n. 9, e34211931876, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i9.31876

Figura 4. Cromatograma de CG-DIC para amostra de 6leo essencial obtido via hidrodestilacéo utilizando-se cascas secas a 50
°C (A) comparado ao dleo essencial de laranja comercial padrédo (B), destacando-se os picos para o limoneno em ambos (D e E,
respectivamente) e demais compostos verificados (C).
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Fonte: Autores (2022).

Os picos relacionados ao tempo de retencdo de 2,5 min, apresentados nas Figuras 4A e 4B, correspondem ao
comportamento do solvente utilizado para anélise, de forma que, para melhor visualizacdo dos demais picos presentes no
cromatograma, estes foram destacados nas Figuras 4C, 4D e 4E.

Verifica-se, na amostra de 6leo essencial caracterizada, a qual corresponde ao Ensaio 2 de hidrodestilagéo, a presenca
de algumas substancias além do composto de interesse, sendo estas, pineno e canfeno (Sigma Aldrich, 2022), evidenciadas
pelos picos indicados no tempo de retencdo entre 3 e 4 min (Figura 4C), reduzindo-se assim a pureza de limoneno no dleo
essencial; destaca-se o pico observado no tempo de retengdo de 9,912 min (Figura 4D), o qual esta vinculado ao limoneno e
assemelha-se ao obtido mediante analise do 6leo essencial de laranja comercial (Figura 4E). Cabe ressaltar que a estrutura
quimica do limoneno na amostra também foi confirmada via CG-EM através de comparativo com a Biblioteca Nist.

A porcentagem massica de limoneno na amostra caracterizada encontram-se evidenciada na Tabela 3.
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Tabela 3. Tempo de retengdo e percentual massico de limoneno no 6leo essencial obtido via hidrodestilagdo utilizando
amostras secas a 50 °C (ensaio 2) verificados pela CG-DIC,

Composicéo Tempo de Retencdo Percentual Verificado na
(min) Amostra (%)
Limoneno 9,91 57,55
Outros Compostos 3a4 42,55

Fonte: Autores (2022).

Na amostra analisada, a area referente ao terpeno (9,91 min) corresponde a 57,55%, o equivalente a 0,405 g, de forma
a extracdo apresentar um rendimento global de 1,011% para o composto de interesse, valor relativamente alto em comparacéo
ao indicado por Barros (1986), o qual corresponde a 0,4%, sobretudo levando-se em consideracdo a elevada volatilidade do
composto e as possiveis contaminacdes presentes, oriundas de residuos que podem ter se depositado no dleo essencial ao longo
do processo de extracdo e separacdo do mesmo. O rendimento obtido é semelhante ao verificado por Battista et al. (2020), para

extracOes Soxhlet utilizando-se hexano, nas quais o rendimento global para o limoneno é de 1,18%.

3.3 Efeito das variaveis na extracéo liquido-liquido

Os rendimentos obtidos para cada ensaio do planejamento experimental, encontram-se expressos na Tabela 4, sendo
possivel, desta forma, correlacionar cada uma das condi¢des cujas variagdes foram avaliadas a obtencdo de éleo essencial e
pureza do limoneno na amostra de extrato; faz-se possivel, ainda, estabelecer relacdo das interagdes entre as condicdes de
procedimento, de forma a identificar influéncias positivas ou negativas vinculadas a associa¢do de determinados parametros de
processo.
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Tabela 4. Matriz do delineamento experimental (valores reais e codificados) com a resposta em termos de rendimento global

de 6leo essencial e limoneno para o método de hidrodestilagdo utilizando-se cascas secas a 50 °C.

Ensaio Proporcéo Extracdes Tempo Rendimento Rendimento
Liguido-Liquido (mL-mLt) Extracdes LL (min) Oleo Essencial Limoneno
(%) (%)
1 -1 (100/10) -1 (307 0,1798 0,0013
2 +1 (100/30) -1 (30%) 1,5503 0,0315
3 -1 (100/10) +1(90%) 1,1248 0,2160
4 +1 (100/30) +1 (90") 4,0729 0,0314
5 0 (100/20) 0 (60%) 1,1563 0,0431
6 0 (100/20) 0(60%) 1,3996 0,0522
7 0 (100/20) 0(60%) 2,0579 0,0768
8 -1,41 (100/5,9) 0(60%) 0,3989 0,0154
9 +1,41 (100/34,1) 0(60%) 2,9820 0,0793
10 0 (100/20) +1,41 (102°18") 1,7560 0,1378
11 0 (100/20) -1,41 (17°42”) 1,0545 0,0000

Fonte: Autores (2022).

Tomando-se por base os resultados expressos na Tabela 4, e utilizando-se o software Statistica® (Statsoft Inc, EUA),
foi realizada a analise estatistica do planejamento experimental, por meio de analise de variancia (ANOVA) adotando-se nivel
de confianca de 95% (p < 0,05), andlise de regressao, plotagem de superficie de resposta e superficie de contorno. Os modelos
obtidos foram validados pelo teste-F. Assim, fez-se possivel a identificagdo do ponto 6timo para otimizacdo da extracdo,

conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. Superficie de resposta e curva de contorno obtidas em relagdo a interagdo entre tempo de extracdo e proporcédo

soluto/solvente na ELL para o rendimento de extrato (A e B, respectivamente) e de limoneno (C e D, respectivamente)
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Fonte: Autores (2022).

Obteve-se para analise estatistica relacionada ao rendimento do dleo essencial um coeficiente de determinagio (R?) de
0,9; para o estudo do rendimento quanto ao limoneno obtido no processo de extracdo, ja considerando-se o real percentual do
terpeno verificado no 6leo essencial, o coeficiente de determinagdo obtido possui valor 0,8; assim, asseguram-se as analises
posteriores vinculadas ao estudo estatistico do planejamento experimental.

Verifica-se, a partir das Figuras 5A e 5B, a interag8o positiva vinculada a associacdo de um maior tempo de cada uma
das duas etapas da ELL e 0 aumento da proporcéao de solvente frente ao soluto na mesma etapa do processo de extracdo do dleo
essencial; a influéncia positiva entre as varidveis indica que, aumentando-se o tempo e a proporcdo de solvente organico,
maximiza-se a quantidade de dleo essencial obtido, aumentando o rendimento da extragdo. Tal comportamento era esperado,

visto que, havendo um maior tempo de contato entre 0 solvente e o produto de interesse, e aumentando-se a propor¢do de
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solvente em relagdo ao volume total da solugdo, considerando-se ainda a interagdo quimica entre estes, simplifica-se o contato
entre as moléculas, aumentando o nimero de contatos efetivos que permitam ao 6leo essencial migrar da fase aquosa para fase
orgénica (Battista et al., 2020).

Todavia, apesar de verificar-se que o aumento da proporcéo de solvente e a adocdo de maiores tempos de ELL estdo
diretamente vinculadas ao aumento do rendimento obtido para extracdo do éleo essencial, a maximizacao destas variaveis ndo
é totalmente viavel, ao considerar-se que implica em processos mais longos e custosos, dado um maior tempo de operacao e
consumo de solvente.

Constata-se ainda, por meio das Figuras 5C e 5D, que Extragdes Liquido-Liquido de menor duragdo, ndo permitem
interagdes suficientes para transferéncia efetiva do limoneno para o éter de petréleo, de forma que maiores tempos de processo
sdo indicados. No que se refere a proporgdo solvente:soluto, pondera-se que, dentro dos intervalos testados, volumes maiores
de solvente ndo sdo indicados, arrastando da fase aquosa inumeros compostos além do limoneno, reduzindo assim a
concentracdo do mesmo no 6leo essencial (Nellis et al., 2017).

Desta forma, no que se refere a otimizagdo do rendimento de limoneno na amostra de 6leo essencial obtida no
processo, conforme indicado na Figura 6 e na Tabela 4, é preferivel a realizacdo de ELLs sob as condi¢des de uma baixa
proporc¢éo de solvente relacionada @ uma maior duracéo de cada etapa de extracéo.

Analisando a curva de contorno obtida para o limoneno, ilustrada na Figura 6B, observa-se que varia¢cdo no
rendimento global para hidrodestilacdo é pequena entre os tempos de 90 e 102,3 minutos, justificando-se assim a escolha do
menor tempo (Condic&o +1), objetivando-se maior viabilidade de processo.

Assim, correlacionando as informacdes obtidas frente aos rendimentos do dleo essencial e do limoneno, sob as
diferentes condi¢des do delineamento experimental, apresentadas nas superficies de resposta das Figuras 5A e 5C, adotou-se 0
Ensaio 3 como “Ponto Otimo” para obtengio do limoneno.

Visualizando-se a Tabela 4 € possivel verificar que, apesar de um rendimento relativamente baixo em relagéo a outros
ensaios, 0 Ensaio 3 apresentou rendimento superior ao indicado na literatura, o qual corresponde a 0,4% (Bizzo, Hovell &
Rezende, 2009). Em relacdo ao limoneno, em especifico, tem-se, no ensaio tratado, rendimento superior aos demais ensaios
realizados no delineamento experimental.

Observa-se que, pelo Ensaio 3, atingiu-se rendimento inferior, no que tange a quantidade de 6leo essencial extraida,
bem como menor pureza de limoneno no mesmo, frente ao teste preliminar, na condicdo de extragdo na qual o método
empregado foi a hidrodestilacdo, utilizando-se as cascas secas a 50 °C. Todavia, embora tenham sido verificados melhores
rendimentos para as extracdes do teste preliminar, a escolha do Ensaio 3 do planejamento experimental é preferivel, como

melhor condicdo para extracdo, dado que, menor volume de solvente é utilizado no procedimento.
3.4 Determinacéo da concentragdo inibitéria minima (MIC)

Os resultados das Concentragdes Inibitorias Minimas para o 6leo essencial obtido nas condigdes de “Ponto Otimo”

estdo apresentados abaixo, conforme a Figura 6 e a Tabela 5.
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Figura 6. llustracdo dos resultados das analises de microdiluicdo em caldo com indculo de 108 UFC-mL™ para a determinacéo
da concentragdo inibitéria minima (CIM) de 6leo essencial frente a (A) S. aureus, (B) P. mirabilis, (C) S. typhimurium (D) E.

coli e (E) P. aeruginosa.
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Fonte: Autores (2022).

Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima de 6leo essencial obtida pela técnica de microdiluigdo em caldo com indculo de 108

UFC-mL de 6leo essencial frente as bactérias S. aureus, P. mirabilis, S. typhimurium, E. coli e P. aeruginosa

Microrganismo Concentragéo Inibitéria Minima (g-mL™)
Staphylococcus aureus 0,1509
Proteus mirabilis 0,3019
Salmonella typhimurium >0,3019 *
Escherichia coli >0,3019 *
Pseudomonas aeruginosa >0,3019 *

* Néo houve inibicdo das bactérias E. coli, S. typhimurium e P. aeruginosa na maior concentracéo testada indicada nas imagens da Figura 6.
Fonte: Autores (2022).

Para interpretagdo dos resultados de CIM sabe-se que, em pocos onde houve o crescimento do microrganismo testado,
verifica-se a coloracdo vermelha, relacionada a interacdo entre o TTC e a bactéria ativa no BHI. Em poc¢os onde a concentragdo
de 6leo essencial foi suficiente para inibir o desenvolvimento do microrganismo ndo ocorre a mudanca de coloracdo. As

[T}

indicagdes pelo TTC nas colunas “+” e (colunas 9 e 10, respectivamente) asseguram a atividade do microrganismo, bem
como garantem que o composto responsavel pela atividade antimicrobiana ndo € o DMSO. A auséncia de coloragdo na coluna
“B” (coluna 12) confirma a esterilidade da placa, de forma que ndo houve contaminagdes externas na analise.

Conforme apresentado na Figura 6A, e na Tabela 5, infere-se que houve inibicdo para a gram-positiva S. aureus nos
pocos das linhas A e B, sendo de 0,1509 g-mL™ a concentracdo minima inibitoria na amostra, o equivalente & concentragdo de
limoneno de 0,0289 g-mL™, a qual é consideravelmente superior a verificada por Zhang et. al. (2009) (0,0030 g-mL™), o que se
deve & menor porcentagem de limoneno (19,2%) na amostra de 6leo essencial obtido nos testes, quando comparados a

literatura em questdo, na qual o percentual de limoneno equivale a 77,49%. A CIM também é superior a obtida por Guo et al.
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(2018), utilizando-se o 6leo essencial proveniente das cascas de laranjas da espécie C. sinensis Osbeck cv. Newhall, a qual
equivale a 3,13 £ 0,19 pL-mL™* (0,026 g-mL™1).

Tal condicdo caracteristica ao 6leo essencial obtido, relacionada ao baixo percentual de limoneno presente na amostra
de 6leo essencial, diminui o potencial antimicrobiano do 6leo essencial, ndo somente frente a cepa citada, mas também em
relacdo a P. mirabilis, como apresentado em acordo a Figura 6B e a Tabela 5.

Frente a bactéria P. mirabilis, a qual é gram-negativa, constatou-se que seu crescimento foi inibido para concentracéo
minima de 0,3019 g-mL%, concentracéo equivalente ao dobro daquela verificada para S. aureus, comportamento o qual se deve
a estrutura da membrana celular do microrganismo testado, de forma a dificultar a interagdo entre a substancia externa com o
micrébio, pela redugdo da taxa de penetracéo do limoneno através da membrana celular (BlaZzekovic et al., 2018).

De modo geral, a agdo antibacteriana relaciona-se & hidrofobicidade do 6leo essencial e & natureza lipofilica do
mesmo, atuando de forma a penetrar nos lipidios da membrana celular bacteriana, ocasionando a destruicdo da mesma e
tornando-a mais permeavel (Iscan, 2017; Swamy et al., 2016). Assim, 0 mecanismo de inibigdo do crescimento bacteriano esta
vinculado ao efeito do composto aplicado sobre a integridade e as fun¢Ges da membrana e do citoplasma das células (Raut &
Karuppayil, 2014; Nazzaro et al., 2013), uma vez que a passagem do agente antimicrobiano através da parede celular e da
membrana plasmatica pode danificar as membranas mitocondriais, ocasionando a producdo de radicais livres e gerando danos
sobre proteinas, lipidios e 0 DNA (Li et al., 2019), bem como perturbar de maneira direta a respiragdo celular (Cox et al.,
2000), a producdo de energia e outras funcdes metabolicas regulatérias (Swamy et al., 2016). A presenca de
lipopolissacarideos na parede celular das bactérias gram-negativas, os quais possuem qualidades hidrofilicas, impede o contato
dos constituintes hidrofébicos do 6leo essencial com a célula bacteriana, resultando em uma maior resisténcia, tal qual
evidenciado na andlise tratada e ilustrado na Tabela 5 e na Figura 6 (Ehsani et al., 2017; Bezi¢ et al., 2003).

Estudos conduzidos com geraniol, nerol e ésteres derivados, compostos 0s quais usualmente podem ser encontrados
em menor quantidade no 6leo essencial obtido de inimeras variedades de laranja, possuem concentragdes inibitérias minimas
para P. mirabilis que variam entre 0,0075 g-mLe 0,085 g-mL, para nerol e acetato de nerila, respectivamente, de forma que,
a CIM verificada nos testes realizados indica um menor potencial antimicrobiano para o 6leo essencial do que outros terpenos,
quando se tratando da pureza de limoneno evidenciada para o “Ponto Otimo” utilizado nas extra¢des (Zeferino, 2021).

Frente a S. typhimurium, apresentada na Figura 6C, constatou-se que, para maior concentracdo de dleo essencial
testada, ndo houve inibicéo total do desenvolvimento da bactéria, como ilustrado pela coloracéo caracteristica conferida pelo
TTC, havendo apenas uma inibicdo parcial de seu crescimento, dada a redugdo na intensidade da coloragdo avermelhada
vinculada ao aumento da concentragéo, evidenciada entre as linhas A e B. A concentracdo para linha A (0,3019 g-mL), onde
houve inibicdo parcial é muito superior a minima concentracéo inibitoria verificada por O’Bryan et al., (2008), o que também
se deve ao baixo percentual de limoneno no dleo essencial testado (19,2%). Os estudos conduzidos por O’Bryan et al. (2008)
apontam uma minima concentragio inibitdria para S. typhimurium de 0,0084 g-mL para o limoneno quando em elevado grau
de pureza (99%). Cabe ressaltar que S. typhimurium também é uma bactéria gram-negativa, cuja composicao da parede celular,
tal como a E. coli, est4 associada com maior resisténcia ao composto ativo (Blazekovi¢ et al., 2018; Bezi¢ et al., 2003). Desta
forma, para inibicdo completa deste microrganismo também é necessario o emprego de concentragdes de 6leo essencial
superiores a 0,3019 g-mL™,

De acordo ao apresentado na Figura 6D, verifica-se que, para maior concentracao de 6leo essencial testada (0,3019
g-mL1), ndo houve inibicdo do microrganismo E. coli, 0 que possivelmente esta associado com a pureza relativamente baixa
do limoneno na amostra de 6leo essencial aplicada na anélise e a estrutura da bactéria em questdo, dado que a mesma é gram-
negativa, e sua parede celular, a qual é composta de lipopolissacarideos, apresentando maior resisténcia a acdo do composto

ativo, dada a baixa permeabilidade deste através da parede celular e membrana plasmatica (Blazekovié et al., 2018; Bezi¢ et
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al., 2003). Desta forma, é necessario a utilizacdo de concentragdes de 6leo essencial de laranja superior a 0,3019 g-mL™* para
inibir o crescimento deste microrganismo. Conforme Zhang et al. (2009), em testes conduzidos com o0leo essencial
apresentando 77,49% de limoneno, a concentracdo inibitoria minima para tal microrganismo é equivalente a 0,0158 g-mL™, o
que corresponde a concentragdo de limoneno de 0,0122 g-mL™, a qual é consideravelmente inferior a maior concentragdo de
limoneno testada no presente trabalho (0,0579 g-mL™, tendo-se um 6leo essencial com pureza de 19,2% de limoneno), de
forma a evidenciar-se o potencial antibacteriano vinculado ao 6leo essencial, sobretudo ao limoneno, quando em elevado grau
de pureza. A concentracdo inibitéria minima também é superior a verificada por Guo et al. (2018) para o 6leo essencial das
cascas de laranjas da espécie Citrus sinensis Osbeck cv. Newhall, a qual equivale a 1,56 + 0,11 uL-mL1(0,0013 g-mL).

Para o microrganismo P. aeruginosa (Figura 6E) nas concentragBes testadas, o comportamento foi semelhante ao
evidenciado para E. coli, visto que a mesma também é gram-negativa e tende a apresentar menor suscetibilidade ao 6leo
essencial quando em baixos percentuais de limoneno. Estudos conduzidos por Zeferino (2021) utilizando-se geraniol e nerol,
em elevado grau de pureza, bem como o0s respectivos ésteres derivados, compostos os quais, de acordo com Campelo, Sa,
Feitosa, Sousa e Freitas (2013), podem ser encontrados em 0leos essenciais de citricos, indicaram concentragdo inibitoria
minima frente a P. aeruginosa de 0,025 g-mL™.

Vale ressaltar que as variagBes encontradas para os valores de CIM podem estar também relacionadas as cepas
utilizadas, as adaptagGes na metodologia de analise e & concentragio de células bacterianas (Iscan, 2017).

Assim, atraves dos resultados obtidos para a caracterizagdo antibacteriana, verifica-se que o 6leo essencial obtido por
meio da rota proposta neste trabalho é capaz de inibir, de forma parcial ou completa, sobretudo bactérias gram-positivas, de

forma a permitir sua utilizagdo como aditivo antibacteriano em aplica¢6es futuras em diversas areas.

3.5 Avaliacéo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo essencial tem por base a andlise da reducdo do radical livre DPPH
quando na presenca de antioxidantes, a qual pode ser observada através da reducdo da absorbancia da amostra vinculada ao
aumento da concentracdo do composto ativo na mesma, bem como pela alteracdo da coloracdo da solucdo, variando de purpura

a amarelo, conforme comportamento evidenciado na Figura 7.

Figura 7. Variacdo na coloragdo da amostra vinculada ao aumento da concentragdo do 6leo essencial obtido nas condicfes

operacionais do “Ponto Otimo” e da agio antioxidante.

Fonte: Autores (2022).

Os resultados para os percentuais de atividade antioxidante obtidos pela Equacdo 3, relacionados a cada uma das

concentrages testadas estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade Antioxidante (%AA) do dleo essencial obtido nas condigdes operacionais do “Ponto Otimo” determinada

por avaliagdo de reducdo de radical DPPH para as diferentes concentra¢@es avaliadas.

Concentragédo (pL-mL™) Atividade Antioxidante (%AA) + Desvio Padrao
111,11 84,64 + 2,35
55,56 69,20 + 2,35
27,78 56,93 + 5,67
13,89 45,67 +2,95
6,94 34,60 + 4,37
3,47 29,56 + 1,98

Fonte: Autores (2022).

Tomando por base os percentuais de atividade antioxidante obtidos para cada uma das concentragdes avaliadas,
desenvolveu-se por meio do software Origin® 2018 (OriginLab, USA) a curva de calibracdo para atividade antioxidante,

apresentada na Figura 8, cuja expressdo encontra-se indicada na Equacéo 4.

Figura 8. Curva de calibracéo para acéo antioxidante.
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Fonte: Autores (2022).

O coeficiente de determinacdo obtido equivale a 0,9012, de forma a considerar-se que a equacgéo de reta atende de
maneira satisfatéria o comportamento da a¢do antioxidante frente as diferentes concentraces testadas.

Utilizando-se a Equacéo 4 fez-se possivel o célculo da concentragdo necesséria para inibir 50% dos radicais livres de
DPPH, adotando-se %AA igual a 50%, de forma a encontrar-se para ICso uma concentrago de 29,39 uL-mL%(24,72 pg-mL™Y),

a qual indica que o 6leo essencial avaliado é muito ativo, no que tange a acdo antioxidante (Reynertson et al., 2005; Simonetti
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et al., 2016). Tal potencial antioxidante também foi verificado por Yang et al. (2017), utilizando-se o 6leo essencial obtido a
partir de cascas de laranja da espécie C. sinensis Osbeck cv. Newhall.

O percentual de atividade antioxidante (%AA) verificado para o 6leo essencial para maior concentragdo testada —
111,11 pL-mL? (93,44 pg-mLY), o qual equivale a 84,64 + 2,35%, é semelhante ao verificado por Favela-Hernandez et al.,
(2016) para o suco de laranja (C. sinensis) (84,81%) para concentracdo de 100 pg-mL?, e superior ao encontrado por
Degirmenci e Erkurt (2020) em estudo para a mesma concentracdo, quando utilizando-se o dleo essencial obtido das flores de
Citrus aurantium L., no qual a atividade antioxidante verificada era equivalente a aproximadamente 15%.

A 1Cs verificada para o dleo essencial obtido (24,72 pg-mL™) é muito inferior a encontrada por Majnooni et al.
(2011) para o 6leo essencial proveniente das folhas de C. aurantium L., a qual corresponde a 1040 + 0,9 ug-mL?, e também
por Degirmenci e Erkurt (2020), sendo esta 384,33 + 3,41 ug-mL™.

Estudos conduzidos por Torres-Alvarez et al. (2017) e Maréstica Junior et al. (2019) indicaram baixa acéo
antioxidante para o 6leo essencial quando em alta concentracéo de limoneno, de forma a verificar-se um aumento da atividade
antioxidante e consequente reducdo da I1Cso para amostras onde o limoneno encontra-se associado a flavonoides, compostos

fenolicos e terpenos oxigenados (Simonetti et al., 2016).

4. Concluséo

A aplicacdo de processos fisicos e quimicos na recuperacdo de residuos industriais, de forma a reaproveitar materiais
de baixo valor agregado, extraindo destes compostos de interesse, tais como éleos essenciais, e atribuindo-lhes valor, é um
campo promissor, dado a relativa simplicidade do processo e a sustentabilidade embarcada ao mesmo. Desta forma, foi
avaliado, neste trabalho, o processo de extracdo do Oleo essencial de C. sinensis ‘Valencia’, objetivando-se a otimizacdo da
rota proposta, com vistas @ maximizacao do percentual de limoneno no mesmo.

O estudo dos resultados obtidos indica que a rota proposta € viavel, visto que se fez possivel a obtencdo de 6leo
essencial, no qual a presenca de limoneno foi comprovada via cromatografia. Evidenciou-se experimentalmente que a
aplicacdo de hidrodestilacdo é preferivel em relacdo a extracdo com solvente organico em soxhlet. A condi¢do experimental
Otima para extragdo liquido-liquido vinculada a hidrodestilagdo, cujas variaveis foram estudadas via delineamento
experimental, ocorreu no tempo de 90 min e propor¢éo de soluto:solvente de 100:10.

O ¢leo essencial obtido pela rota proposta apresentou atividade antimicrobiana frente & bactérias gram-positivas e
gram-negativas, bem como teve aglo antioxidante verificada, sendo considerado muito ativo. Desta forma, a partir dos
resultados apresentados, evidencia-se o potencial do mesmo no que se refere a aplicagdes como aditivo antioxidante e
antimicrobiano.
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