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RESUMO GERAL

Os dleos essenciais do género Citrus estdo entre os mais consumidos e
comercializados no mundo, sendo o Brasil um dos principais produtores. No
presente estudo, caracterizaram-se e quantificaram-se quimicamente os 6leos
essenciais das cascas de frutas de cinco espécies do género Citrus; laranja
(Citrus sinensis), tangerina ponkan (Citrus reticulata), limao-rosa (Citrus
limonia), limdo-taiti (Citrus aurantifolia) e cidra (Citrus medica), bem como
avaliou-se a atividade antifiingica deles sobre o desenvolvimento micelial dos
fungos Fusarium oxysporum, Alternaria alternata e Colletotrichum musae. As
concentragdes testadas dos 6leos essenciais foram (125, 250, 500, 1000 e 2000
ug mL"). Fez-se uma andlise exploratéria dos dados (6leos essenciais e
concentra¢do dos constituintes quimicos), utilizando Anélise de Componentes
Principais (PCA) e Andlise de Agrupamentos Hierdrquicos (HCA). Os
resultados da identificacdo e quantificacdo quimica dos dleos essenciais por
cromatografia em fase gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG/EM)
mostraram que os cinco 6leos essenciais apresentam diversas substincias em
comum, com a predominincia do limoneno como componente majoritario.
Observou-se, por meio da andlise multivariada, que os 6leos essenciais foram
divididos em trés grupos. O primeiro (laranja e ponkan), o segundo (limdo-rosa)
e o terceiro (cidra e limdo-taiti). Os 6leos essenciais de cidra e de limao-taiti
inibiram totalmente o crescimento micelial dos fungos F. oxysporum e A.
alternata na concentragio de 2000 ug mL™. J4 para o fungo C. musae somente o
Oleo essencial de cidra, nessa mesma concentra¢do, inibiu totalmente o
crescimento micelial.

Palavras-chave: Género Citrus. Oleos essenciais. Atividade antifingica.
Andlise multivariada.



GENERAL ABSTRACT

Essential oils of the genus Citrus are among the most consumed and
traded in the world, and Brazil is one of the major producers. In this study, the
essential oils were characterized and quantified chemically from fruit peels of
Citrus genus, orange (Citrus sinensis), tangerine ponkan (Citrus reticulata),
lemon lime (Citrus limonia), lime (Citrus aurantifolia) and citron (Citrus
medica). In addition, the antifungal activities of these oils were tested on the
mycelial growth of Fusarium oxysporum. Alternaria alternata e Colletotrichum
musae using different concentrations i.e., 125, 250, 500, 1000 and 2000 pg mL™".
The essential oils and their chemical components were analyzed using Principal
Component Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA). The
chemical identification and quantification of the essential oils based on gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS) showed that five
essential oils had various substances correlated with the predominance of the
limonene. The essential oils were divided in three groups based on multivariate
analysis. The first one was orange and tangerine ponkan, the second one lemon
lime and the third one lime and citron. Using the concentration 2000 pg mL",
the essential oil of the third group inhibited mycelial growth completely of fungi
F. oxysporum and A. alternate. However, using the same concentration, only the
essential oil of the citron was able to inhibit the mycelial growth completely of
fungi C. musae.

Keywords: Genus Citrus. Essential oils. Antifungal activities. Multivariate
analysis
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo utilizados desde a antiguidade em diversas
dreas. Atualmente muitas espécies de plantas estdo sendo estudadas, com o
objetivo de isolar seus principios ativos, servindo como modelos de novos
agroquimicos. Entre os produtos naturais, os 6leos essenciais destacam-se sendo
na maioria das vezes, misturas complexas de substincias volateis, conferindo um
odor caracteristico a planta. Eles sdo formados via dois precursores: o acetil-
CoA e o 4cido chiquimico, sendo o primeiro precursor dos terpenoides, que sao
responsaveis pela maioria da constituicdo quimica dos 6leos essenciais, € 0
segundo, precursor dos fenilpropanoides, que sdo compostos arométicos.

Os dleos essenciais atuam como sinais de comunicacdo quimica com o
reino vegetal e armas de defesa contra o reino animal. Essas caracteristicas
bioldgicas tornam as plantas que os produzem poderosas fontes de agentes
biocidas, sendo largamente estudadas na agricultura por apresentarem atividades
bactericidas, inseticidas e fungicidas. Entre os fungos, os que atacam espécies
vegetais sdo causadores de grandes prejuizos devido as perdas ocasionadas,
tanto diretamente nas lavouras, como nos produtos em pds-colheita.
Normalmente, o controle desses fitopatdgenos tem sido feito mediante a
utilizacdo de fungicidas sintéticos. No entanto, uma alternativa desejavel para se
evitarem os danos causados pela invasao fungica seria a utilizacdo de produtos
naturais, pois além de serem mais vidveis, ndo deixam residuos téxicos ao
homem e nos alimentos tratados.

Os 6leos essenciais do gé€nero Citrus estdo entre os mais utilizados no
mundo, e o Brasil destaca-se em sua produgdo, principalmente por serem obtidos
como subprodutos da industria de suco. Em geral, o composto limoneno € o seu
componente majoritario, podendo, no entanto, haver diferencas nos teores tanto

do préprio limoneno, quanto dos demais constituintes quimicos, de uma espécie
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para outra. Esses componentes podem atuar de maneira isolada, normalmente
devido ao componente majoritirio, como também em associagcdo, atuando de
forma sinérgica ou antagbnica, resultando em maior ou menor atividade
bioldgica.

Assim, neste trabalho procurou-se caracterizar e quantificar
quimicamente os Oleos essenciais extraidos das cascas da laranja (Citrus
sinensis), ponkan (Citrus reticulata), limao-rosa (Citrus limonia), limao-taiti
(Citrus aurantifolia) e cidra (Citrus medica), bem como avaliar o efeito
biolégico sobre o crescimento micelial in vitro dos fungos Fusarium oxysporum,

Alternaria alternata e Colletotrichum musae.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolitos Secundarios

2

Uma das caracteristicas dos seres vivos € a presenca de atividade
metabdlica. O metabolismo é o conjunto de reacdes quimicas que ocorre no
interior das células, sendo nas plantas e em alguns micro-organismos dividido
em metabolismo primdrio e secunddrio. O primeiro corresponde a
macromoléculas essenciais a todos os seres vivos, desempenhando funcdes de
suma importancia, tais como fotossintese, respiracdo celular e transporte de
solutos. Nesse grupo, estdo incluidos os lipidios, as proteinas e os glicideos, com
funcdes vitais bem definidas. O segundo grupo de compostos quimicos, os
metabdlitos secunddrios, geralmente apresentam estrutura complexa de baixo
peso molecular e desempenham importantes papéis ecolégicos (SIMOES et al.,
2007). Estes, principalmente nos vegetais, sio uma estratégia quimica de
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie, desenvolvida ao longo do periodo
evolutivo, para poder escapar das ameacas pelo fato de as plantas serem sésseis.
A variedade de moléculas originadas do metabolismo secundério das plantas
teria sido resultado de milhdes de anos de evoluc¢do, como forma de protecao,
atracdo de polinizadores, adaptacdes ao estresse ambiental ou defesa quimica
contra micro-organismos (PIMENTEL et al., 2010; ZACARONI et al., 2009),
insetos (LIMA et al., 2010), herbivoros e outras plantas (BAKKALI et al.,
2008). Tal variedade e complexidade sdo inalcangdveis por métodos
laboratoriais (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006).

De acordo com Simdées et al. (2007), o metabolismo secundario da
origem aos compostos por meio de dois metabdlitos intermedidrios, que sdo
derivados da glicose: o 4cido chiquimico e o acetil-CoA (Figura 1). O 4cido

chiquimico origina os aminodcidos aromaticos precursores da maioria dos
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metabolitos secundarios aromaticos, como taninos hidrolisaveis, cumarinas,
alcaloides derivados de aminodcidos aromdticos e fenilpropanoides. O acetil-
CoA fornece as unidades acetila, que compdem o intermedidrio reativo, acetil-
tio-coenzima A (acetilScoA ou acetil-CoA), o verdadeiro precursor de varios
grupos de substancias, tais como 0s aminodcidos aliféticos, terpenoides, esterdis,
acidos graxos e triglicerideos. Os aminodcidos alifticos originam-se do ciclo do
dcido citrico, ao passo que os demais metabdlitos derivam do mevalonato ou da
condensacdo de unidades de acetato. Alguns metabdlitos secunddrios derivam
ndo apenas de um desses intermedidrios, mas sdo resultantes da combinacio de
uma unidade do 4cido chiquimico e uma ou mais unidades do acetato ou

derivados desse, como € o caso das antraquinonas, dos flavonoides e dos taninos

condensados.
GLICOSE ) i
—polissacarideos
—heterosideos
dcido chiquimico  acetil-CoA
! \
Panit : 2k T via condensagio
triptofano tc'“vl“l“v“”w‘ dcido /ciclodo ™  mevalonato
tirosina gilico ( dcido
\ citrico  /
alcaléides g dcidos graxos
indélicos e taninos % i
quinolinicos hidrolisdveis AR

antraquinonas %

flavonéides

taninos omiting isoprenéides
lisina
ot condensados

ks dcido
protoalcalides Ty

8% cmamico a1 3 9

alcaldides alcaldides lerpuwld_cs e
isoquinolinicos e pi%‘ni]dfnﬁﬁ'n esterois
benzilisoquinolinicos | - —— E
fenilpropanéides ropanicos,

pirrolizidinicos,
piperidinicos e

5 5 quinolizidinicos
lignanas e ligninas

cumarinas

Figura 1 Rotas biossintéticas dos metabdlitos secunddrios

Adaptado de Simdes et al., 2007
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2.2 Oleos essenciais

O termo 6leo essencial deriva do nome Quinta essentia, proposto para
essa substdncia, em meados do século XVI, pelo reformador da medicina
Paracelsus Von Hohenheim (BURT, 2004).

Os Odleos essenciais sdo misturas complexas de diversos compostos,
podendo conter em sua constituicio cerca de 20 a 60 componentes em
concentragdes muito diferentes. Sdo caracterizados, na maioria das vezes, por
dois ou trés componentes em concentragdes bastante elevadas, ou seja,
compostos majoritdrios (20-70%), em comparagdo com 0s outros componentes
presentes em pequenas quantidades (BAKKALI et al., 2008).

Sdo também chamados de compostos voldteis, conferindo aromas
agraddveis e sabores caracteristicos. Apresentam-se a temperatura ambiente
como liquidos oleosos de alta volatilidade, o que os diferenciam dos 6leos fixos.
Podem ser consideradas moléculas lipofilicas, ou seja, insoliveis em dgua e
soliiveis em solventes organicos. De uma maneira geral, os 6leos essenciais sdo
instdveis, especialmente na presenca de luz, calor, umidade, ar e metais
(SIMOES et al., 2007).

Sua composicdo envolve uma grande quantidade de classes de
compostos, como hidrocarbonetos terpénicos, dlcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, perdxidos, furanos, dcidos
organicos, lactonas e cumarinas (SIMOES et al., 2007).

Os Oleos essenciais sdo sintetizados e armazenados em estruturas
epidérmicas ou mesofilicas, as quais estdo presentes em diversas partes das
plantas, como rizomas, bulbos, folhas, flores, cascas dos frutos e frutos e sdo
sintetizadas em células especiais, como glandulas secretoras e tricomas
glandulares. Sua abundancia ocorre principalmente nas angiospermas,

dicotiledoneas, tais como nas familias das Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae,
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Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae, Rutaceae, entre outras
(SIMOES et al., 2007).

A ISO (International Organization for Standardization) define 6leo
essencial como “um produto obtido por destilagio em dgua ou vapor, por
destilacdo seca de materiais naturais ou por espressdo de pericarpos de frutos
citricos (Rutaceae)”. Apds a destilacdo, o dleo essencial é fisicamente separado
da fase aquosa. Na literatura sdo citadas outras técnicas de extracdo de dleos
essenciais (hidrodestilacdo, destilac@o por arraste a vapor, extragdo com solvente
orginico, extracdo por micro-ondas, extragdo por fluidos supercriticos,
microextracdo em fase sélida e enfloracio), e a utilizacdo de cada uma vai de
acordo com a necessidade e o material disponivel, variando, assim, a pureza do
produto final (SIMOES et al., 2007).

Muitos 6leos essenciais so constituidos de uma variedade de compostos

terpenoides, sintetizados a partir da unidade isoprénica (CH,) (Figura 2) que,

por sua vez, origina-se do dcido mevaldnico ou do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato

(DXPS).
%

Figura 2 Estrutura quimica do isopreno

Para a formagdo da unidade isoprénica por meio do 4cido mevaldnico,
este proprio € desidratado e pirofosforilado, produzindo o isopentenil difosfato
(IPP), o qual por meio de reagdes de isomerizacdo, é tranformado em dimetilalil
difosfato (DMAPP). Embora essa isomerizacdo seja reversivel, estd em
equilibrio; ja por meio do intermedidrio 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS),
este da origem ao 2-C-metil-D-eritritrol-4-fosfato que, apds sucessivas reagdes,

formam o isopentenil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP). Por
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meio da condensacdo das unidades pentacarbonadas formadas (IPP) e
(DMAPP), ocorre a sintese de outros compostos terpé€nicos: monoterpenos

(C, H ); sesquiterpenos (C15H24); diterpenos (C

1016 ); triterpenos (C.H );

20H32 30048

tetraterpenos (C ) (Figura 3) (DEWINK, 2002). As moléculas dos

4OH64
monoterpenos representam 90% da composicio dos dleos essenciais (BAKKALI

et al., 2008).

Acido Mevalénico  1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato

N 4
NV

)\/\OPP - /A/\OPP Hemiterpenos (Cy)
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(DMAPP) (Cg) j/ (IPP) (Cs)

Monoterpenos (C,,)
———— e
C1o Iridéides 1
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X2
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IPP\l
X2

C,s ——  Sesterterpenos (Cy5)

v
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Steroide (C44-C4q)
v
Cqo Tetraterpenos (C,,)
Carotendides

Figura 3 Biossintese dos terpenoides

Fonte Dewick, 2002
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Além dos terpenoides, os 6leos essenciais contém os fenilpropanoides,
que sdo formados a partir do dcido chiquimico, o qual origina os aminoacidos
fenilalanina e a tirosina que, por sua vez, com a acdo da enzima fenilalanina
amonialiase (FAL), perde uma molécula de amdnia, resultando na formacao dos
acidos cindmico e p-cumdrico, respectivamente (Figura 4). Nas plantas, a
atividade da FAL estd sob o controle de varios fatores internos e externos, tais
como hormoénios, niveis de nutrientes, luz, infeccdo por fungos e lesdes.
Portanto, por meio de vdérias rea¢des de reducgdo, oxidagdo e ciclizacdo, levam a

formacdo dos fenilpropanoides (SIMOES et al., 2007).
HO /O
HO }Ti “OH
OH
‘ Vérias Reagoes

(o]
R=H Fenilalanina OH
R =O0H Tirosina NH,

(o]

R
‘ FAL
R=H  Acido cinamico X OH
R=0OH Acido p-cumarico
R
I I I I
Redugéo Oxidacao Reducéo Ciclizagdo
©/\/CH2 /@/\o /@/\v CHy /@ij\
X
R R R fo} o
(R=H, OH) (R=H, OH) (R=H, OH) (R=H, OH)

Figura 4 Biossintese dos fenilpropanoides

Fonte Simdes et al., 2007
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2.3 Oleos essenciais do género Citrus

O género Citrus € nativo da regido sudeste do continente Asidtico,
compreendendo um grupo de plantas pertencente a familia Rutaceae,
representado principalmente por laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus
reticulata e Citrus deliciosa), limdes (Citrus limon e Citrus limonia), limas
dcidas, como o taiti (Citrus aurantifolia), pomelo (Citrus paradise), cidra
(Citrus medica), laranja azeda (Citrus aurantium) e toranjas (Citrus grandis). O
Brasil € o terceiro maior produtor de frutas frescas e o maior produtor mundial

de frutas citricas, sendo essas as mais cultivadas no mundo (Figura 5)

(INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2010).

Citrus ®Banana BMaca BUva

65%

Figura 5 Porcentagem da producdo mundial das quatro frutas mais cultivadas

Fonte Sawamura, 2010

O Brasil destaca-se na producdo de dleos essenciais, ao lado da India,
China e Indonésia, que sdo considerados os 4 grandes produtores mundiais. A

posicdo do Brasil deve-se aos 6leos essenciais de citricos, que sdo subprodutos
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da industria de sucos. Ja se conhecem aproximadamente 3000 dleos essenciais,
dos quais, 300 sdo de importancia comercial no mundo. O Quadro 1 apresenta os
12 principais Oleos essenciais no mercado mundial, destacando-se os O6leos

essenciais de laranja, limdo, lima (BIZZO et al., 2009).

Quadro 1 Principais 6leos essenciais do mercado mundial

Oleo Essencial Espécie

Laranja (Brasil) Citrus sinensis (L.) Osbeck

Menta-japonesa (India) Mentha arvensis L. f. piperascens. ex. Holmes

Eucalipto (Brasil/China) Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.
T. Backer e Eucalyptus spp.

Citronelal (Brasil) Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus
(L.) Rendle

Hortala-pimenta Menta X piperita L.

Limao Citrus limon (L.) N.L. burn.

Eucalipto (Tipo citronela) Eucalyptus citrodora Hook.

Cravo-da-india Syzygium aromaticum (L.) Merr. E L. M. Perry

Cedro (EUA) Juniperus virginiana L. e J. ashei Buchholz

Lima destilada (Brasil) Citrus aurantifolia (Chiristm. & Panz.) Swingle

Spearmint (nativa) Mentha spicata L.

Cedro (China) Chamaecyparis funebris (Enfl.) Franco

Fonte: Adaptado de Bizzo et al., 2009

No periodo de janeiro de 2005 a outubro de 2008, a exportagdo de dleos
essenciais de citricos pelo Brasil foi de 287.759 toneladas. O dleo essencial de
laranja destacou-se, sendo responsdvel por 86% das exportacdes, seguido do
limao (8%), lima (3%) e outros citricos 3% (como toranja, cidra, tangerina, entre

outros) (BIZZO et al., 2009).
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As aplicacdes dos 6leos essenciais das cascas dos citricos sdo diversas,
tendo eles um amplo aproveitamento. Sdo utilizados principalmente em
refrigerantes, sorvetes, produtos de confeitaria, padaria, cosméticos, perfumaria,
sabonetes e materiais de limpeza. Atuam como agentes redutores da peroxidase
em vegetais folhosos e antioxidantes de 6leos comestiveis, como o azeite, para
melhorar suas propriedades sensoriais (PONCE et al., 2004). Sdo também
adicionados em medicamentos fitoterdpicos como aromatizantes para mascarar o
gosto desagradavel. Sao empregados como antitumorais, ajudando a prevenir a
indugdo de varias doencgas cronicas (CHOI et al., 2000). Sao eficazes também
contra insdnia, ansiedade e epilepsia (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002).
Apresentam atividade inseticida e antimicrobiana, relatada em diversos trabalhos
(CHUTIA et al., 2009; FURTADO et al., 2005; KIRBASLAR et al., 2009;
SHARMA; TRIPATHI, 2008; VIUDA et al., 2008).

Nos 0leos essenciais dos citricos em geral, o limoneno é o mais
expressivo componente majoritdrio, atingindo concentracdes de 90 a 96%
(Figura 6). Os dois enantidmeros do limoneno sdo os mais abundantes
monoterpenos na natureza. S-(-)-limoneno € principalmente encontrado numa
variedade de plantas e ervas como Mentha spp, enquanto R-(+)-limoneno € o
componente majoritdrio dos 6leos das cascas de limdo e laranja, sendo a
prevencdo da desidratacdo e inibi¢do de crescimento microbiano suas fungdes
naturais nos vegetais (DEMYTTENAERE; VANOVERSCHELDE; DE KIMPE,
2004).

X

Figura 6 Estrutura quimica do limoneno
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Ladaniya (2008) relata que ha mais de 150 compostos encontrados em
6leos esséncias de citricos.

Os principais responsdveis pelo aroma e qualidade do 6leo essencial dos
citricos s@o os componentes limoneno e os isdbmeros neral e geranial (citral)
(Figura 7), encontrados os dois udltimos na proporcdo de 2,4 a 4% do dleo

essencial dos citricos (LADANIYA, 2008).

Figura 7 Estrutura quimica do citral: (a) neral, (b) geranial

2.4 Potencial antifiingico dos dleos essenciais

A utilizacdo de fungicidas sintéticos € um dos principais métodos de
controle de doencas de plantas; porém, seu uso constante pode promover a
selecdo de fungos fitopatog€nicos resistentes, fazendo com que ele nio tenha
mais uma eficiéncia satisfatéria (SILVA et al., 2008). Além desse problema, ha
uma crescente pressao de 6rgdos e instituigdes governamentais, principalmente
de paises desenvolvidos, para evitar a utilizacdo de fungicidas sintéticos devido
ao efeito cancerigeno potencial de alguns desses produtos. Diante disso, uma
alternativa desejavel em relacdo ao tratamento quimico tradicional ¢ a utiliza¢do
de produtos naturais. A literatura tem registrado em muitos trabalhos a eficiéncia
dos dleos essenciais de um grande nimero de espécies botinicas em promover a

inibicdo do desenvolvimento de varios fitopatégenos de natureza fiingica. Estes,
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além de serem mais viadveis, ndo deixam residuos téxicos ao homem e alimentos
tratados.

Pimentel et al. (2010), empregando a técnica de fumigagdo in vitro e o
método de contato, avaliaram a capacidade fungitéxica do 6leo essencial de
folhas frescas de Tanaecium nocturnum (cipé vick ) sobre cepas puras do fungo
Aspergillus flavus isolado da castanha-do-brasil e verificaram que, apés 10 dias
de incubagdo, ocorreu a inibicdo total do crescimento micelial do fungo
Aspergillus flavus nas concentragdes de 782 ug mL™" (técnica de contato) e 1000
ug mL" (técnica de fumigagdo). A acdo fungitéxica do 6leo essencial sobre o
micro-organismo foi atribuida a presenca do benzaldeido, composto majoritario

encontrado no 6leo essencial (Figura 8).

Figura 8 Estrutura quimica do benzaldeido

No ¢leo essencial das cascas de diversas espécies do género Citrus
(Citrus limon, Citrus paradisi, Citrus bergamia, Citrus aurantium, Citrus
sinensis, Citrus reticulata), Kirbaslar et al. (2009) encontraram para todas as
espécies, por meio da andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada a um
espectrometro de massas CG-EM, o componente majoritdrio limoneno (Figura
6). Nesse trabalho, os autores avaliaram a atividade antimicrobiana em 9
bactérias e 5 fungos. O processo de extragdo dos dleos essenciais foi por
prensagem a frio, verificando-se para todos os O6leos essenciais uma forte
atividade antimicrobiana. Sharman e Triphati (2008), estudando a atividade
fungicida do 6leo essencial das cascas de Citrus sinensis sobre 10 patégenos

pos-colheita, observaram uma alta atividade fungicida, concluindo que esse



29

efeito seria devido ao limoneno e ao sinergismo dos varios compostos presentes
no 6leo essencial.

Zacaroni et al. (2009), avaliando a atividade antiftingica in vitro do dleo
essencial das folhas de Piper hispidinervum sobre Bipolaris sorokiniana,
Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides, verificaram que houve
inibicdo total do fitopatégeno B. sorokiniana, na concentragio de 200 pg.mL™",
ao passo que, para o F. oxysporum e o C. gloeosporioides, essa ocorreu na
concentragio de 1000 pg mL’'. Os pesquisadores inferiram que o efeito
antifiingico observado foi devido a presenga do componente majoritario safrol
(Figura 9). Nascimento et al. (2008) encontraram 82,5% de safrol no 6éleo
essencial de folhas de pimenta-longa (Piper hispidinervum) e observaram uma
inibicéo sobre o crescimento micelial do fungo Alternaria alternata em todas as
concentragdes analisadas do 6leo essencial; na concentragio de 1000 mg L,
essa inibi¢do foi de 100%. Silva e Bastos (2007) constataram também in vitro a
atividade fungicida dos 6leos essenciais das folhas de 10 espécies do gé€nero
Piper, frente aos micro-organismos Crinipellis perniciosa, Phytophthora

palmivora e Phytophthora capsici.

<DN/
O

Figura 9 Estrutura quimica do safrol

Estudando a inibicdo da germinacdo dos conidios e a inibicdo do
crescimento micelial do fitopatégeno Colletotrichum gloeosporioides, Souza
Junior et al. (2009) verificaram que, a partir da concentragio de 1uL mL™’, os
Oleos essenciais das espécies vegetais (Lippia sidoides, Ocimum gratissimum,
Lippia citriodora, Cymbopogon citratus e Psidium guayava var. pomifera)

apresentaram efeito de 100% de inibicdo sobre a germinagdo dos conidios. Ja
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para o crescimento micelial do fungo, somente as espécies Lippia sidoides,
Ocimum gratissimum, Lippia citriodora, Cymbopogon citratus inibiram em
100%. Guimaraes et al. (2007) comprovaram também inibicdo do crescimento
micelial do fitopatégeno C. gloeosporioides, por meio do 6leo essencial de
capim-santo (Cymbopogon citratus) e relataram que esta acdo foi devida a
presenca do componente citral (Figura 7). Isso corrobora com o trabalho
realizado por Palhano et al. (2004), que relatam o efeito fungicida do 6leo

essencial de folhas frescas de C. citratus ao fungo C. gloeosporioides.

2.5 Fungos Fitopatogénicos

Os fungos constituem um grupo numeroso de organismos, bastante
diversificado filogeneticamente e de grande importancia ecolégica e econdmica.
Os fungos fitopatogénicos representam uma importante classe, cuja maioria
deles tem a capacidade de se desenvolver em diversos tipos de substratos. Sao
agentes causadores de diversos tipos de doencas em vegetais, acarretando perdas
significativas na agricultura, destruindo graos durante a estocagem, diminuindo
o valor nutritivo e, algumas vezes, produzindo micotoxinas prejudiciais ao

homem e aos animais (KIMATI et al., 2005).

2.6.1 Fusarium oxysporum

O género Fusarium € um dos mais estudados em razdo dos sérios
problemas econdmicos ocasionados pela sua acdo como fitopatégeno, além de
sua ampla distribuicdo geografica. Os estudos referentes a distribuicdo
populacional de Fusarium spp., na maioria das vezes, limitam-se as dreas de
cultivo com grandes culturas, como soja e trigo, possivelmente por serem o

principal alvo do mercado de agroquimicos (ETHUR et al., 2008).
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Esse género produz um micélio de aspecto aveludado, com matizes
rosadas, vermelhas, violetas ou marrons. A maioria das suas espécies € habitante
do solo, de ocorréncia cosmopolita, e consegue sobreviver na auséncia do
hospedeiro, como sapréfita. A presenca desse fungo desempenha papel de
destaque em toxicologia de alimentos, devido a producdo de metabdlitos
secunddrios téxicos para humanos e animais, além de reduzir a produgdo e a
qualidade de graos (KIMATI et al., 2005).

Considerando a espécie Fusarium oxysporum, mais de 20 doengas com
importincia econdmica sdo causadas por essa espécie. Esse patégeno invade as
plantas principalmente pelo sistema radicular e coloniza o xilema. Alguns dos
sintomas provocados pelas plantas sdo: murcha, descoloracdo vascular, clorose,

nanismo e morte prematura das plantas.

2.6.2 Alternaria alternata

O género Alternaria apresenta grande importancia econdmica na
agricultura comercial, por infectar diversas culturas, causando doencas
responsdveis por danos econdmicos significativos.

Segundo Kimati et al. (2005), o fungo Alternaria alternata, pertencente
a classe Hyphomycetes e ordem Moniliales, ¢ agente causal de trés doencas em
Citros. A doenga mancha-marrom de Alternaria afeta folhas, ramos e frutos de
tangerina, acarretando uma desfolha e manchas que depreciam o fruto
comercialmente, reduzindo, assim, sua produ¢do. Essa doenca foi constatada no
Brasil a partir de 2001 e hoje j4 € relatada em vérios estados do pais
(COLTURATO et al., 2009). Outra doenga, a mancha-foliar de alternaria, que

afeta as folhas de limoeiro, ¢ de grande importincia em viveiros e colecdes de

matrizes e borbulheiras desse porta-enxerto. Ja a podriddo-negra afeta frutos de
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diferentes espécies de Citrus, causando podriddes. Além dos citros, essa doenca

acomete também outras espécies vegetais.

2.6.3 Colletotrichum musae

Colletotrichum é um género de fungo ascomiceto que engloba muitas
espécies causadoras de doencas em uma gama extensiva de hospedeiros. E um
dos mais importantes géneros de fungos fitopatogénicos em todo o mundo,
especialmente em regides tropicais e subtropicais (BAILEY; JEGER, 1992).
Espécies desse género apresentam diversas estratégias na invasdo dos tecidos de
plantas, causando doengas importantes economicamente em cereais, gramineas,
leguminosas e plantacdes perenes.

Entre as podriddes em poés-colheita, a antracnose, causada por
Colletotrichum musae, é a principal doenca responsdvel pela deterioragdo da
fruta durante o transporte, armazenamento e comercializacdo (PESSOA et al.,
2007). A doenga é caracterizada pela formacgdo de lesdes deprimidas, escuras,
com o eixo maior paralelo ao eixo longitudinal e delimitada por uma margem
mais clara nos tecidos sadios. Geralmente, as lesdes sdo superficiais, mas
podem, em casos severos, com o amadurecimento da fruta, atingir a polpa
(KIMATTI et al., 2005).

A utilizacdo de fungicidas sintéticos ainda € o método mais comum de
controle desse fungo, apesar de pesquisadores demonstrarem a efici€ncia no
controle da antracnose utilizando-se de métodos alternativos (LIMA et al.,

2007).

2.7 Analise multivariada
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Em muitos experimentos quimicos para se obter informagdes sobre os
resultados, necessita-se da andlise de um grande niimero de varidveis. A andlise
multivariada auxilia na interpretacdo desses dados de forma mais objetiva,
extraindo dessa quantidade de varidveis e resultados as informagdes mais
relevantes.

A redugdo dessas varidveis, permitindo a constru¢do de gréficos
bidimensionais contendo maiores informacdes estatisticas, pode ser conseguida
por meio da andlise de componentes principais (PCA). E possivel também,
utilizando-se essas varidveis, a construgcdo de agrupamentos entre as amostras de
acordo com sua similaridade, representando-a de forma bidimensional por meio
de um dendograma.

A andlise de componentes principais (PCA) é um método de andlise
multivariada utilizado para projetar dados n-dimensionais em um espaco de
baixa dimensdo, ou seja, reescrevendo as coordenadas das amostras em outro
sistema de eixo mais conveniente para a andlise dos dados. Isso € feito pelo
cédlculo das componentes principais (PCs) obtidas, fazendo-se combinacgdes
lineares das varidveis originais. Essas componentes principais sdo obtidas em
ordem decrescente de madximas variancias, na qual a primeira componente
principal detém mais informacdes estatisticas que a segunda que, por sua vez,
tem mais informacdes estatisticas que a terceira, e assim por diante. A andlise
dos componentes principais € um método exploratério que permite a reducio da
dimensionalidade dos pontos representativos das amostras, auxiliando na
elaboracdo de hipdteses gerais com base neeses dados coletados (FERREIRA,
2002).

A anidlise de agrupamento hierdrquico (HCA) € outro método importante
na analise multivariada dos dados. Nessa técnica, a similaridade entre duas
amostras pode ser expressa como uma funcdo da distincia entre dois pontos

representativos dessa amostra no espago n-dimensional. As associagdes dessas
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amostras produzem os dendogramas, em que as amostras semelhantes, segundo
as varidveis escolhidas, s@o agrupadas entre si. Em resumo, quanto menor a
distancia entre os pontos, maior a semelhanca entre amostras (NETO; MOITA,
1998).

A andlise de componentes principais e de agrupamento hierdrquico sio
técnicas de estatistica multivariada complementares que t€m grande aceitagdo na
anédlise de dados quimicos (PANERO; SILVA, 2008).

Quando se analisam diferentes Oleos essenciais, esses podem ser
agrupados segundo suas caracteristicas (constituicdo quimica, efeito antifiingico
etc.) de tal forma que interpretagdes quanto a similaridade entre eles podem ser

obtidas.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Lavras (UFLA),
no Laboratério de Quimica Organica do Departamento de Quimica e no

Laboratorio de Epidemiologia e Manejo do Departamento de Fitopatologia.

3.1 Coleta e preparacao do Material Vegetal

Os materiais vegetais, limdo-taiti (Citrus aurantifolia), limdo-rosa
(Citrus limonia) e tangerina ponkan (Citrus reticulata), foram coletados no
pomar da Universidade Federal de Lavras (UFLA), e as frutas laranja (Citrus
sinensis) e cidra (Citrus medica) foram obtidas em um restaurante da cidade de
Lavras-MG e em uma propriedade préxima a cidade de Lavras, respectivamente.
As coletas foram realizadas no periodo da manha, em torno das 9 horas, em dias
ensolarados e ausentes de chuva, nos meses de fevereiro e marco de 2010.
Foram coletados frutos sadios e de aparéncia perfeita e homogénea.

Todo o material coletado foi limpo com papel-toalha, sendo os frutos
cuidadosamente descascados para obtencdo das cascas (Figura 10), que foram
picadas em pedagos pequenos e uniformes, de modo a aumentar a superficie de
contato durante o processo de extracdo. Em seguida, o material foi pesado para o

calculo do rendimento.

Figura 10 Cascas de limao tati preparadas para o processo de extragao
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3.2 Extracao do 6leo essencial

O processo de extracdo dos 6leos essenciais foi realizado no Laboratério
de Quimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Lavras. O método utilizado foi o de hidrodestilacdo, utilizando um aparelho de
Clevenger modificado, acoplado a um baldo de fundo redondo com capacidade
de 4L (Figura 11). A extragdo foi realizada em triplicata por um periodo de 2
horas, mantendo-se a solucdo em ebuli¢do. Posteriormente, coletou-se o
hidrolato, que foi centrifugado em centrifuga de cruzeta horizontal a 965,36 X g
por 10 minutos. Apds a centrifugacéo, o dleo essencial foi retirado com o auxilio
de uma micropipeta de Pasteur e acondicionado em frasco de vidro &mbar. Em
seguida, o 6leo essencial foi armazenado sob refrigeracdo em frasco de vidro
envolto com papel-aluminio. O rendimento da extracdo dos 6leos essenciais foi

calculado em p/p em base livre de umidade (GUIMARAES et al., 2008).

Figura 11 Processo de extracdo de 6leo essencial (hidrodestilagdo)

3.3 Determinacao da umidade

Para a determinacdo da umidade das cascas das 5 espécies do gé€nero

Citrus, utilizaram-se 5 g de cada amostra em triplicata, emergidas em um balao
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de fundo redondondo (250 mL) contendo 70 mL de cicloexano. Apds o processo
de destilacdo, realizado por 2 horas a temperatura de 100 + 5°C, quantificou-se o
volume de 4gua presente nas cascas, por meio do coletor de vidro tipo Dean
Stark (trap para destilacdo) (Figura 12). A umidade foi calculada considerando-

se o teor de dgua contido em 100 g da amostra (PIMENTEL et al., 2008).

Figura 12 Aparelho para determinacio da umidade

3.4 Identificacao e quantificacido quimica dos éleos essenciais

A andlise quantitativa e a identificacdo dos constituintes dos o6leos
essenciais foram realizadas na Universidade Federal de Sergipe (UFS).

As andlises quantitativas da mistura reacional foram realizadas em um
cromatdgrafo gasoso equipado com detector de ionizacdo de chamas (DIC)
Shimadzu GC-17A, sob as seguintes condi¢des operacionais: coluna capilar de
silica fundida ZB-5MS (5% dimethylpolysiloxane) com 30 m x 0.25 mm i.d. x
0.25 um de filme, usando He como gds de arraste com fluxo de 1,2 mL min™. A
temperatura foi mantida a 50°C por 2 min, depois aumentada 4°C min’, até
atingir 200°C. Em seguida, aumentada 15°C min’', até atingir 300°C, mantendo-

se essa temperatura constante por 15 min; a temperatura do injetor foi 250°C e a
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temperatura do detector (ou interface), de 280°C. Foi injetado um volume de 0,5
puL da mistura reacional dissolvida em acetato de etila.

A andlise qualitativa da mistura reacional foi realizada em cromatégrafo
a gas acoplado a espectrometro de massa CG-EM (Shimadzu, modelo QP
5050A), equipado com coluna capilar de silica fundida J&W Scientific (5%-
phenyl-95%-dimethylpolysiloxane) de 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 um de filme,
usando He como gds de arraste, com fluxo de 1,2 mL min". As condicdes
cromatograficas da andlise foram as mesmas utilizadas para CG-DIC. As
condigdes do EM foram detector de captura idnica operando por impacto
eletrébnico e energia de impacto de 70 eV; velocidade de varredura 1.000;
intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados na faixa de
40 a 500 Da. Utilizou-se também, para a identificacdo dos constituintes, a
comparacdo de seus indices de retencdo com os da literatura (ADAMS, 2007).
Para o indice de retencao, foi utilizada a equagdo de Van den Dool e Kratz 1963
em relacdo a uma série homdloga de n-alcanos (nCo- nCyg). Também foram
utilizadas duas bibliotecas NIST107 e NIST21, que permitem a comparacdo dos

dados dos espectros com aqueles existentes nas bibliotecas.
3.5 Atividade antifiingica dos 6leos essenciais

As andlises microbioldgicas dos 6leos essenciais foram realizadas no
Laboratério de Epidemiologia e Manejo do Departamento de Fitopatologia

(UFLA).

3.5.1 Micro-organismos
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Foram utilizadas culturas de fungos obtidas da micoteca do
Departamento de Fitopatologia e identificadas como Fusarium oxysporum,

Alternaria alternata e Colletotrichum musae.

3.5.2 Teste bioldgico

Os ensaios bioldgicos foram realizados em triplicata utilizando-se o
método de fumigag@o “in vitro”, por meio do qual avaliaram-se os efeitos dos
6leos essenciais das cinco espécies do género Citrus em diferentes
concentragdes, sobre o crescimento e/ou inibi¢cdo micelial das culturas fiingicas.

Em uma capela asséptica de fluxo laminar, foram adicionados em placas
de Petri de 9 cm de didmetro, aproximadamente 25 mL do meio de cultura
batata-dextrose-agar (BDA). Apés a solidificagdo do meio de cultura, um disco
invertido de 8 mm de didmetro contendo o micélio de cada fungo (retirado da
coldnia com doze dias em BDA), foi depositado no centro de cada placa. Em
seguida, aplicou-se com uma micropipeta o 6leo essencial diluido em éter etilico
em um papel de filtro circular de 4 cm de didmetro aderido a parte superior da
placa de Petri. As concentracdes testadas dos 6leos essenciais foram 125, 250,
500, 1000 e 2000 pg mL’1, de acordo com Pimentel et al. (2010) com
modificagdes. Paralelamente, prepararam-se duas placas — uma apenas com éter
etilico (testemunha relativa) e outra sem tratamento (testemunha absoluta). As
placas foram lacradas com filme pldstico, identificadas e incubadas em camara
de germinagdo sob fotoperiodo de 12 horas a temperatura de 25°C. As
avaliacdes foram realizadas apds sete dias da montagem do experimento, por
medigdes diametralmente opostas (média de duas medidas diametralmente

opostas) do crescimento micelial do fitopatégeno.
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A porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial foi calculada para
cada concentragdo (tratamento) em relacdo a testemunha absoluta, utilizando a

seguinte equacdo 1:

(dc —dt)x100
dc

Pi= (1)

Em que, Pi = Percentual de inibi¢cdo do crescimento
dc = O didmetro médio da colonia do fungo no controle

dt = O didmetro médio da coldnia do fungo no tratamento

A concentragdo efetiva para inibicdo do crescimento micelial em 50%

(EC5) foi estimada por meio da equacao de regressao.

3.6 Analise estatistica

Os experimentos foram submetidos & andlise de variancia, as varidveis
quantitativas significativas pelo teste de F foram submetidas a andlise de
regressdo, e as qualitativas, ao teste de médias, comparadas pelo teste de Scott
Knott (1974) e Tukey. Para a avaliacdo dos dados do rendimento da extragdo e
do teste de umidade, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com trés repeticdes. Para avaliacdo dos dados de atividade antifiingica, utilizou-
se DIC com os tratamentos dispostos em esquema fatorial (5 X 6), sendo cinco
6leos essenciais e seis concentragdes, com trés repeticoes.

Os dados foram analisados pelo programa estatistico Sistema de Andlise
de Variancia para Dados Balanceados — Sisvar, segundo Ferreira (2003).

Foi utilizada também a andlise multivariada utilizando-se o programa R

(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010). Devido a grande quantidade de
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compostos que podem estar presentes nos Oleos essenciais, a andlise de
componentes principais (PCA) e a andlise de agrupamentos hierdrquicos (HCA)
foram utilizadas para compreender a similaridade entre os 6leos essenciais
quanto aos teores dos seus constituintes quimicos e seus respectivos ECs, frente

aos fitopatégenos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento dos 6leos essenciais

A andlise de varidncia mostrou diferenca significativa tanto para
rendimento quanto para umidade (P>0,01), para os 6leos essenciais das cinco
espécies do género Citrus (C. sinensis, C. reticulata, C. limonia, C. aurantifolia
e C. medica) (Tabela 1A, APENDICE A).

Pelos dados da Tabela 1B (APENDICE B), observa-se que para o
rendimento ndo houve diferenca significativa entre os resultados das espécies
laranja, ponkan e limao-rosa (Scott-Knott 5%), que foram superiores ao
rendimento do limio-taiti e cidra. Ao se considerar a umidade, apenas a cidra

diferiu significativamente das demais (Figura 13).
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Figura 13 Andlises dos 6leos essenciais de cinco espécies do género Citrus
(a) Rendimento e (b) Teor de umidade

Hosni et al. (2010), pesquisando 4 cultivares de laranja-doce, (C.
sinensis), tangerina (C. reticulata), laranja-azeda (C. aurantium) e toranja (C.

grandis), encontraram rendimentos de 2,31%, 1,89%, 1,49%, 2,2%, 4,62%,
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1,24% e 1,06%, respectivamente. Esses valores ndo estdo de acordo com o que
relataram Minh Tu et al. (2002), que obtiveram rendimentos de 0,03%, 0,13% e
0,25% para cascas frescas de laranja, toranja e tangerina, respectivamente. Um
rendimento que variou de 0,05 a 0,6% foi registrado para dleos essenciais
extraidos das cascas de 58 cultivares de tangerina obtidas na Coldémbia (LOTA
et al., 2001).

Sharma e Tripathi (2006) encontraram um rendimento de 1,8% do dleo
essencial de Citrus sinensis, proximo ao obtido neste trabalho. J4& Ahmad et al.
(2006), pesquisando o 6leo essencial de duas variedades de C. sinensis, C.
limon e C. paradise, encontraram valores bem diferentes daqueles obtidos neste
trabalho, que foi de 1,21%, 0,98%, 1,12% e 0,73%, respectivamente. Essas
variagdes podem ser atribuidas, segundo Burt et al. (2004), a diferencas de época
de colheita, tipo de solo, clima da regido e umidade relativa do ar no dia da
coleta.

De acordo com Minh Tu et al. (2003) o rendimento das espécies do

género Citrus variam de 0,2 a 2%.

4.2 Identificacao e quantificacao dos constituintes dos 6leos essenciais das

cinco espécies do género Citrus

Os dleos essenciais de diferentes espécies do género Citrus, analisados
por cromatografia em fase gasosa acoplada a um espectrdmetro de massas
(CG/EM), apresentaram uma grande variedade entre seus constituintes. Esses
resultados estdo de acordo com as consideracdes descritas por Ladaniya (2008),
que relata a existéncia de mais de 150 compostos encontrados em odleos

esséncias do género Citrus.
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Os resultados obtidos por CG/EM para o 6leo essencial de C. sinensis

estdo apresentados na Tabela 1. O cromatograma do 6leo essencial de laranja

(Figura 1C, APENDICE C) apresentou 7 compostos quimicos identificados.

Pelos dados analisados da Tabela 1, observou-se que o componente majoritario

foi o limoneno (93,82%), seguido do mirceno (1,48%) (Figura 14). O restante

dos constituintes identificados obteve valores abaixo de 1%.

Tabela 1 Constituigdo quimica do dleo essencial das cascas de laranja.

'TR Composto ‘[Rcal. IR lit. %
1 6,786 a-pineno 931 939 0,24
2 8,038 sabineno 971 975 0,18
3 8,594 mirceno 988 990 1,48
4 9,089 octanal 1003 998 0,95
5 9,250 8-3-careno 1008 1011 0,23
6 10,015 limoneno 1029 1029 93,82
7 11,515 octanol 1070 1068 0,23
Total identificado 97,13%

'TR = tempo de retencio em minutos fornecido pelo CG/EM , “IR cal = indice de
Kovats calculado (ADAMS, 2007), ’IR lit. = indice de retencdo da literatura, % =

porcentagem do componente.
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Figura 14 Estruturas quimicas dos componentes majoritdrios do éleo essencial
de C. sinensis
(a) Limoneno e (b) mirceno

Estudando o 6leo esséncial de C. sinensis obtido em Uttar Pradesh, na
India, Sharma e Tripathi (2006) encontraram como componente majoritirio o
limoneno, com uma porcentagem de 84,2%, valor préximo ao obtido neste
trabalho. Os resultados também estdo de acordo com o encontrado por Choi et
al. (2000), que relatam em sua pesquisa a presenga de 92% de limoneno e 1,7%
de mirceno no 6leo essencial de C. sinensis, obtidos no Japao.

Hosni et al. (2010), realizando extracdo de 6leo essencial das cascas de 6
cultivares de C. sinenes, obtiveram em sua caracteriza¢do quimica por CG-EM o
monoterpeno, limoneno (96 a 97,3%) e B-pineno (1,37 a 1,82%) como principais
componentes. Essa diferenca entre as cultivares foi atribuida as caracteristicas
genéticas, uma vez que elas foram cultivadas, colhidas e processadas sob as
mesmas condi¢cdes. Estudos anteriores de Minh Tu et al. (2002) sobre o 6leo
essencial de C. sinensis extraidos de diferentes locais do Vietnd relataram a
presenca de limoneno (94,7%) e mirceno (2%) como os principais componentes
majoritarios, corroborando com o descrito neste trabalho.

Caccioni et al. (1998), pesquisando os 6leos essenciais de seis cultivares
de C. sinensis, obtidos de arvores cultivadas no Instituto Experimental de Citrus,
Lentini, Sicilia, encontraram teores de limoneno (94,81%; 92,48%; 95,29%;
91,14%; 95,95%; 94,95%) e mirceno (1,98%; 1,85%; 1.81%; 1,74%, 1,87%,

1,82%). Esses dados assemelham-se muito aos obtidos neste trabalho.
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Os resultados deste trabalho também estdo de acordo com Kirbaglar et
al. (2009), os quais relataram que os principais constituintes do dleo essencial de

laranja obtido na Turquia foi limoneno (91,6%), seguido do mirceno (1,3%).

4.2.2 Citrus reticulata

Os resultados obtidos por CG/EM para o 6leo essencial de C. reticulata
estdo apresentados na Tabela 2. O cromatograma do 6leo essencial da tangerina
ponkan (Figura 1C, APENDICE C) apresentou 15 compostos quimicos
identificados. Pelos dados analisados da Tabela 2, observou-se que o
componente majoritario foi o limoneno (84,53%), seguido do y-terpineno (5,9%)
e mirceno (1,62%) (Figura 15). O restante dos constituintes identificados obteve

valores abaixo de 1%.
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Tabela 2 Constitui¢do quimica do 6leo essencial das cascas de ponkan.

'TR Composto ‘IRcal ‘IR lit. %

1 6,575 a-tujeno 924 930 0,12
2 6,797 o-pineno 931 939 0,56
3 8,048 sabineno 971 975 0,48
4 8,205 B-pineno 976 979 0,36
5 8,604 mirceno 989 990
6 9,549 a-terpineno 1016 1017 0,11
7 9,834 o-cimeno 1024 1026 0,21
8 10,054 limoneno 1030 1029 84,53
9 11,037 y-terpineno 1057 1059
10 11,516 octanol 1070 1068 0,28
11 12,017 terpinoleno 1084 1088 0,29
12 15,554 terpinen-4-ol 1180 1177 0,32
13 16,104 a-terpineol 1195 1188 0,5
14 16,539 decanal 1207 1201 0,44
15 17,349 metil éter timol 1229 1235 0,26

Total identificado 95,98%

'TR = tempo de retengdo em minutos fornecido pelo CG/EM , “IR cal = indice de
Kovats calculado (ADAMS, 2007), IR lit. = indice de retencdo da literatura, % =
porcentagem do componente.

CHg CH,
HsC
3 Y\/\”/\CHz
HsC \CH2 HsC CHs CHs CHa
(a) (b) (©)

Figura 15 Estruturas quimicas dos componentes majoritdrios do 6leo essencial

de C. sinensis
(a) limoneno, (b) y-terpineno e (c) mirceno
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Lota et al. (2001), analisando Oleos essenciais extraidos de folhas e
cascas de 15 espécies de tangerina, sendo 58 cultivares, encontraram na
composicdo quimica de 16 cultivares a presenca do componente majoritario
limoneno (89,1 a 95,5%), seguido do sabineno (0,3 a 4,0%) e mirceno (1,4 a
2,0%).

Minh Tu et al. (2002), realizando a extragdo por prensagem a frio de
6leo essencial das cascas de tangerina obtidas no Vietnd, encontraram como
componente majoritirio limoneno (95,1%), seguido do mirceno (2,0%). Esses
dados nio estdo de acordo com os resultados de Hosni et al. (2010), que
observaram a presenca de limoneno (92,6%) e y-terpineno (3,39%).

Quando comparado com dados da literatura, os resultados deste trabalho
em relacdo a constituicdo quimica do 6leo essencial da casca de tangerina
ponkan (C.reticulata), estdo de acordo com Njoroge et al. (2006) os quais
relataram como componentes principais o limoneno (84,8%), y-terpineno (5,4%)

e mirceno (2,2%).

4.2.3 Citrus limonia

Os resultados obtidos por CG/EM para o 6leo essencial de C. limonia
estdo apresentados na Tabela 3. O cromatograma do 6leo essencial de limao-rosa
(Figura 3C, APENDICE C) apresentou 14 compostos quimicos identificados.
Analisando os dados da Tabela 3, observou-se que o componente majoritdrio foi
o limoneno (69,42%), seguido do y-terpineno (9,42%) e PB-pineno (7,75%)
(Figura 16). O restante dos constituintes identificados obteve valores abaixo de

3%.



49

Tabela 3 Constitui¢do quimica do dleo essencial das cascas de limao-rosa.

'TR Composto ‘IRcal IR lit. %

1 6,571 a-tujeno 924 930 0,28

2 6,790 o-pineno 931 939 1,25

3 8,040 sabineno 971 975 1,33

4 8,199 B-pineno 976 979

5 8,597 mirceno 988 990 1,31

6 9,817 p-cimeno 1024 1024 1,59

7 10,000 limoneno 1029 1029 69,42

8 10,091 1,8-cineol 1031 1031 2,61

9 11,025 y-terpineno 1057 1059

10 14,519 citronelal 1152 1153 0,37

11 15,551 terpinen-4-ol 1180 1177 0,71

12 16,097 a-terpineol 1195 1188 1,23

13 24,461 a-trans-bergamotene 1432 1434 0,4

14 26,922 B-bisabolene 1507 1505 0,77
Total identificado 98,44%

'TR = tempo de retengdo em minutos fornecido pelo CG/EM , ‘IR cal = indice de
Kovats calculado (ADAMS, 2007), IR lit. = indice de retencdo da literatura, % =
porcentagem do componente.

Ohs e CH,
HsC
HyC \CH2 HyC CH, HsC
(a) (b) ()

Figura 16 Estruturas quimicas dos componentes majoritarios do dleo essencial

de C. sinensis
(a) limoneno, (b) y-terpineno (c) B-pineno
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Cavalcanti et al. (2004), estudando diferentes Oleos essenciais com
atividade inseticida, encontraram o limoneno (82%), seguido do [-pineno
(6,6%), como componentes principais do 6leo essencial das cascas de C.
limonia. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com Minh Tu et al.
(2002), os quais encontraram como componentes principais do 6leo essencial
das cascas C. limonia o limoneno (71,0%), y-terpineno (11,9%) e B-pineno

(3,7%).

4.2.4 Citrus aurantifolia

Os resultados obtidos por CG/EM para o O6leo essencial de C.
aurantifolia estdo apresentados na Tabela 4. O cromatograma do 6leo essencial
de limdo-taiti (Figura 4C, APENDICE C) apresentou 17 compostos quimicos
identificados. Pelos dados analisados da Tabela 4, observou-se que o
componente majoritdrio foi o limoneno (49,71%), seguido do y-terpineno
(7,91%), B-pineno (7,30%), geranial (4,59%), p-cimeno (4,55%) e neral (3,30%)
(Figura 17). Todos os outros compostos identificados obtiveram valores abaixo

de 3%.

Tabela 4 Constitui¢do quimica do dleo essencial das cascas de limao-taiti.

'TR Composto IRcal ‘IR it %
1 6,568 a-tujeno 924 930 0,28
2 6,787 o-pineno 931 939 1,09
3 8,038 sabineno 971 975 0,93
4 8197 B-pineno 976 979
5 8,597 mirceno 988 990 1,02
6 9,813 p-cimeno 1023 1024
7 9,986 limoneno 1028 1029 49,71
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Tabela 4 continua

'TR Composto ‘IRcal IR lit. %
8 10,084 1,8-cineol 1031 1031 0,56
9 11,020 y-terpineno 1057 1059
10 12,007 terpinoleno 1084 1088 0,37
11 15,547 terpinen-4-ol 1180 1177 0,94
12 16,097 a-terpineol 1196 1188 2,42
13 17,659 neral 1237 1238
14 18,737 geranial 1267 1267
15 24,003 (E)-cariofileno 1418 1419 0,56
16 24,459 a-trans-bergamotene 1432 1434 1,69
17 24,459 [-bisabolene 1507 1505 2,94
Total identificado 90,16%

'TR = tempo de retencio em minutos fornecido pelo CG/EM , “IR cal = indice de
Kovats calculado (ADAMS, 2007), ’IR lit. = indice de retencdo da literatura, % =
porcentagem do componente.

CH,
HsC

HyC CH, HsC CHy HaC

(a) (b) (©

CHy CHy CHy

\ CHO \

CHO
HaC CHy HaC CHg HsC CHy
(d (e) (H)

Figura 17 Estruturas quimicas dos componentes majoritdrios do 6leo essencial
de C. aurantifolia
(a) limoneno, (b) y-terpineno (c) B-pineno (d) geranial (e) p-cimeno (f) neral
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Choi et al. (2000), avaliando a atividade antioxidante de diversas
espécies do género Citrus, identificaram e quantificaram, por CG/EM, como
componentes principais do 6leo essencial das cascas do limdo-taiti o limoneno
(50,5%), seguido do y-terpineno (17,7%), B-pineno (13,4%), a-pineno (3,6%)
geranial (2,1%) e neral (1,0%). Esses resultados estdo de acordo com aqueles
relatados por Lota et al. (2002), que encontraram como principais constituintes
do 6leo essencial das cascas do limao-taiti, obtidos na Estacdo de Pesquisas
Agronomicas localizado em San Ghjulianu, Cérsega, o limoneno (40,4%),
seguido do y-terpineno (17,3%), B-pineno (11,1%), p-cimeno (5,3%), geranial
(4,0%) e neral (2,3%). Esses resultados confirmam os obtidos no presente

trabalho.

4.2.5 Citrus medica

Os resultados obtidos por CG/EM para o dleo essencial de C. medica
estdo apresentados na Tabela 5. O cromatograma do dleo essencial de cidra
(Figura 5C, APENDICE C) apresentou 31 compostos quimicos identificados.
Pelos dados analisados da Tabela 5, observa-se que o componente majoritario
foi o limoneno (39,41%), seguido do y-terpineno (23,43%), p-cimeno (8,96%),
geranial (4,76%), neral (3,29%) (Figura 18). O restante dos constituintes

identificados obteve valores abaixo de 3%.



Tabela 5 Constitui¢do quimica do dleo essencial das cascas de cidra.

'TR Composto ’IR cal IR lit. %

1 6,560 a-tujeno 924 930 1,05

2 6,786 0-pineno 931 939 2,44

3 8,031 sabineno 970 975 0,31

4 8,194 B-pineno 976 979 2,57

5 8,589 mirceno 988 990 1,77

6 9,161 a-felantreno 1005 1002 0,04

7 9,535 o-terpineno 1016 1017 0,46

8 9,842 p-cimeno 1024 1024
9 10,083 limoneno 1031 1029 39,41
10 10,135 1,8-cineol 1032 1031 0,27
11 10,232 (Z)-p-ocimeno 1035 1037 0,71
12 10,604 (E)-B-ocimeno 1045 1050 1,01
13 11,097 y-terpineno 1059 1059 23,43
14 12,002 terpinoleno 1084 1088 1,37
15 12,556 Linalol 1099 1096 0,32
16 13,753 cis-6xido de limoneno 1131 1136 0,05
17 14,496 citronelal 1151 1153 0,25
18 15,532 terpinen-4-ol 1179 1177 0,44
19 16,079 a-terpineol 1194 1188 0,63
20 17,150 citronelol 1223 1225 1,07
21 17,248 nerol 1226 1229 0,28
22 17,664 neral 1238 1238
23 18,101 geraniol 1250 1252 1,61
24 18,750 geranial 1268 1267
25 19,632 2-undecanona 1292 1294 0,14
26 21,918 neril acetato 1357 1361 0,38

53
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Tabela 5 continua

'TR Composto ’IR cal ’IR lit. %
27 22,601 Geranil acetato 1377 1381 0,74
28 23,990 (E)-cariofileno 1418 1419 0,44
29 24,441  o-trans-bergamotene 1431 1434 0,57
30 26,898 B-bisaboleno 1506 1505 0,93
31 45,195 heneicosano 2088 2100 0,04
Total identificado 99,74%

'TR = tempo de retencio em minutos fornecido pelo CG/EM , “IR cal = indice de
Kovats calculado (ADAMS, 2007), ’IR lit. = indice de retencdo da literatura, % =
porcentagem do componente.

CHy CH, %

HsC CH, HaC CH, HsC CH,

(a) (b) (c)
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CHO

HaC CHg HaC CHg

d) (e

Figura 18 Estruturas quimicas dos componentes majoritdrios do 6leo essencial
de C. medica
(a) limoneno, (b) y-terpineno (c) p-cimeno (d) geranial (e) neral

Verzera et al. (2005), pesquisando o 6leo essencial das cascas de cidra
origindria da Calabria, Itdlia, encontraram valores das concentracdes dos
constituintes quimicos dos 6leos essenciais proximos daqueles encontrados no
presente trabalho, obtendo como componente majoritdrio o limoneno (51,95%),

seguido do y-terpineno (27,71%), geranial (2,79%), neral (1,7%).
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De acordo com Sawamura (2010), os componentes principais do éleo
essencial das cascas de C. medica foram o limoneno e y-terpineno, apresentando

uma varia¢do em sua constituicdo de 55 a 60% e 22 a 24%, respectivamente.

4.2.6 Separacio dos constituintes quimicos dos éleos essenciais por classes

de compostos

Por meio do estudo das caracteriza¢des quimicas por cromatografia em
fase gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG-EM), pode-se
demonstrar e observar uma grande variedade de compostos nos éleos essenciais

das cinco espécies do género Citrus (Figura 19).

100%
90 %
80%
70%
60 %
50%
40%
30%
20%
10%

0%

R Y

Laranja Ponkan Liméo Liméo Cidra
Rosa Taiti

H Monoterpenos Oxigenados B Monoterpenos ndo Oxigenados B Aromdticos B Sesquiterpenos

Figura 19 Separagdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais das cinco
espécies do género Citrus por classes de substancias

Na Figura 19, observa-se a predomindncia dos monoterpenos nao
oxigenados em Citrus sinensis (95,95%) e Citrus reticulata (93,97%). Esses
resultados corroboram com aqueles citados por Kirbaslar et al. (2009), que
encontraram, aproximadamente para 6leo essencial de C. sinensis, 94,8%, e para

C.reticulata, 97,5% de monoterpenos ndo oxigenados. No 6leo essencial de
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Citrus limonia, houve uma menor quantidade de desses compostos (90,76%);
em contrapartida, obtiveram-se uma maior quantidade de monoterpenos
oxigenados (4,92%), compostos aromaticos (1,59%) e sesquiterpenos (1,17%),
em relac@o aos dleos essenciais anteriores.

Minh Tu et al. (2002), estudando o 6leo essencial de C. [limonia,
constataram a predomindncia de monoterpenos nao oxigenados (91,8%),
seguidos de sesquiterpenos (3,6%) e monoterpenos oxigenados (1,8%), valores
semelhantes aos obtidos neste trabalho. Os Oleos essenciais de Citrus
aurantifolia e Citrus medica apresentaram uma maior quantidade de
monoterpenos oxigenados (14,18% e 11,81%), sesquiterpenos (1,54% e 4,63%)
e compostos aromadticos (8,96% e 4,55%) em relacdo aos 6leos essenciais
anteriores. Lota et al. (2002) verificaram no dleo essencial de C. aurantifolia a
presenca de monoterpenos oxigenados (12,3%), sesquiterpenos (3,6%) e
compostos aromdticos (5,3%). Verzera et al. (2005) observaram no o6leo
essencial de C. medica a presengca de monoterpenos oxigenados (5,42%),

sesquiterpenos (1,34%) e baixa quantidade de compostos aromaticos (< 1%).

4.3 Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise de Agrupamento
Hierarquico (HCA)

Em razdo da alta complexidade dos 6leos essenciais, optou-se por um
estudo estatistico das amostras, utilizando a andlise de componentes principais
(PCA) e andlise de agrupamento hierdarquico (HCA), com objetivo de elucidar
caracteristicas relacionadas com os resultados das andlises cromatograficas,
correlacionando e agrupando os dados dos componentes quimicos em relagdo a

seus percentuais nos respectivos 6leos essenciais.
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A PCA mostrou que, com a primeira componente principal e a terceira
componente principal, foi possivel descrever 95,7% dos dados, sendo 94,3% da
variancia total descrita pela primeira componente principal.

A andlise dos dados quimicos pela técnica de PCA permitiu agrupar
quimicamente as amostras em trés grupos, de modo a expressar e evidenciar

suas semelhangas e diferengas (Figura 20, 21 e 22).
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Figura 20 Grafico bidimensional PC1 x PC3 dos scores para diferentes 6leos
essenciais de cinco espécies do género Citrus

A andlise do grafico de escores (Figura 20) mostra a separacdo das
amostras em trés grupos, ou seja, grupo I (6leos essenciais de laranja e ponkan);
grupo II (6leo essencial de limao-rosa) e grupo III (6leos essenciais de limao-

taiti e cidra).
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Figura 21 Grafico bidimensional PC1 x PC3 dos loadings para diferentes 6leos
essenciais de cinco espécies do género de Citrus

A andlise do gréfico de loadings (Figura 21) mostra a separacdo dos
constituintes das amostras em trés grupos, ou seja, grupo I (componente
limoneno); grupo II (componentes B-pineno, (1,8)-cineol e y-terpineno) e grupo

IIT (componentes neral e geranial (citral), a-terpineol e p-cimeno).
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Figura 22 Grifico biplot PC1 x PC3 dos loadings e scores para diferentes 6leos
essenciais de cinco espécies do género de Citrus, em relacdo as
diferentes concentracdes dos seus constituintes quimicos

Na Figura 22 apresenta-se o gréfico biplot PC1 x PC3 dos loadings e
scores, relacionando os dados dos constituintes quimicos dos éleos essenciais
das cinco espécies do género Citrus, com os proprios 6leos essenciais, de modo
a correlaciond-los, agrupando-os em 3 grupos. Observa-se que as amostras dos
6leos essenciais de laranja e ponkan (Grupo I) ficaram mais préximas devido a
similaridade dos teores do componente limoneno. Da mesma forma, pode-se
observar essa semelhanga entre os dleos essenciais de limdo-taiti e cidra (Grupo
IIT) devido a similaridade quanto aos teores do componente neral, geranial, o-
terpineol e p-cimeno. Em relacdo ao 6leo essencial de limdo-rosa (Grupo II)

houve uma similaridade quanto ao teor do componente y-terpineno, (1-8)-cineol
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e P-pineno. Resultados semelhantes foram apresentados por Verzera et al.
(2005), que estudaram a composi¢do quimica dos 6leos essenciais das cascas
Citrus medica, Citrus meyerii, Citrus limon e dois hibridos (1 e 2) de
limao.Esses pesquisadores observaram que a anélise dos componentes principais
permitiu agrupar quimicamente as amostras dos 6leos essenciais em 3 grupos
(A, B e C), de modo a expressar e evidenciar suas semelhangas e diferencas.
Pode-se perceber neste trabalho que o 6leo essencial de C. medica foi
correlacionado com os componentes a-terpineno e geranil acetato (Grupo B), os
6leos essenciais de C. limon e do hibrido 2 foram correlacionados com os
componentes -pineno e neril acetato (Grupo C) e, por fim, os leos esenciais de
Citrus meyerii ¢ do hibrido 1 foram correlacionados com o componente
limoneno.

Allegrone et al. (2002), estudando a composi¢do quimica dos compostos
volateis de sucos de limdo de quatro cultivares de C. limon, observaram
principalmente a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos € monoterpenos
oxigenados (aldeidos, alcodis e ésteres). Essas cultivares foram obtidas na Itdlia,
regido da Sicilia e, por meio da andlise multivariada, pode-se observar que os
componentes volateis dessas cultivares dividiram-se em trés grupos: limoneno
(Grupo 1), B-pineno e y-terpineno (Grupo 2) e acetato de nerila, a-terpineol e
borneol (Grupo 3).

Lota et al. (2002), analisando os constituintes dos 6leos essenciais das
cascas de 19 cultivares de C. limon, verificaram por meio da andlise de
componentes principais, que essas dividiam-se em trés grupos: no primeiro
grupo, estavam as espécies que se agrupavam devido a concentragdo do
limoneno; no segundo estavam as espécies que se agrupavam devido a
concentragdo de acetato de linalila e linalol; e no terceiro, estavam as espécies

que se agrupavam devido a concentragdo do B-pineno e y-terpineno.
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O dendograma da figura 23, para os 6leos essenciais das cinco espécies
do género Citrus estudadas neste trabalho, corrobora com os resultados
previamente discutidos nas figuras 20, 21 e 22. Fica evidente o agrupamento
existente entre os Oleos essenciais de laranja e pokan (Grupo I), limdo-rosa
(Grupo 2) e de limao-taiti e cidra (Grupo III). Isso significa que a composi¢do

quimica desses 6leos essenciais agrupados comporta-se de maneira semelhante.
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Figura 23 Dendograma das cinco esécies do género Citrus em relagdo aos teores
dos seus constituintes quimicos

4.4 Atividade biolégica

4.4.1 Efeito antifingica dos dleos essenciais de cinco espécies do género
Citrus sobre os fitopatégenos Fusarium oxysporum, Alternaria alternata e

Colletotrichum musae

As atividades antiftingicas dos Oleos essenciais de C. sinensis, C.

reticulata, C. limonia, C. aurantifolia e C. medica foram estudadas sobre o
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crescimento e/ou inibi¢do micelial dos fitopatégenos F. oxysporum, A. alternata
e C. musae.

Em relacdo ao teste de fumigacdo “in vitro” realizado sobre o
fitopatdgeno F. oxysporum, observou-se por meio da andlise de varidncia que
houve diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos (Tabela 2A,
APENDICE A). Os cinco 6leos essenciais apresentaram inibicio sobre
crescimento micelial do fungo (Figura 24). Essa inibicdo variou
significativamente tanto entre os Oleos essenciais quanto para cada 6leo, de
acordo com as concentracdes utilizadas (Scott-Knott 5%) (Tabela 1D,

APENDICE D).
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Figura 24 Testes de fumigag@o “in vitro” realizados com cinco 6leos essenciais
das cascas de cinco espécies do género Citrus, nas concentragdes de
125, 250, 500, 1000 e 2000 pg mL™' sobre o fitopatégeno F.

oxysporum
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A inibi¢@o do F. oxyporum aumentou com o aumento das concentracdes
dos Odleos essenciais, ou seja, observou-se um efeito-dose dependente, em
relac@o aos tratamentos testados (Figura 25). Observa-se o inicio da inibicdo a
partir da concentragio de 125 ug mL™, para os 6leos essenciais de laranja e cidra

e de 250 ug mL™" para os outros 6leos essenciais.
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Figura 25 Gréfico da inibi¢do do crescimento micelial do F. oxysporum exposto

as diferentes concentracdes dos cinco 6leos essenciais do género
Citrus

Os O6leos essenciais de cidra e limdo-taiti apresentaram uma inibi¢ao
total do crescimento micelial na concentragio de 2000 ug mL"', ao passo que os
outros Oleos essenciais, nessa mesma concentragdo, apresentaram um efeito
inibitério menor. O 6leo essencial de laranja (59,38%), seguido dos 6leos
essenciais de ponkan (54,17%) e limdo-rosa (50%), ndo diferiram
estatisticamente. Verificou-se, por meio das equacdes de regressdo dos cinco
6leos essenciais (APENDICE E), que o ECs, 6leo essencial de cidra foi menor
(565,9 ug mL™"), seguido do limdo-taiti (958,7 ug mL™"), ponkan (1521,6 pg mL’
", laranja (1716,7 pg mL™") e limdo-rosa (2025,4 pg mL™).
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Para o fitopatdgeno Alternaria alternata, quando se fez o teste de
fumigag@o “in vitro”, observou-se também diferenca significativa (P<0,05) entre
os tratamentos, de acordo com a andlise de variancia (Tabela 2A, APENDICE
A). Todos os cinco 6leos essenciais, da mesma forma que para o fungo F.
oxysporum, apresentaram inibi¢do do crescimento micelial do fungo A. alternata
(Figura 26). O teste de médias (Scott-Knott 5%) acusou variagdo na inibigdo
tanto entre os Oleos essenciais, como de acordo com as diferentes doses de cada

6leo utilizadas (Tabela 2D, APENDICE D).
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Figura 26 Testes de fumigacdo “in vitro” realizados com cinco 6leos essenciais
das cascas de cinco espécies do género Citrus nas concentracdes de
125, 250, 500, 1000 e 2000 pg mL™" sobre o fitopatégeno A. alternata
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A inibicdo do crescimento micelial da A. alternata aumentou
proporcionalmente com o aumento das concentragdes dos Oleos essenciais,
observando-se também um efeito-dose dependente (Figura 27). Observa-se o
inicio da inibi¢do a partir da concentracio de 125 pg mL’ para os éleos
essenciais de limdo-rosa, limdo-taiti e cidra e de 250 pg mL"' para os 6leos

essenciais de laranja e ponkan.
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Figura 27 Griéfico da inibicdo do crescimento micelial do A. alternata exposto

as diferentes concentracdes dos cinco 6leos essenciais do género
Citrus

Da mesma forma que ocorreu para o F. oxysporum, a inibicdo total do
crescimento micelial as A. alfernata ocorreu na concentracio de 2000 pg mL™,
para os 6leos essenciais de cidra e limdo-taiti (Figura 27). Os outros 6leos
essenciais, nessa mesma concentracdo, apresentaram um efeito inibitério menor.
O dleo essencial de laranja (50,95%) e o de limdo-rosa (48%) proporcionaram
uma maior inibi¢do do que o 6leo essencial de ponkan (29,5%), e os primeiros

ndo diferiram estatisticamente. Verificou-se, por meio das equagdes de regressao
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dos cinco 6leos essenciais (APENDICE E), que o ECsy do dleo essencial de
limdo-taiti foi menor (895,3 ug mL™"), seguido da cidra (909,9 ug mL™"), laranja
(1985 ug mL™), limdo-rosa (2045,9 pg mL™) e ponkan (3290,5 ug mL™).

Em relacdo ao teste de fumigacdo “in vitro” realizado sobre o
fitopatégeno C. musae, observou-se, por meio da andlise de variincia, que houve
diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos (Tabela 2A, APENDICE
A). A semelhanca da inibicio do crescimento micelial do F. oxysporum e da A.
alternata, os cinco 6leos essenciais apresentaram inibicdo no crescimento
micelial do fitopatégeno C. musae, apresentando diferencas significativas tanto
entre os 6leos essenciais quanto entre as doses utilizadas (Scott-Knott 5%)
(Tabela 3D, APENDICE D).

A inibi¢do do fungo C. musae aumentou com o aumento das
concentragdes dos 6leos essenciais, ou seja, observou-se também um efeito-dose
dependente em relacdo aos tratamentos testados (Figura 28). Pode-se observar
esse resultado a partir da concentracdo 125 ug mL™ para os 6leos essenciais de

limdo-taiti e cidra, e o restante, a partir da concentrag¢io 250 pg mL™.
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Figura 28 Gréfico da inibi¢do do crescimento micelial do C. musae exposto as
diferentes concentragcdes dos cinco dleos essenciais do género Citrus

Observou-se que o dleo essencial de cidra apresentou uma inibicao total
do crescimento micelial na concentracio de 2000 pg mL™", ao passo que os
outros Oleos essenciais, nessa mesma concentracdo, apresentaram um efeito
inibitério menor. O 6leo essencial de limao-taiti (63,22%) proporcionou uma
maior inibi¢do bioldgica, seguido dos 6leos essenciais de limdo-rosa (48,74%),
pokan (40,23%) e laranja (40,23%). Os trés ultimos ndo diferiram
estatisticamente. Verificou-se, por meio das equagdes de regressdo dos cinco
Oleos essenciais (APENDICE E), que o ECs; 6leo essencial de cidra foi o menor
(914,2 pg mL™"), seguido do limdo-taiti (1279,3 ug mL™), limdo-rosa (2082,6 pg
mL™"), ponkan (2176,1 pg mL™") e laranja (2518,1 pg mL™).

Os resultados obtidos neste experimento corroboram com os obtidos por
alguns autores, tais como Viuda-Martos et al. (2008) que, estudando o efeito do
6leo essencial de limdo, laranja, toranja e tangerina sobre fungos associados a

deterioracdo de alimentos, verificaram um grande potencial antimicrobiano. O
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6leo essencial das cascas de laranja foi o que apresentou maior inibi¢do do
crescimento micelial do fungo Aspergilus Niger, ao passo que para os patdgenos
Aspergilus flavus e Penicillium chrysogenum, os 6leos essenciais das cascas de
tangerina e toranja foram mais eficazes, respectivamente. Nessa mesma época,
estudos semelhantes realizados por Sharman e Tripathi (2008) mostraram a
inibicdo do crescimento micelial do fungo A. niger, quando se utilizou o dleo
essencial das cascas de laranja. A morfologia do fungo foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura e apés o tratamento com o 6leo essencial,
foi relatado que as hifas foram danificadas, ocorrendo em alguns casos sua
morte. Avaliando também a atividade fungicida de diversos éleos essenciais de
género Citrus, Kirbaslar et al. (2009) observaram que o 6leo essencial de limao
apresentou um efeito maior diante da maioria dos patégenos.

Segundo Sharman e Tripathi (2006), o dleo essencial do género Citrus é
uma mistura de compostos volateis com grande potencial antifiingico, reduzindo
ou inibindo totalmente seu crescimento, sendo ele dose-dependente. Os mesmos
autores, avaliando o efeito fungitéxico do 6leo essencial de Citrus sinensis sobre
10 agentes patogénicos pds-colheita, observaram que ele apresentou um amplo
espectro de ac@o sobre todos os micro-organismos testados, obtendo uma
concentracio minima inibitéria de 400 a 500 pg mL". Sridhar et al. (2003),
utilizando o mesmo 6leo essencial, verificaram também reduc¢des no crescimento
micelial de alguns fitopatégenos.

A incidéncia de patégenos causadores de doencas pds-colheita € um dos
principais problemas que prejudica a qualidade e que tem limitado a exportacio
de frutas brasileiras (COELHO et al., 2010); por isso, a importancia da
realizagdo de estudos que avaliem o efeito antifingico de produtos naturais, tais
como os 6leos essenciais,pelo fato de esses ndo contaminarem os alimentos

tratados e ndo serem prejudiciais ao ser humano.
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Estudando o 6leo essencial das cascas de C. reticulata obtido pelo
método de hidrodestilagdo, Chutia et al. (2009) encontraram como componentes
majoritirios os compostos limoneno (46,7%), geranial (19%) e neral (14,5%).
Utilizaram-se dois métodos de andlise para a avaliacdo da atividade fungicida do
Oleo essencial. Os fitopatégenos estudados foram Alternaria alternata,
Fusarium  oxysporum,  Rhizoctonia  solani,  Curvularia  lunata e
Helminthosporium oryzae. O método mais eficiente foi o de fumigacao, obtendo
valores de inibicdo do crescimento micelial préximo aos encontrados neste
trabalho.

A concentragdo efetiva para inibicdo do crescimento micelial em 50%
(ECsp) foi estimada também por Caccioni et al. (1998), que verificando a
atividade fungicida dos Oleos essenciais das cascas de diversas espécies do
género Citrus, encontraram, de forma semelhante, alguns resultados. Para a
espécie C.sinensis, observaram que, para as seis cultivares analisadas, os valores
do ECs, frente ao fungo Penicillium digitatum, e os valores das quantidades de
monoterpenos oxigenados foram inversamente proporcionais. A medida que
diminuia o valor de ECs;, aumentava a quantidade de monoterpenos oxigenados.
Os valores de ECsy e monoterpenos oxigenados para as seis cultivares foram
2180; 1594; 1496; 1004; 2245; 2389 ug mL™"' e 1,26%; 2,50%; 1,31%; 3.90%:;
0,90%; 1,29% respectivamente. Para os 6leos essenciais das trés cultivares de C.
limon, observou-se que a medida que aumentava o teor de citral, aumentava sua
eficdcia contra o patégeno. Esses resultados corroboram com os deste trabalho,
no qual os 6leos essenciais mais eficazes foram os déleos essenciais de cidra e
limao-taiti, que foram os tnicos que continham o citral em sua composicao.
Outros autores atribuem essa atividade também a presenca dos compostos
limoneno, linalol e citral (SONBOLI et al., 2006). Entretanto, alguns descrevem
que os componentes minoritdrios t€m um importante papel na atividade

antimicrobiana do 6leo essencial, resultado do sinergismo ou antagonismo deles
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com os componentes majoritarios (DEBA et al., 2007). Isso pode ser observado
neste trabalho, pois o componente limoneno, majoritdrio em todos os 6leos
essenciais estudados, teve acdo antifiingica menor e, quando combinado com o
componente citral, sua acdo foi potencializada. A Figura 29 mostra o
dendograma dos ECs, dos cinco 6leos essenciais frente aos trés fitopatégenos
analisados, no qual se confirmam os resultados previamente discutidos,
demonstrando o agrupamento existente entre o limao-taiti e a cidra, significando

que os dois 6leos essenciais apresentam os ECsy bem proximos.
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Figura 29 Dendograma dos ECs, dos 6leos essenciais das cascas das cinco
espécies do género Citrus

Belletti et al. (2010) realizaram um trabalho no qual avaliaram os efeitos
combinados dos componentes citral, linalol e B-pineno contra Saccharomyces
cerevisae, em bebidas citricas submetidas a um ligeiro tratamento térmico.
Observaram a eficdcia antimicrobiana da combinagdo dos compostos quimicos e
também uma potencializagdo do efeito quando utilizado o tratamento térmico.
Isso ocorreu pelo fato de o aumento da temperatura ter elevado a pressdo de

vapor das moléculas e consequentemente aumentado a capacidade dessas de
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solubilizarem na membrana plasmadtica das leveduras, reforcando, assim, sua
bioatividade. Efeitos semelhantes foram descritos por Rivera-Carriles et al.
(2005), os quais demonstraram um efeito antimicrobiano sinérgico entre citral e
outros compostos fendlicos (vanilina, carvacrol, timol e eugenol).

De acordo com Park et al. (2007), os compostos citronelal, neral e
geranial, principais constituintes de Leptospermum petersonii, foram os
responsdveis pela atividade antifingica contra os dermatéfitos Mycrosporum
canis, Mycrosporum gypseum e Trycophyton mentagrophytes. Entretanto,
quando o geranial foi testado isoladamente, mostrou-se como constituinte
antifiigico mais ativo entre esses compostos, comprovando, assim, a agdo
antifingica dos compostos analisados neste trabalho.

Para verificar a atividade antimicrobiana, Neri et al. (2007) selecionaram
nove compostos volateis de plantas: os aldeidos (hexanal, trans-2-hexanal, citral,
trans-cinamaldeido e p-anisaldeido), os fenéis (carvacrol e eugenol) e as cetonas
(nonanone e -(-)carvona), os quais foram testados sobre a germinagdo de
conideos e crescimento micelial de Monilinia laxa. Esses pesquisadores
observaram que os compostos que obtiveram os melhores resultados de ECs,
para inibicdo crescimento micelial foram carvacrol, eugenol, citral e trans-
cinamaldeido, respectivamente.

Em relagdo ao mecanismo de acdo dos componentes dos 6leos essenciais
sobre 0s micro-organismos, esses estdo relacionados, segundo Burt et al. (2004)
e Cristani et al. (2007), a parte hidrofilica da molécula que interage com a parte
polar da membrana, ao passo que o anel benzénico hidrofébico e as cadeias
laterais alifdticas interagem com a parte hidrofébica interna da membrana do
micro-organismo, tornando-as mais permedveis, facilitando, assim, o vazamento
de fons e outros contetidos celulares. Similarmente, Omidbeygi et al. (2007)

sugerem que os componentes dos 6leos essenciais interagem com enzimas e
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proteinas da membrana, produzindo um fluxo de prétons para o exterior da
célula, provocando altera¢Ges nessa €, consequentemente, sua morte.

Di Pasqua et al (2007) avaliaram os danos causados 2 membrana apds a
exposicdo da Salmonella enterica, Pseudomonas fluorescence, Brochotrix
thermosphacta e Staphylococcus aureus a alguns constituintes sintéticos, que
sdo componentes majoritdrios de alguns Oleos essenciais, como limoneno
(terpeno), timol, carvacrol e eugenol (compostos fendlicos) e cinamaldeido
(aldeido alifatico). Segundo o autor, devido ao cardter hidrofébico dos
componentes dos dleos essenciais, a membrana citoplasmatica parece ser um
local adequado para sua agdo, alterando, assim, sua estrutura. A andlise de
microscopia eletronica de varredura (MEV) mostrou que os compostos sintéticos
utilizados exerceram rapidamente suas atividades antimicrobianas, determinando
alteracdes estruturais na membrana celular. O componente cinamaldeido foi o

mais eficaz, alterando a estrutura externa de todas as cepas testadas.
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5 CONCLUSOES

O composto majoritdrio dos 6leos essenciais das cinco espécies do
género Citrus foi o limoneno.

Utilizando a andlise de componentes principais (PCA) e andlise de
agrupamento hierarquico (HCA), os 6leos essenciais foram classificados em 3
grupos. O primeiro (laranja e ponkan), devido & similaridade dos teores do
componente limoneno; o segundo (limao-rosa), pela similaridade quanto ao teor
do componente y-terpineno, (1-8)-cineol e B-pineno; e o terceiro (cidra e liméo-
taiti) devido a similaridade quanto aos teores dos componentes neral, geranial, o-
terpineol e p-cimeno.

Todos os 6leos essenciais apresentaram atividade antifingica sobre os
fitopatégenos Fusarium oxysporum, Alternaria alternata e Colletotrichum
musae, sendo os 6leos essenciais que apresentaram maior atividade os de cidra e
limao-taiti.

Os dleos essenciais de cidra e limdo-taiti apresentaram menores ECs

devido ao sinergismo existente entre os componentes limoneno, neral e geranial.
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Tabela 1A Andlise de varidncia com aplicacao do teste de F (1%) para os valores
do rendimento e teor de umidade em relacdo a cinco espécies do
género Citrus

FV GL QMrendimento QMumidade
Oleos Essenciais 4 1,61%* 129,07%*
Erro 10 0,02 7,27

C. de variacao 10,75% 3,9%
Média Geral 1,51 69,07

**Significativo a 1% pelo teste de F

Tabela 2A Andlise de variancia com aplicacao do teste de F (1%) para os valores
da porcentagem da inibicdo do crescimento micelial do F.

oxysporum, A.

alternata,

C. musae expostos as

diferentes

concentracdes dos Oleos essenciais de cinco espécies do género

Citrus
FV GL QMF oxysporum QMA alternata QMC musae
Oleos Essenciais 4 1979,36%** 2432, 83%* 1526,65%**
Concentracgdes 5 11054,11** 8307,49%** 7677,24**
O.E.*Concentracdes 20 368,11%* 394,78** 359,32%*
Erro 60 17,55 28,36 29,47
C. de variacao 14,87% 20,18% 24.53%
Média Geral 28,17 26,40 22,14

**Significativo a 1% pelo teste de F



85

APENDICE B

Tabela 1B Resultados do rendimento e do teor de umidade de cinco espécies do
género Citrus.

Oleo Essencial Rendimento (%) Umidade (%)
Laranja 221 a 68 b
Tangerina Ponkan 2,08 a 69 b
Limao-Rosa 1,81 a 64 b
Limao-Taiti 0,73 b 64 b
Cidra 0,71 b 80 a

Meédias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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APENDICE C
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Figura 1C Cromatograma do 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis).
(1) limoneno, (2) mirceno

1 o10,000000) 4
B.05rC

Figura 2C Cromatograma do o6leo essencial de tangerina ponkan (Citrus
reticulata).
(1) limoneno, (2) y-terpineno e (3) mirceno



87

[

Figura 3C Cromatograma do 6leo essencial de limdo-rosa (Citrus limonia).
(1) limoneno, (2) y-terpineno e (3) B-pineno

w
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Figura 4C Cromatograma do 6leo essencial de limdo-taiti (Citrus aurantifolia).
(1) limoneno, (2) y-terpineno, (3) B-pineno, (4) geranial, (5) p-cimeno e (6)
neral



Figura 5SC Cromatograma do dleo essencial de cidra (Citrus medica).
(1) limoneno, (2) y-terpineno, (3) p-cimeno, (4) geranial e (6) neral

88
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APENDICE D

Tabela 1D Porcentagem da inibi¢do do crescimento micelial do F. oxysporum
exposto as diferentes concentracdes dos 6leos essenciais de cinco
espécies do género Citrus.

’ Concentracao Inibi¢do do crescimento micelial (%)

Fungo pg mL! Laranja  Ponkan L.R. L. T Cidra
T.A. 0 Ae 0 Ad 0 Ae 0 Ae 0 Af

§ § 125 6,9 Ad 1 Ad 5,6 Ae 29Ae 104 Ae

N 250 133Bd 17,3Bc 10,8Bd 13,5Bd 26,9 Ad

<] é 500 21,5Cc 294Bb 189Cc 29,6 Bc 55 Ac

=~ 3 1000 285Cb 32,7Cb 27,7Cb 60,2Bb 69,4 Ab
2000 59,4Ba 54,2Ca 50Ca 100 Aa 100 Aa

T.A. =Testemunha Absoluta; L. R.= Limdo-Rosa; L. T. =Limao-Taiti
Meédias seguidas da mesma letra, sendo a mindscula na coluna e a maidscula na linha,
ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Tabela 2D Porcentagem da inibi¢do do crescimento micelial do A. alternata
exposto as diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de cinco
espécies do género Citrus.

’ Concentracao Inibicdo do crescimento micelial (%)

Fungo pg mL! Laranja  Ponkan L.R. L.T. Cidra
T.A. 0Ad 0Ac 0 Ae 0 Af 0 Af

2 8 125 4,8 Ad 42Ac 92Ad 10,3Ae 143 Ae

§ § 250 12,6 Bc 57Cc 164Bc 29,1 Ad 28,8 Ad

RS 500 173Bc  17,5Bb 22,1 Bc 39,8 Ac 38,3 Ac

< © 1000 356Bb 232Cb 30,5Bb 552 Ab 48,6 Ab
2000 509Ba 29,5Ca 48Ba 100 Aa 100 Aa

*T.A. =Testemunha Absoluta; L. R.= Limio-Rosa; L. T. =Liméio-Taiti
Médias seguidas da mesma letra, sendo a mintscula na coluna e a maitscula na linha,
ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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Tabela 3D Porcentagem da inibicdo do crescimento micelial do C. musae
exposto as diferentes concentragdes dos 6leos essenciais de cinco
espécies do género Citrus.

’ Concentracao Inibi¢do do crescimento micelial (%)

Fungo pg mL! Laranja  Ponkan L.R. L.T. Cidra

s T.A. 0 Ac 0Ac 0 Ad 0 Ad 0 Ae
Qi o 125 2,1 Ac 1,1 Ac 2,8 Ad 8 Ac 6,9 Ad
£ 3 250 4,6 Ac 5,7 Ac 85Ad 13,8 Ac 12,6 Ad
§ § 500 9,2Cc 264 Ab 193Bc 32,6 Ab 27,6 Ac
S 1000 20,7Cb  34,5Ba 26Cb 39,1 Bb 70,1 Ab
© 2000 40,2Ca 402Ca 487Ca 63,2Ba 100 Aa

*T.A. =Testemunha Absoluta; L. R. =Limio-Rosa; L. T.= Limao-Taiti;
Meédias seguidas da mesma letra, sendo a mindscula na coluna e a maidscula na linha,
ndo diferem significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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APENDICE E
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Figura 1E Atividade antifiingica do 6leo essencial de laranja sobre a inibi¢do do
crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporum
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Figura 2E Atividade antifingica do 6leo essencial de ponkan sobre a inibi¢do do
crescimento micelial do fungo F.oxysporum
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y=0,023x + 3,416
R2= 0,982
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Figura 3E Atividade antifingica do 6leo essencial de limdo-rosa sobre a inibi¢ao
do crescimento micelial do fungo F.oxysporum
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Figura 4E Atividade antiftingica do 6leo essencial de limao-taiti sobre a inibi¢do
do crescimento micelial do fungo F.oxysporum
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Figura 5E Atividade antifiingica do 6leo essencial de cidra sobre a inibi¢do do
crescimento micelial do fungo F.oxysporum
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Figura 6E Atividade antifiingica do 6leo essencial de laranja sobre a inibi¢cdo do
crescimento micelial do fungo Alternaria alternata
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Figura 7E Atividade antifingica do 6leo essencial de ponkan sobre a inibi¢do do
crescimento micelial do fungo A. alternata

60
50

40

30
y=0,021x+ 7,037

R?= 0,935

% Inibi¢cao

20

10

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentracdes pug mL?

Figura 8E Atividade antiftiingica do 6leo essencial de limdo-rosa sobre a inibi¢do
do crescimento micelial do fungo A. alternata
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Figura 9E Atividade antiftingica do 6leo essencial de limao-taiti sobre a inibi¢io
do crescimento micelial do fungo A. alternata

120

100

co
<o

y =0,045x+ 9,052
R2= 0,961

% Inibi¢ao
£ =)
o o

]
o

0] 500 1000 1500 2000 2500

Concentracdes pg mL?

Figura 10E Atividade antifiingica do 6leo essencial de cidra sobre a inibi¢do do
crescimento micelial do fungo A. alternata



% Inibicao

96

y=0,020x- 0,361
R?= 0,999

1000 1500 2000 2500

Concentracdes ug mL?

Figura 11E Atividade antifiingica do 6leo essencial de laranja sobre a inibicio
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do crescimento micelial do fungo Colletotrichum musae
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Figura 12E Atividade antifingica do 6leo essencial de ponkan sobre a inibicao

do crescimento micelial do fungo C.musae
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Figura 13E Atividade antiftingica do dleo essencial de limdo-rosa sobre a
inibicdo do crescimento micelial do fungo C.musae
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Figura 14E Atividade antifingica do 6leo essencial de limdo-taiti sobre a

inibicdo do crescimento micelial do fungo C.musae
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Figura 15E Atividade antifingica do 6leo essencial de cidra sobre a inibi¢do do
crescimento micelial do fungo C.musae



