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Resumo

A economia circular é chave para o tratamento de residuos, a exemplo tem-se a transformacao dos
residuos da industria do suco de laranja (Citrus sinensis) em produtos de primeira linha. A transformagao
dos residuos das cascas da laranja em 6leo essencial, impulsiona a bioeconomia. O objetivo foi avaliar
o potencial inibitorio in vitro e in silico frente a enzima acetilcolinesterase (AChE), investigar o efeito
antimicrobiano, testar o efeito alelopatico no feijdo manteiguinha, analisar a atividade antioxidante e
bioatividade inseticida por fumigacdo do 6leo essencial das cascas de C. sinensis (L.). O 6leo essencial
(OE), foi extraido por hidrodestilagdo em aparato de Clevenger e analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Na acéo antimicrobiana foi utilizada a técnica de difuséo
em agar, frente as cepas; Escherichia coli (ATC25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Candida
albicans (ATCC 10231), Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468), o teste do efeito alelopatico utilizou
a aplicagdo do tratamento por contato no feijao, a atividade antioxidante foi mensurada através dos testes
de ABTS++ ¢ DPPH, a analise da bioatividade inseticida por fumigacdo foi testada em adultos de
Sitophilus oryzae, ¢ como padrao o limoneno, com pureza > 95%, as leituras de mortalidade foram
realizadas apos 24, 48 e 72 horas. No CG-ME foram identificados 33 constituintes da classe dos
monoterpenos ¢ sesquiterpenos, destacando-se como majoritarios; B-Citroneleno (7,33%), p-Pineno
(9,63%), Car-3-en-2-one (8,43%), Eugenol (4,24%), Limoneno-10-ol (8,26%), a-Humuleno (10,52%),
a-neo-Clovene (4,83%) e B-Acoradieno (12,47%). Para ag@o antimicrobiana, o OE apresentou potencial
inibitorio entre baixo (+) e moderado (++). No ensaio alelopatico, observou-se para a dosagem T4,
500uL de OE, mudangas entre o indice de crescimento radicular e a velocidade de germinagdo das
sementes do feijao. No teste de capacidade antioxidante ABTSe+, o OE demonstrou ICsy de 0,951 +
0,045 (umol ET/mL), no método DPPH, o OE ndo exibiu atividade antioxidante. No ensaio de
fumigac@o com o OE, a taxa de mortalidade corrigida foi de 6,7%, ndo houve significdncia na CL2s % €
para as maiores dosagens ocorreu o fendmeno da hormoligose, o padrdo limoneno apresentou, taxa de
mortalidade corrigida de 6,4 e 14,9% e CLysy de 19,75%, ambos no tempo de 48h. No teste
anticolinesterasico in vitro, o 6leo essencial mostrou um valor de concentragdo inibitoria de Clsy =72
pg/mL, tal resultado foi corroborado com o teste anticolinesterasico in silico onde foi possivel observar
a inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelos constituintes B-citroneleno, limoneno, B-acoradieno e a-
humuleno, para o resultado in silico os valores de energia de ligagdo variaram entre -6,2 ¢ -9,6 kcal/mol,
valores proximos ao inibidor galantamina (energia de ligagdo do redocking = -9,8 kcal/mol, RMSD
0,3678 A). Os resultados obtidos sugerem que o OE proveniente das cascas de laranjas da regido
Amazodnica, possui a capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase, tais achados além de explorar e
elucidar a aplicag@o biologica desse 6leo, incentivam a ado¢do da economia circular, aproveitando os
residuos provenientes da industria de sucos. Nao apenas contribuindo para minimizar o desperdicio, mas
também agrega valor ao produto final, impulsionando o interesse em seu uso nas areas da agricultura e
medicina.

Palavras chaves: economia circular, alelopatia, fumigagdo, bioatividade, citrus sinensis (L),
acetilcolinesterase.



Abstract

The circular economy is key to waste treatment, for example, the transformation of waste from the
orange juice (Citrus sinensis) industry into first-rate products. The transformation of orange peel
residues into essential oil boosts the bioeconomy. The objective was to evaluate the in vitro and in silico
inhibitory potential against the enzyme acetylcholinesterase (AChE), investigate the antimicrobial
effect, test the allelopathic effect on butter beans, analyze the antioxidant activity and insecticidal
bioactivity by fumigation of the essential oil from C. sinensis (L.). The essential oil (EO) was extracted
by hydrodistillation in a Cleveng apparatus and analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). For antimicrobial action, the agar diffusion technique was used against the
strains; Escherichia coli (ATC25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Candida albicans (ATCC
10231), Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468), the allelopathic effect test used the application of
contact treatment on beans, the antioxidant activity was measured through the tests of ABTSe+ and
DPPH, the analysis of insecticidal bioactivity by fumigation was tested on adults of Sitophilus oryzae,
and limonene as standard, with purity > 95%, mortality readings were taken after 24, 48 and 72 hours.
In CG-ME, 33 constituents from the class of monoterpenes and sesquiterpenes were identified, standing
out as the majority; B-Citronelene (7.33%), B-Pinene (9.63%), Car-3-en-2-one (8.43%), Eugenol
(4.24%), Limonene-10-ol ( 8.26%), a-Humulene (10.52%), a-neo-Cllovene (4.83%) and pB-Acoradiene
(12.47%). For antimicrobial action, EO showed inhibitory potential between low (+) and moderate (++).
In the allelopathic test, changes were observed for the T4 dosage, 500uL of EO, between the root growth
index and the germination speed of the bean seeds. In the ABTS<+ antioxidant capacity test, the EO
demonstrated an IC50 of 0.951 £ 0.045 (umol ET/mL), in the DPPH method, the EO did not exhibit
antioxidant activity. In the fumigation test with EO, the corrected mortality rate was 6.7%, there was no
significance in LC25% and for the highest dosages the phenomenon of hormoligosis occurred, the
limonene standard presented a corrected mortality rate of 6.4 and 14.9% and CL25% of 19.75%, both
within 48 hours. In the in vitro anticholinesterase test, the essential oil showed an inhibitory
concentration value of IC50 =72 pg/mL, this result was corroborated with the in silico anticholinesterase
test where it was possible to observe the inhibition of the acetylcholinesterase enzyme by the
constituents B-citronelene, limonene, B-acoradiene and a-humulene, for the in silico result the binding
energy values varied between -6.2 and -9.6 kcal/mol, values close to the galantamine inhibitor
(redocking binding energy = -9.8 kcal/mol, RMSD 0.3678 A). The results obtained suggest that EO
from orange peels from the Amazon region has the ability to inhibit the enzyme acetylcholinesterase.
These findings, in addition to exploring and elucidating the biological application of this oil, encourage
the adoption of the circular economy, taking advantage of waste from juice industry. Not only
contributing to minimizing waste, but also adding value to the final product, driving interest in its use
in the areas of agriculture and medicine.

Keywords: circular economy, allelopathy, fumigation, bioactivity, citrus sinensis (L),
acetylcholinesterase.
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1. INTRODUCAO

A economia circular estimula novas praticas de gestdo, fonte de inovagao ao nivel de
produtos, processos € modelo de negocio, permitindo a redu¢do da procura de recursos naturais
com a recuperacao de desperdicios e residuos (Leitao, 2015). Como um novo paradigma para
conciliar o crescimento econdmico com o uso de recursos naturais, a economia circular enfatiza
aspectos econdmicos € ambientais e aborda varios objetivos de desenvolvimento sustentavel

(Schneider, 2014).

A economia Circular ¢ um conceito estratégico que assenta na reducgdo, reutilizacao,
recuperagao e reciclagem de materiais e energia, nos permitem repensar as praticas economicas
da sociedade atual a partir do funcionamento da propria natureza (Circular, 2017). Fornece,
portanto, o principio fundamental para o melhor uso dos recursos naturais e na minimizagao da
geracdo e disposicao de residuos, que assim o conduz ao desenvolvimento econdmico e social

sustentavel (Stahel, 2016).

A agricultura desempenha um papel vital no desenvolvimento socioecondmico mundial.
No Brasil, a agricultura ¢ reconhecida como altamente competitiva e geradora de empregos, de
riqueza, de alimentos, de fibras e de bioenergia para o Brasil e para outros paises. E um dos
setores que mais contribui para o crescimento do PIB nacional e que responde por 21% da soma
de todas as riquezas produzidas, um quinto de todos os empregos e 43,2% das exportacdes

brasileiras, chegando a US$ 96,7 bilhdes em 2019 (Mahato et al., 2019).

A industria citrica, com uma produgao superior a 100 milhdes de toneladas por ano,
representa a maior produgdo de frutas do mundo, com as principais pecas produzidas na Asia
(44%), Europa (20%) e América do Sul (18%) (Mahato, ef al., 2019; USDA, 2020). O Brasil ¢
o maior produtor e exportador mundial com aproximadamente 68% da produgdo e 79% das
exportacdes mundiais. Em média, 70% da laranja produzida no Brasil ¢ destinada para
processamento. Os Estados Unidos, que sdo o segundo maior produtor mundial, respondem
por 14% da producdo de suco de laranja e 0 México ¢ o segundo maior exportador com 10%

do comércio mundial do produto (USDA, 2018).

r

Uma grande parte das frutas citricas ¢ utilizada na industria de processamento de
alimentos, principalmente na produ¢do de suco. Aproximadamente 60% da massa do fruto

permanecem apos 0 processamento, como cascas, sementes e residuo de membrana, sendo estes
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residuos transformados em outros produtos. Estima-se que os residuos citricos gerados pelas
industrias de processamento de alimentos sejam mais de 54 milhdes de toneladas em todo o
mundo composta principalmente por residuos nao comestiveis de cascas de frutas citricas
(CFC) (Mahato, et al., 2019). Nesse contexto, as cascas representam um desafio para a industria
de residuos de uma perspectiva ambiental, uma vez que as mesmas sao parcialmente usadas e

na sua maior parte sao aterradas, incineradas ou compostadas (Teigiserova et al., 2021).

De uma perspectiva da bioeconomia circular, uma op¢do ¢ usar as cascas de frutas
citricas para extrair compostos de alto valor (Ozturk ef al.,2019), tais como o limoneno o qual
pode ser obtido no 6leo essencial destas cascas, levando a valorizagdo mais lucrativa desse
residuo. O limoneno ¢ um monoterpeno ciclico (CioHz6) que compde cerca de 90% dos dleos
essenciais citricos. Pode ser usado para uma variedade de aplica¢des na industria alimenticia,
farmacéutica ¢ médica, solvente verde, inseticida natural e agente quimiopreventivo com

propriedades anticancerigenas (Mahato et al., 2019; USDA, 2020; Teigiserova et al., 2021).

Dentro deste contexto, o propdsito do presente estudo consistiu em avaliar potenciais
bioatividades inerentes ao 6leo essencial extraido das cascas de frutos citricas da espécie Citrus
sinensis. Este incluiu a avaliacdo da capacidade inibitoria tanto in vitro como in silico frente a
enzima acetilcolinesterase (AChE), além da exploragio do efeito antimicrobiano, a
investigacao das propriedades alelopaticas sobre o feijdo manteiguinha, a andlise da atividade
antioxidante e a avaliacdo da bioatividade inseticida através do método de fumigacdo

empregando o 6leo essencial.

Dessa forma, o presente trabalho visa a bioprospeccao do 6leo essencial das cascas de
Citrus sinensis da regido amazOnica, através destes estudos pretende-se contribuir
cientificamente para o reaproveitamento dos residuos gerados pelo descarte das cascas da
laranja afim de contribuir com a elucidacao de questdes ambientais e disponibilizar dados

cientificos para o tratamento de doengas e pragas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Economia circular

O conceito de Economia Circular enquanto proposta inovadora de implementacdo de
um novo sistema de processo produtivo, propde profundas modificagdes estruturais e assume

um maior protagonismo ao contradizer o sistema usual da economia linear (Abdalla, 2018).

A economia circular vem como um viés atrelado a sustentabilidade, para a redugao da
poluicao causada pela revolugdo industrial. Segundo Silva ef al., (2021) tanto a comunidade
cientifica quanto o mercado reconhecem que o caminho para reverter o cenario passa pela

economia circular, englobar ac¢des de; reciclagem, reuso, remanufatura e logistica reversa.

A diferenga entre a economia linear e a circular € que, na primeira ha a transformagao
linear da matéria prima em produtos, embalados, vendidos, consumidos e descartados,
ignorando a necessidade de atentar ao descarte e a reutilizagdo das embalagens (De Assungao,
2019). Na economia circular, o que ¢ considerado rejeito ¢ alimento para o proximo sistema,
com uma logistica de reaproveitamento, inclusive da embalagem, para que ela ndo perca valor

(Borges, 2015).

A Figura 1 ilustra um modelo de transi¢cao da economia linear para a economia circular,
o qual vislumbra o recurso natural como um segundo viés de abastecimento da industria, ndo

como forte principal, poupando desperdicios de recursos naturais.

Figura 1. Modelo de transi¢do da economia linear para a circular.

Economia linear » Economia Circular
9 1!

Producgao & Producdo Reutilizagio | | Produgdo
o
o
=)
",

Consumo G&' Consumo

Fonte: A autora, 2023, modificado de Portal da Circular Economy Portugal (2019), (Borges, 2015, apud, De
Assungao, 2019).
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Destaca-se a geracao de residuos solidos organicos, que contribui com uma parcela
significativa do volume global. Estudos apresentados pelo Instituto de Pesquisa Tecnologicas
(IPT) em parceria com a ONGs e o Compromisso Empresarial para Reciclagem (CEMPRE),
estimam que a populagdo brasileira esteja gerando 241.614 toneladas de residuos solidos por

dia, sendo que grande parte destes residuos ¢ composta de alimentos (Oliveira, 2006).

2.2.  Alaranja

Os citrus, pertencem a familia das Rutdceas e tém como géneros de interesse econdmico
Citrus, Poncirus e Fortunella, principalmente o primeiro, que abrange a laranja (Citrus sinensis
(L) Osbeck) (De Souza, 2017). A laranja ¢ uma fruta citrica, sendo que as inimeras variedades
existentes apresentam forma arredondada e alongada, casca lisa de coloragdo verde ou amarela,
polpa suculenta, aroma caracteristico e baixa acidez como caracteristicas basicas (Koller, 1994,

apud, Da Silva, 2020).

A casca da laranja ¢ subdividida em uma fina camada externa chamada flavedo e uma
porg¢ao interna fibrosa chamada albedo. Os carotenoides, substancias que conferem a cor laranja
a fruta, e as vesiculas do 6leo, pequenas cavidades contendo 6leo que contribuem para o aroma,

estdo presentes no flavedo (Sharma et al., 2017). A Figura 2 ilustra a estrutura da laranja.

Figura 2. Componente da estrutura da laranja Citrus sinensis.
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Fonte: Modificado de SUZUKI, 2019; TETRA PACK, 2018.
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Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021), a produg¢ao brasileira
de laranja foi de 16.214.982 toneladas em 578.057 mil hectares, destacando-se como maior
produtor nacional o estado de Sao Paulo. No estado do Amazonas a produgdo de laranja chegou
a 21.059 toneladas em 1.109 hectares, sendo destaque no estado o municipio de Rio Preto da

Eva.

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial com aproximadamente 68% da
produgdo e 79% das exportacdes mundiais. Em média, 70% da laranja produzida no Brasil é
destinada para processamento (Rissato, et al., 2021), sendo a porcentagem restante consumida

in natura.

2.3.  Residuos da industria do suco de laranja

Uma grande preocupagdo da indistria do suco de laranja sdo os impactos na geragao de
residuo dos processos, e como esse residuo pode ser reaproveitado, o bagaco da laranja, o qual
¢ composto pelas cascas, flavedo, albedo e semente. Segundo (Abecitrus, 2009),
industrializacdo de citros para a producdo de sucos gera grandes quantidades de residuos, que
equivale a 50% do peso da fruta e tem uma umidade aproximada de 82%. Atualmente, os

residuos da laranja sdo utilizados principalmente como complemento para ragdo animal.

Figura 3. Produgédo do fruto de laranja safra 2021, processamento da industria do suco e quantitativo de residuo

2021.

Producio de laranja 2021 S ..

16.214.982 Ton — Brasil
50% Peso fruto

Residuos
5.675.244 Ton — Brasil

70% da producio
11.350.487.4 Ton
Processada Indistria do suco

Fonte: A autora, adaptado (IBGE, 2021; RISSATO, et al., 2021).
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O aproveitamento do residuo do suco de laranja pode ser valorado e gerar diversos
produtos além da racdo animal, como: pectina, 6leos essenciais, enzimas, biogas, etanol,
fertilizante organico, fibra dietética, carotenoides, adsorventes, biossurfactantes e carvao

ativado (Suzuki, 2019; Da Silva et al., 2020).

24. Aproducio do oleo essencial de laranja no Brasil

Oleos essenciais (OEs) sdo definidos, segundo a norma 9235 da International
Organization for Standardization (ISO), como “produtos obtidos de matérias-primas naturais
de origem vegetal, por destilagdo a vapor, por processos mecanicos a partir do epicarpo de frutos
citricos, ou por destilagdo a seco, apds a separacao da fase aquosa - se houver - por processos

fisicos” (International Organization for Standardization, 2021).

E crescente a busca por produtos naturais, nos setores alimenticios, farmacologicos,
cosméticos naturais, segundo dados do IBGE, 2022, a Pesquisa Industrial Anual por Produto —
PIA, relaciona a produgdo e venda de 6leos essenciais no Brasil, no ano de 2021 a receita liquida
com a venda de 6leos de laranja atingiu o montante R$ 743.702,15, a Figura 4 abaixo, ilustra a

producao de 6leos essenciais citricos e ndo citricos no Brasil por tonelada.

Figura 4. Produgdo de 6leos essenciais no Brasil, divisdo por CNAE.
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Fonte: A autora, IBGE, 2022; PIA - Produto - Pesquisa Industrial Anual — Produto.

No ambiente industrial, o 6leo essencial ¢ obtido durante o processamento por
prensagem a frio. Em tal processo, os frutos inteiros sdo despejados em uma prensa hidraulica
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a qual realiza o esmagamento dos mesmos, extraindo o suco e o 6leo presente na casca
simultaneamente (Silva et al., 2009). Por diferenca de densidade, o 6leo essencial deposita-se
sobre 0 mesmo apds a prensagem, sendo removido mecanicamente por meio de jatos d’agua,
formando uma emulsdo pouco concentrada contendo, além do 6leo, fragmentos s6lidos e outros

detritos que sdo removidos posteriormente por um ciclone (De Mello, 2019).

A emulsdo resultante passa por um processo de clarificagdo em uma sequéncia de
centrifugas, obtendo, por decantac@o, um sistema ternario com trés fases resultantes:
uma fase leve (rica em 6leo), uma fase pesada (rica em sélidos insoliiveis) e uma fase
intermediaria (rica em agua). A fracdo leve passa por um novo processo de
centrifugagdo, seguido por decantagdo para a obtengdo do produto final, o dleo

essencial (De Mello, 2019, p. 14).
O ¢6leo essencial de cascas de laranja, também pode ser extraido por hidrodestilagao:

A extragdo do dleo essencial da laranja, a partir do bagago também pode ser efetuado
através do processo de arraste de vapor, apds a extragdo do suco o bagago ¢
condicionado a equipamento de hidrodestilacdo, apds a evaporagdo e condensagido o
oleo ¢é separado da agua e centrifugado. Tal processo envolve um gasto maior de
energia, maior controle de temperatura, para a ndo degradacdo do dleo e possiveis
perdas de componentes quimicos volateis do 6leo (Jonhson, 1983, apud, De Mello,
2019, 14-15).

As empresas investidoras no processo industrial, durante o planejamento basico da
planta industria, consideram o volume de processamento de frutos destinados a producdo de
suco. Além disso, elas também incorporam a aquisicdo de maquindrio para aproveitar os
residuos gerados no processo. Esses residuos podem ser utilizados de duas formas principais:
primeiro, através de secagem e moagem para produzir insumos utilizados na fabricacao de racao

animal; e segundo, por meio de um processo continuo de extra¢do de 6leo essencial.

Para ambos os casos, ¢ necessario aplicar um tratamento adequado aos residuos, visando
a perda das propriedades quimicas indesejadas nos insumos. Dessa forma, a empresa garante a
eficiéncia e qualidade dos subprodutos obtidos a partir do processamento dos frutos, além de
contribuir para a redu¢do do desperdicio e o aproveitamento sustentdvel dos recursos
disponiveis. Essas medidas fazem parte de um planejamento estratégico voltado para a
maximiza¢do dos resultados econdmicos € a minimizacdo do impacto ambiental, tornando o

processo industrial mais completo e responsavel.
2.5. Componentes quimicos da laranja
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Virios tipos de compostos quimicos foram identificados em frutas, cascas, folhas, suco
e raizes de C. sinensis, que incluem os seguintes grupos: flavonoides, esteroides, hidroxiamidas,
alcanos e 4cidos graxos, cumarinas, peptideos, carboidratos, carbamatos e alquilaminas,
carotenoides, compostos volateis e elementos nutricionais como potédssio, magnésio, calcio e
sodio (Favela-Hernandez, 2016). Os residuos sdo uma valiosa fonte de oleo essencial, d-
limoneno, flavonoides, carotenoides, fibras dietéticas, agucares soluveis, celulose,

hemicelulose, pectina, polifenois, acido ascorbico e metano (Sharma et al., 2017).

Compostos quimicos de 6leos essenciais citricos estdo entre os componentes mais
distintos para identificagdo e avaliacao das variedades (Njoroge et al., 2005). Essas variagdes
em relagdo a este estudo podem ser devidas a fatores como idade vegetativa do fruto, variagao
geografica e sazonal, espécie da planta e tipo de equipamento utilizado para o processo de

extracao (Oyedeji el al., 2020).

2.6.  Metabolismos secundarios e defesa vegetal

Os metabdlitos secundarios sdo compostos naturais produzidos em plantas com objetivo
principal de protecao a estresses abidticos e bidticos, além de possuirem valores nutricionais e
farmacoldgicos importantes na nutricdo humana e aditivos aromaticos e corantes (Pacheco e

Alves, 2020).

Atualmente sabemos que muitos produtos do metabolismo secundario tém fungdo

ecoldgicas importantes na devesa dos vegetais:

Eles protegem as plantas contra os herbivoros e contra a infeccdo por microrganismos
patogénicos. Eles agem como atrativos (odor, cor ou sabor) para animais polinizadores
e dispersores de sementes. Eles atuam como agentes nas simbioses plantas e
microrganismos. Tais compostos aumentam o desempenho reprodutivo da planta, ao

agirem na defesa vegetal (Taiz et al, 2017, p. 370).

Modificando e regulando os processos fisioldgicos das plantas, por intermédio do
estimulo do crescimento, aumento da produgdo da cultura e minimizagao dos estresses gerados

pelo ambiente em que estdo inseridas (Da Silva., 2023).

Os 6leos essenciais, contém uma variedade de componentes bioativos, como terpenos e
compostos aromaticos, que podem beneficiar o crescimento e a resisténcia das plantas. Ao
aplicar esses Oleos essenciais como bioestimulantes, ¢ possivel melhorar o desempenho das
culturas, estimulando seu crescimento, aumentando a tolerdncia a estresses ambientais e

reforgando suas defesas naturais contra pragas e doengas.
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2.7.  Alelopatia

O conceito descreve a influéncia de um individuo sobre o outro, seja prejudicando ou
favorecendo, sugere que o efeito € realizado por biomoléculas (denominadas aleloquimicos)
produzidas por uma planta e lancadas no ambiente, seja na fase aquosa do solo ou substrato,
seja por substancias gasosas volatilizadas no ar que cerca as plantas terrestres (Rizvi et al.,
1992, apud, Ferreira et al., 2000).

O potencial alelopatico entre plantas cultivadas no controle das invasoras, surge da
necessidade de redugao de custos da producao agricola, com relagdo a utilizacao de herbicidas,
bem como, no que diz respeito a reducao do impacto ambiental causado pelo uso desordenado

e crescente de agrotoxicos (Tokura et al.,2006).
2.8.  Biopesticidas

Os oleos essenciais sendo produtos naturais, biodegradaveis e ecologicamente seguros
sdo candidatos emergentes como substitutos de pesticidas sintéticos no programa de manejo de
pragas (Chaubey, M. K. et al., 2011). O pulgdo da faia, Phyllaphis fagi, e o gorgulho do arroz,
Sitophilus oryzae, sdo pragas sérias mundialmente (Yazdgerdian et al., 2015). Controle desta
praga depende principalmente da aplicacdo repetida de inseticidas sintéticos (Hasan e

Reichmuth, 2004).

Sitophilus oryzae caracteriza-se por apresentar o protéorax densamente coberto por
depressoes circulares, os adultos tém 2,4, 4,0 mm de comprimento e variam de marrom a preto.
Eles sdo bons voadores e podem infestar graos no campo (Saini e Rodriguez, 2004).
Alternativas biologicas comegaram a ser utilizadas, dentre as quais estdo os metabolitos

secundarios de espécies botanicas eficazes em seu controle (Herrera, 2018).

Esses oleos essenciais contém metabolitos secundarios e sua toxidade funcionou contra
muitos insetos de graos armazenados, e suas atividades diferem enormemente de planta para

planta, devido ao produto vegetal secundario (Devi, Mayanglambam Alina et al., 2020).

E importante ressaltar que a aplicagdo de 6leos essenciais como biopesticidas deve ser
cuidadosamente estudada e monitorada, para garantir que nao haja efeitos negativos sobre as
plantas ou o ecossistema circundante. Pesquisas continuas sdo necessarias para avaliar a
eficécia, seguranga e dosagens adequadas, a fim de maximizar os beneficios dessa abordagem

no armazenamento.
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2.9.  Atividades biologicas

Os o6leos essenciais citricos tornaram-se o foco de varios estudos porque eles tém
atividades biologicas amplas que resultam de suas composi¢des quimicas (Magalhaes ef al,
2020). Apresentam compostos aromaticos volateis como terpenos e seus derivados
(carvacrol, timol, eugenol, terpineno, linalol e carvona), que sdo os principais responsaveis

por sua atividade antimicrobiana (Pombo ef al., 2018).

Os extratos de casca de frutas citricas mostraram uma boa atividade antibacteriana,
antifungica e antiviral contra todas as diferentes bactérias patogénicas, tais como Streptococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Salmonella typhi e Escherichia coli
(Atolani et al., 2020). Os extratos da casca de C. sinensis e C. reticulata exibiram boa atividade
antibacteriana e antifingica (Gupta et al., 2021). A resisténcia antimicrobiana ¢ um risco vital
quando se trata da satide e bem-estar das pessoas, bem como, dos animais o que acaba por ter

um grande efeito em termos de seguranga alimentar (Zubair, 2020).

Os patégenos alimentares sdo grandes causadores de doengas gastrointestinais, que
podem causar sintomas leves, como nauseas e vOmitos ou mais graves podendo levar o
paciente a oObito (Valeriano et al., 2012, apud, Da Rocha, 2022). A Saumonella., a Listeria
monocytogenes, a Escherichia Coli e os Staphylococcus. Estdo entre os patdgenos que mais
causam contaminacdo alimentar (Reis et al., 2020; Noronha et al., 2019, apud, Da Rocha,

2022).

A resposta antimicrobiana contra bactérias patogénicas de origem alimentar pode ser
atribuida também a natureza fenolica dos 6leos essenciais. Os mecanismos de ac¢do
referem-se a capacidade dos compostos fendlicos de alterar a permeabilidade da célula
microbiana, danificando as membranas citoplasmaticas, o que, consequentemente,

resulta em morte celular (Bajpai et al., 2012, p. 121).

A utilizacdo de 6leos esséncias e extratos de plantas com agdo a agentes patoldgicos,
em atividades antimicrobianas ¢ amplamente utilizado e vem sendo cada vez mais explorado,
impulsionando o uso de produtos naturais, com eficacia por comprovagao cientifica e avango

da tecnologia.

2.10. Atividade antioxidante
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O estresse oxidativo corresponde a um desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes, que levam ao predominio de espécies reativas de oxigénio, € como resultante
podem provocar danos celulares e contribuir para o desenvolvimento de doencas e
envelhecimento (Da Silva Barbosa et al., 2019). Pesquisas cientificas apontam que produtos
naturais com base em plantas medicinais e 6leos essenciais produzem potente agao antioxidante

(Bakkali et al., 2008).

O efeito antioxidante dos oleos vegetais pode ser justificado principalmente pela
presenca dos compostos fenolicos, no entanto outros compostos como os flavonoides e
terpenoides também apresentam pequena capacidade de efeito antioxidativo. Dessa forma essas
substancias neutralizam os radicais livres, impedindo a continuidade do processo oxidativo

(Gutierrez; Barry-Ryan; Bourke, 2008).

2.11. Acetilcolinesterase e inibi¢ao

A acetilcolinesterase (AChE) tem uma importancia inquestionavel para o adequado
funcionamento das sinapses colinérgicas presentes em nosso sistema nervoso central e
periférico, fato que torna esta enzima um alvo atraente para o desenvolvimento de novas drogas

(Aratjo et al., 2016).

A disponibilidade desse neurotransmissor responsavel por estimulos no nosso

organismo, estabelecendo um equilibrio em nossas fun¢des organicas.

O conteudo dessas AChE liberada entra na sinapse e se liga ao receptor. A AChE que
¢ liberada possui uma meia-vida muito curta devido a presenca de grandes
quantidades de ligag@o éster na molécula de AChE, levando a sua perda de atividade
estimuladora. A inibicdo da AChE, portanto, resulta em um prolongamento da

existéncia e atividade da AChE (Souza et al., 2012, p. 260).

A doenga de Alzheimer ¢ a patologia neurodegenerativa mais frequentemente associada
a idade, cujas manifestagdes cognitivas e neuropsiquiatricas resultam em deficiéncia
progressiva e incapacitagdo (Sereniki et al., 2008). O déficit de acetilcolina ¢ uma caracteristica
neuroquimica de pacientes diagnosticados com Alzheimer, wusar inibidores de
acetilcolinesterase (AchE) para retardar a hidrélise catabolica da acetilcolina, tem sido um

remédio para a DA (Souza et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral
Aplicacgao do conceito da economia circular em aproveitamento dos residuos dos frutos

de Citrus sinensis para avaliacao do perfil quimico e atividades bioldgicas.

3.2.  Objetivos Especificos

- Quantificar o rendimento e analisar a composi¢cdo quimica do OE das cascas de C.

sinensis, através da técnica de CG/EM;

- Avaliar inibicdo da enzima acetilcolinesterase (Ache) in vitro e in silico através de

simulagdes de docking molecular pelos programas AutoDock;

- Investigar a acdo antimicrobiana frente as cepas: Escherichia coli (ATCC 25922),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Candida albicans (ATCC 10231), Mycobacterium
smegmatis (ATCC 14468);

- Testar o efeito alelopatico do OE de C. sinensis frente ao feijao manteiguinha;
- Analisar a atividade antioxidante através dos métodos ABTSe+ ¢ DPPH;

- Avaliar bioatividade inseticida por fumigacdo em adultos Sitophilus oryzae

- Elucidar as contribuicdes deste estudo para a economia circular;
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do material vegetal

Frutos da espécie Citrus sinensis (L.) foram originados e adquiridos do municipio de
Rio Preto da Eva/Amazonas em novembro de 2019. Os frutos frescos foram higienizados com
agua corrente e posteriormente descascados, com o auxilio de ferramenta cortante. O epicarpo
(casca) foi separado do fruto, cortado em lascas, as quais logo em seguida foram pesadas e

submetidas a hidrodestilagao.

4.2. Isolamento do dleo essencial das cascas de Citrus sinensis (L.)

O ¢6leo essencial da casca da espécie Citrus sinensis (L.) foi obtido por hidrodestilagao
em aparelho de Clevenger, acoplado a um baldo de fundo redondo, com 1L de dgua destilada e
400g de massa de cascas de laranja, por aproximadamente 3 h. Em seguida, as amostras de 6leo
essencial coletadas foram centrifugadas por 10 minutos a 3500 rpm para posterior separagao
6leo/dgua. Com auxilio de uma micropipeta graduada, foi possivel realizar a separa¢do dos
liquidos. O isolamento do 6leo essencial foi realizado em uma unica extragdo. O OE obtido, foi
armazenado em tubo de Eppendorf, vedado e conservado a -4°C, até a andlise e testes. O
rendimento obtido do 6leo essencial foi calculado baseado no peso das cascas (g/mL) de acordo

com a equacdo 1. O ensaio foi realizado no laboratério da UFAM/ICET.

Volume (mL) x 100
Massa (g)

R (%) = (equagao 1)

4.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

A analise cromatografica gasosa foi realizada nas dependéncias da UFAM, na Central
Analitica, localizada no municipio de Manaus/AM. Os 6leos essenciais foram analisados em
um cromatografo (Trace Gc Ultra) acoplado ao detector de espectrometria de massas (MS),
modelo ISQ Single Quadrupole (Thermo Scientific). Para cromatografia dos componentes foi
empregada coluna DB-5MS, com 30 m x 0,25 mm, espessura do filme interno de 0,25um. A
solugdo de injecdo foi preparada dissolvendo-se cerca de 1 mg de 6leo essencial em 1 ml de
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metanol. Foi injetado 1uL da solugdo estoque, em uma propor¢ao de divisdo de 1:50. A
temperatura da coluna foi programada de 40 a 280°C em uma taxa constante de 4°C/min. A
temperatura de 240°C foi mantida por 4 minutos. Depois disso, a temperatura voltou a subir em
uma taxa de 10°C/min até a temperatura final de 280°C, onde permaneceu por mais dois
minutos. A temperatura do injetor e da fonte foi configurada para 220°C e 250°C,
respectivamente, com a faixa de massa: m/z 40 600. A identificagdo dos constituintes foi feita
por interpretagdo de seus respectivos espectros de massas e indice de retengio linear (Indice de
Kovat’s), feito de acordo com a equacdo de Van der Dool and Kratz (Dool&Kratz, 1963), foi
injetada uma série homologa de hidrocarbonetos (C12-C40) e por comparagao com dados da
literatura. O indice aritmético (IA) calculado foi comparado com o de compostos isolados

tabelados por Adams (2007).

4.4. Ensaios bioldgicos

4.4.1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para andlise antimicrobiana foi utilizada a técnica de difusdo em agar (Kirby e Bauer,
1966) e quatro espécies microbianas foram testadas quanto a sua suscetibilidade ao oleo
essencial de C. sinensis e o limoneno padrao: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli (ATC25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Candida albicans (ATCC 10231),
Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468), as cepas sdo originarias do Centro de Biotecnologia
da Amazodnia - CBA/AM, bem como todo o teste foi realizado no CBA, as bactérias indicadoras
padronizadas foram semeadas com o auxilio de swab estéril em placa de Petri contendo meio
Agar Mueller Hinton. Discos de papel 6 mm foram embebidos com 30 pL do éleo solubilizados

em metanol na concentragcdo de 2 mg/mL e deixados evaporar por 24 h.

Os discos foram colocados nas placas previamente semeadas com 0s microrganismos
testes padronizados. As placas foram armazenadas em geladeira overnight e entdo incubadas
com a variacdo de temperatura de 35°C a 37 °C por 24h a 48h para bactérias e leveduras
respectivamente. Apds o periodo de incubagao foi avaliado a formagdo do halo de inibigao.
Como controle positivo foi utilizado amoxilina 10 mg/mL e o limoneno padrdo utilizado foi o
da marca Sigma-Aldrich, lot.: SHBL1002970331, > 95%, (S)-(-)-Limonene na quantidade de
10 pL.

4.5. Avaliacao da atividade antioxidante
4.5.1. Ensaio com o cation radical ABTS«+
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Foi realizada a mistura de 5 mL de solu¢do de ABTS++a 7 mm e 88 pL de persulfato de
sodio a 140 mM, mantido no escuro por 16 horas. Apos isso, 1 mL da solucao foi misturado
com etanol até absorbancia de 0,70 (734nm). Dessa soluc¢ao 3,0 mL foram misturados com 30
pL de amostra (1 mg/mL) e deixados para reagir no escuro por 6 minutos. Apos isso realizou-
se a leitura em espectrofotdmetro a 734 nm. A curva padrao de Trolox foi construida entre 100
e 2000 pg mL™!, sendo expressa pela equacdo y = A e R* = B. Este ensaio foi realizado em

triplicado e seus resultados foram expressos em umol ET (Re et al., 1999).

4.5.1. Ensaio com o radical DPPH

Foi misturado 100 pL da amostra (1 mg/mL) com 3,9 mL de solugdo de DPPH" (100
uM) e mantidos no escuro por 30 min. Apds isso realizou-se a leitura das absorbancias em
espectrofotdmetro a 515 nm. Uma curva padrdo de Trolox foi construida de 100 a 2000 pg
mL—1, expressa pela equagdo y = A e R? = B. Este ensaio foi realizado em triplicado e os
resultados foram expressos em pmol ET (Molyneux, 2004). Os ensaios antioxidantes foram

realizados no IFAM, laboratério de central analitica.

4.6.Efeito alelopatico

4.6.1.Bioensaio para avaliacao do efeito fitotoxico

Para a realizagdo do teste alelopatico as sementes de feijao manteiga, os graos de feijoes
foram adquiridos na feira local do municipio de Itacoatiara/Am, foram previamente sanitizados
com NaClO (2%), por dois minutos. Apds a secagem sobre folhas de papel filtro esterilizadas,
as sementes foram colocadas em sacos plasticos contendo os tratamentos, todas as etapas dos

procedimentos foram no realizadas no Laboratorio de agronomia da UFAM/ICET.

Os tratamentos consistiram em formulagdes contendo os dleos essenciais solubilizados
em oOleo de soja nas concentragdes de 10, 100, 500 e 1000 pg/mL, aplicados na dose de 50
mL/kg de semente, agua e 6leo de soja foi utilizada como controle, o tratamento consistiu por

aproximadamente 60 s (Pereira ef al., 2022).

Os ensaios de germinacao foram realizados em camara de germinacao do tipo BOD a
temperatura de 25°C, utilizando o método do papel germitest®, previamente esterilizados a
105°C por 2 h. Sendo semeadas 50 sementes por rolo, dispostos em delineamento inteiramente
casualizados com quatro repeti¢des, o papel germitest® foi previamente umedecido com dgua

destilada numa propor¢ao de 2,5 vezes a massa seca do papel.
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A taxa de germinagao foi verificada a cada 24 h durante 7 dias possibilitando a avaliacdo
da velocidade de germinagdo, anotando-se, diariamente, no mesmo horario, o nimero de

plantulas que apresentardao protrusdo de radicula durante os dias de avaliacao.

Ao final do teste foram calculados os indices de velocidade de germinacdo,
empregando-se a formula proposta por Maguire (1962): IVG = GI/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn
Onde: IVG - indice de velocidade de germinagdo; G1, G2, Gn - nimero de plantulas germinadas
na primeira, segunda, até a ultima contagem; N1, N2, Nn - nimero de dias da semeadura desde
a primeira, segunda, até a ultima contagem. Ao final do sétimo dia foram contabilizados os
numeros de plantulas anormais, normais e sementes mortas, os resultados foram expressos em

porcentagem (Brasil, 1992).

Foram mensurados com auxilio de um paquimetro digital, o comprimento da parte aérea
e da raiz de plantulas de feijao. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do

software Sisvar (Ferreira, 2011). O ensaio foi realizado em quadruplicada.

4.7.  Bioatividade inseticida por fumigacio de 6leo essencial

No teste, primeiramente criou-se o Sitophilus oryzae, foram utilizados individuos
coletados de arroz adquirido em comércio local. O arroz infestado foi dividido em unidades de
criagdo, representadas por recipientes plastico, de tampa hermética, com volume de 350 mL.
As unidades foram diariamente abertas, por cerca de 30 segundos, para renovacao do ar. A cada
45 dias os adultos foram transferidos para novas unidades de criacdo contendo arroz
desinfestados (submetido a 48 h na estufa a 50° C). Para identificacdo da espécie, dez espécimes
adultos foram retirados do material coletado e dissecados para identificacdo, com base em
Pereira e Almeida (2001). Periodicamente espécimes da criagao serdo coletados aleatoriamente
para identificagdo, garantindo a pureza da criagdo.

A avaliagdo da atividade fumigante do 6leo essencial foi baseada nas metodologias
propostas por Estrela et al. (2006) e Coitinho ef al. (2011), com modificacdes. Para isso, foram
utilizados recipientes de vidro, de volume conhecido e com tampa hermética, como camaras de
fumigacdo. Para cada cdmara foram transferidos 10 individuos adultos de S. oryzae e 5 g de
arroz, como fonte de alimentac¢do. O 6leo essencial foi aplicado, com auxilio de micropipeta,
em tiras de papel filtro fixadas na parte inferior da tampa da camara de fumigacao, nas dosagens

de 2, 4, 8 e 16 uL, equivalentes as concentragdes de 57,14 upl/L, 228,56 ul/L, 457,12 pl/L,
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914,20 pl/L de ar, volume da camara, respectivamente. No tratamento controle nada foi
aplicado. As avaliagdes de mortalidade foram realizadas apds os periodos de exposi¢ao de 24,
48 e 72 horas. Durante as avaliagdes, os insetos foram observados pelas paredes transparentes
das camaras, sendo considerados mortos quando permaneceram imdveis por mais de 1 minuto
apds a camara ser levemente balangada. A pesquisa foi desenvolvida de janeiro de 2023 a
fevereiro de 2023 no Laboratorio de Acarologia e Entomologia Agricola do Instituto de
Ciéncias Exatas e Tecnologia de Itacoatiara/Universidade Federal do Amazonas
(ICET/UFAM). Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizados. Para
cada concentragdo do 6leo essencial foi calculada, em cada tempo de exposi¢do, a mortalidade
corrigida em func¢do da mortalidade natural da populagdo, determinada através do tratamento
controle (Abbott, 1925). Dessa forma, o efeito de cada amostra em cada tempo de exposi¢ao
foi estimado através da determinacdo das médias da mortalidade corrigida. Em seguida foram
submetidos 8 ANOVA e, quando o valor Fanova foi significativo, as médias foram comparadas
pelo teste de Scott-Knott. Para cada tempo de exposi¢do serd determinada a Concentragdo Letal
(CL) do dleo essencial. As CL2s, e CLsoy, foram determinadas pelo método de analise de Probit
(Finney, 1971). Os intervalos de confianga a 95% (ICos,) de probabilidade, associados a cada
CL, foram calculados e utilizados para comparagao entre estas (Welch, 1938). Todas as analises
foram realizadas com auxilio do Software R versao 4.1.0 (R Core Team, 2021), utilizando os
pacotes estatisticos “asbio”, “BioStatR”, “bootstrap”, ‘“‘comperes”’, ‘“‘easyanova”,
“ecotoxicology” e “MASS”. Também para todas as andlises foi adotado um nivel de

significancia de 5% de probabilidade (p <0,05).

4.8. Avaliacido da inibicdo da acetilcolinesterase in vitro

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase foi determinada em microplacas pelo
método espectrofotométrico de Ellman, modificado por Azevedo e colaboradores (2013). As
enzimas utilizadas foram: Acetilcolinesterase (AChE) de Electrophorus electricus tipo VI
(Sigma®), o 5,5’-dithiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o substrato acetilcolina iodada e a
eserina, todos da marca sigma. Em cada pog¢o das microplacas foram adicionados 25 pL de
acetilcolina iodada 15 mM, 125 pL de DTNB, 50 pL de tampao Tris-HCl 50 mm pH 8,0,
contendo 0,1% de BSA (Albumina do Soro Bovino) e 25 puL dos extratos das plantas em
concentra¢do de 1 mg mL! (concentracdo final no ensaio de 0,1 mg mL™!). Metanol e tris-HCl

foram usados como controles e eserina (10 uM), como inibidor padrdo. A absorbancia foi

30



medida 5 vezes a 405 nm utilizando o leitor de microplaca Thermoplate®, modelo TP-reader,
com intervalos de 15s, apds essas leituras foram adicionados nos pogos 25 uL de
acetilcolinesterase 0,22 U mL™!. As absorbancias eram medidas novamente 9 vezes a 405 nm,
com intervalos de 15s. Aumentos na absorbancia devido a hidrélise espontdnea do substrato
foram corrigidos pela subtragdo da taxa de reagdo antes da adi¢do da enzima. A porcentagem
de inibicao foi calculada pela comparagdo das taxas das amostras com os controles. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata. A atividade enzimatica e o percentual de inibi¢ao da

AChE foram calculados utilizando o programa Microsoft® Excel.
4.9. Avaliacao da inibicao da acetilcolinesterase in silico

Os estudos de docking molecular foram realizados de acordo com uma abordagem
previamente relatada (De Lima et al., 2019). Inicialmente, as estruturas tridimensionais (3D)
do B-Citroneleno, B-Pineno, Limoneno, a-Humuleno e B-Acoradieno foram baixadas do
PubChem em formato de arquivo de dados espaciais (SDF). Em seguida as estruturas com
menor energia foram otimizadas pelo método semi-empirico PM7 (Stewart, 2013) utilizando o
software MOPAC2016 (Stewart, 2016). A estrutura cristalina 3D do Torpedo californica
(TcAChE) complexado com a galantamina foi recuperada do banco de dados de proteinas
RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics) sob PDB ID 1QTI (Bartolucci et
al., 2001). Todos os experimentos de ancoragem foram realizados utilizando o software
AutoDock Vina 1.1.2 (Trott & Olson, 2009) no qual o grid box foi centralizado no ligante
(centro em X, y, z = 4.34, 64.37, 60.09); tamanho do espaco de busca (volume do grid box) foi
definido como 18 x 28 x 26 A. O Autodock Tools versdo 1.5.6 foi usado para converter as
meléculas do ligante e do receptor em formato de arquivo apropriado (pdbqt) para o AutoDock
Vina (Morris et al., 2009) com o Discovery Studio (Discovery Studiovisualizer, 2016) sendo

usado para analisar as conformacdes de ligacao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Da extracao

O oleo essencial extraido da casca da espécie Citrus sinensis (L.) apresentou um

rendimento de 2,05% (v/p) conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento do 6leo essencial da casca da espécie Citrus sinensis (L.)

Massa do

Amostra vegetal Més/ano Temperatura Rendimento
vegetal(g)

Citrus sinensis (L.)  Novembro 27°C 400 2,05%

/2019

Fonte: Autora, 2022.

De Lima et. al., (2019) em seus estudos sobre a avaliagdao da extracao do 6leo essencial
da casca da laranja de espécie Citrus sinensis (L.) obtiveram rendimento de 2,36 % (v/p). O
rendimento de 2,47% (v/p) de 6leo essencial foi obtido por Oliveira Everton et al., (2020), Ledo
(2015) obteve um rendimento de 2,00%, para destilagdes das cascas conduzidas por trés horas.
E possivel notar uma variagdo nos rendimentos dentro da faixa de 2,00 a 2,47%. O rendimento
proveniente da extracdo do trabalho em questdo ¢ de 2,05%, o qual se enquadra dentro dessa
faixa mencionada. Isso permite classificar esse rendimento como satisfatorio. Os métodos de
extragdo dos dleos volateis variam conforme a sua localizacdo na planta e da utilizacdo do
mesmo (Simoes et al., 2002) e, dependendo do método, pode variar significativamente o

rendimento deste Oleo.
5.2. Composi¢cao quimica

A Tabela 2, mostra a composi¢do quimica do o6leo essencial das cascas de Citrus
sinensis, juntamente com a area, tempo de retencdo de cada composto, Indice de Kovats

calculado e o Indice de Kovats tabelado.

Tabela 2. Composic¢do quimica de 33 compostos do OF de Citrus sinensis.

TR?* | LKcal® ILKtab® Substancia CLASSE AREA %
9,18 934 942 B -Citroneleno MH¢ 7,33
10,8 &85 884 Santeno MH 4,09
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11,54
12,16
12,72
12,92
13,37
13,75
14,07
15,19
15,69
18,45
18,95
22,37
24,05
24,9
25,28
25,81
26,23
26,64
27,7
28,55
29,04
29,45
30,07
30,83

31,04

945

953

961

963

1038

974

978

1044

1050

1087

1094

1244

1269

1301

1287

1295

1353

1283

1376

1389

1448

1455

1466

1478

1482

945

969

961

969

1032

980

982

1044

1054

1089

1095

1244

1271

1304

1287

1293

1356

1288

1380

1389

1452

1452

1470

1478

1489

a-Fencheno
B-Pineno
Verbeneno
Sabineno
- Ocimeno
trans Isolimoneno
cis-Pineno
<(E)-B->Ocimeno
v -Terpineno
p Cimeneno
Linalol
Car-3-en-2-one
neo -Metil acetato
iso-Metil acetato
Fenchol -2-ethyl-endo-
Isomentone -2-etil
Eugenol
Limonen-10-ol
Dauceno
Elemeno<f->
a-Humuleno
a-neo-Clovene
B -Acoradieno
Muroleno<y->

Selineno<B->

MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MH
MO°
MO
SOf
SO
MO
SO
MO
MO
SHE
SH
SH
SH
SH
SH

SH

0,32
9,63
0,26
1,87
1,0
2,56
0,35
0,15
2,3
0,29
0,16
8,43
1,3
0,17
3,56
1,22
4,24
8,26
0,61
2,8
10,52
4,83
12,47
3,74

0,49
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31,51 1490 1492 Guaieno<cis-p-> SH 1,02
32,15 | 1552 1554 Vetiveneno <f-> SH 0,27
32,87 | 1564 1566 Maliol SO 0,59
33,23 1571 1576 Santalenone SO 0,86
33,57 | 1577 1586 Gleenol SO 0,85
34,66 | 1647 1649 Eudesmol<f-> SO 3,07
Monoterpenos 30,5
Monoterpenos Oxigenado 24,65
Sesquiterpeno 8,06
Sesquiterpeno Oxigenado 36,87

Total 99,61

Fonte: Adams, 2017. *TR: Tempo de Retengdo; °I. Kcal : Indice Aritmético calculado; °I.Ktab: Indice de
Retencio; ‘MH: Monoterpeno de hidrocarboneto; ®MO: Monoterpeno oxigenado; 'SO: Sesquiterpeno

oxigenado; 8SH: Sesquiterpeno de hidrocarboneto;

Um total de 33 compostos que foram detectadas por CG-EM e observadas no
cromatograma, abrangendo os monoterpenos e os sesquiterpenos. Os compostos majoritarios
identificados foram os monoterpenos de hidrogénio: B-Citroneleno (7,33%), B-Pineno (9,63%),
os monoterpenos oxigenados: Car-3-en-2-ono (8,43%), Eugenol (4,24%), Limoneno-10-ol
(8,26%) e os sesquiterpenos de hidrogénio: a-Humuleno (10,52%), a-neo-Cloveno (4,83%) e
B-Acoradieno (12,47%). A Figura 5, ilustra os constituintes majoritario encontrados no OE de

C. sinensis.

Pesquisas desenvolvidas com 30 variedades de laranja para a obtencao e caracterizagdao
do oleo essencial de cascas de C. sinensis da regido de Goids-Brasil, apresentaram como
majoritarios uma variagdo de limoneno (93,19% a 99,61%), mirceno (0,18% a 1,18%), a-

pineno (0,07% a 0,44%), sapineno (0,09% a 0,37%) (Santos et al., 2023).

Em estudos conduzidos por (Dias et al., 2019), com frutos originarios da regido de
Goids, cidade de Rio Verde-Brasil, relata a composi¢do quimica do OE das cascas C. sinensis
sendo identificado 4 componentes, que sdo: Limoneno (98,54%), &-2-Careno (0,27%), 6-2-
Careno (0,74%) e Tricicleno (0,25%), quantificando o total de 99,80% do o6leo, pode-se
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observar o limoneno como majoritario na determinada area de Goids, porém com variagao nos

outros componentes.

Figura 5. Constituintes majoritarios encontrados no OE de Citrus sinensis, dentre os 33 constituintes identificados.

HsC ® O e
CHy CH,
CHs 2 H4C CHj
HaC
] HsC CH;
B-Acoradieno HAC q | H;C Car-3-en-2-one
0, o-numuleno 0,
1247% T3 10,52% p-Pineno 5.43% @ sH
9,63%
’ 2
CH, H.C MH
® CH, o ® Mo
3 CH, 2 CH, HiC CH; HO
)\v\/'K/CH2 .
HiC
OH CH
H,C -Ci

2 p-Citroneleno 3 Eugenol S

Limoneno-10-ol 7,33% a-neo-Cloveno 4,24% CH2
8,26% 4,83%

SH; sesquiterpenos hidrogenados, MH; monoterpenos hidrogenados, MO; monoterpenos oxigenados. Fonte: A

autora, 2023.

Oleo originario da empresa Louis Dreyfus Company (Brasil), produtora de suco de
laranja, o limoneno foi o principal componente identificado, compreendendo (96,1%), os 4,0%
restantes eram uma mistura complexa de o-pineno (2,4 %) e compostos oxigenados, como
linalol (0,5%), octanal (0,4%), citronelal (0,3%), octanol (0,1%) geranial (0,1%), a-terpineol
(0,1%) (Gongalves et al., 2018).

Estudos conduzidos por Martins et al. (2017), com 6leo essencial de C. sinensis e outros
citricos, sendo os o6leos originarios da industria Ferquima Industria e Comércio LTDA,
apresentou d-limoneno (83,33%), mirceno (3,60%), a-pineno (1,08%) e sabineno (1,02%)

COMo Mmajoritarios.

O oleo essencial das cascas de C. sinensis, da regido de Rio Preto da Eva/Amazonas,
pode-se verificar a especificidade de sua composi¢do, observando um total de 33 compostos,
dos quais, em comparagao com os 6leos de outras regides, nao apresentou como majoritario o
Limoneno, mas sim o -Acoradieno (12,47%) e a-Humuleno (10,52%) compostos quais nao
estiveram presentes nos Oleos da demais regides aqui citas, ademais pode-se verificar a

distribui¢do mais igualitaria na porcentagem dos majoritarios.
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A variagdo observada na composicdo quimica do dleo essencial estudado provenientes
da espécie Citrus sinensis, proveniente da regido Amazonica, pode ser atribuida a diversos
fatores. Estes incluem: a regido especifica de cultivo, a influéncia de outras espécies vegetais
nas proximidades da planta, praticas de manejo e conservacdo do fruto, a época em que a

colheita ocorre, bem como o método e a duracdo do processo de extracao.

5.3. Ensaios bioldgicos

5.3.1. Determinacio da atividade antimicrobiana

Através do ensaio pelo método de difusdo em agar foi possivel determinar a atividade
antimicrobiana para o 6leo essencial de C. sinensis € o padrao limoneno, como mostrado na

Tabela 3, resultados obtidos para o 6leo essencial.

Tabela 3. Resultado das atividades antimicrobianas do dleo essencial de C. sinensis frente aos microrganismos
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Candida albicans e Mycobacterium smegmatis, bactérias Gram-positivas,

Gram-negativas e fungo.

Amostra E. faecalis E. coli. C. albicnas M. smegmatis

OE Citrus sinensis ++ + I T

Baixa (+): didmetro do halo de inibigdo entre 7 a 12 mm; Moderada (++): didmetro do halo de inibig¢do entre 13 a
16 mm; Alta (+++): didmetro do halo de inibi¢ao superior a 17 mm; Negativo (-): auséncia de halo

Os resultados indicaram atividade antimicrobiana frente Enterococcus faecalis e a
Escherichia coli, através do halo de inibi¢cao de 13 mm (++) e halo 12 mm (+), respectivamente,
bem como a atividade antimicrobiana frente a Candida albicans e a Mycobacterium smegmatis,
com halos de inibi¢do de 13 mm (++) e 16 mm (++), apresentando intensidade de inibicao entre

baixa e moderada.

A figura 6. Ilustra o ensaio por difusdo de agar, formagao dos halos de inibi¢do com a

aplicacdo do 6leo essencial de C. sinensis as quatro cepas testadas.
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Figura 6. Método de antibiose por difusdo em agar: (A) C. albicnas ATCC 10231; (B) M. smegmatis ATCC 14468,
Ensaio antimicrobiano da amostra: (C) E. faecalis ATCC 29212; (D) E. coli ATCC 25922.

A

Em estudos realizados por Bajpai e colaboradores, (2012), a a¢do antimicrobiana de
Oleos essenciais pode estar atribuida a sua capacidade em penetrar as membranas bacterianas e
possibilitar a difusdo e a agdo dos oleos essenciais dentro das células (Lambert et al., 2001;
Randrianarivelo et al., 2009). De fato, a permeabilidade das membranas celulares é dependente
na hidrofobicidade dos solutos que tém que atravessar a membrana e a composi¢ao da
membrana (Sikkema et al., 1995). Esta alteragdo da permeabilidade também ¢ citada por
Lambert e colaboradores, (2001), confirmando que os compostos hidrofébicos comprometem
a integridade da membrana celular bacteriana. A Figura 7, ilustra o 6leo essencial adentrando

as membranas bacterianas.
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Figura 7. Ilustragdo do dleo essencial adentrando as membranas bacterianas gram-positiva e gram-negativa.

Outra
((( S ( Membrana
)} Plasmatica
. ) Peptidogli
Ol Peptidoglicano eP oglicano
- Periplasma Oleo Periplasma
essencial { P essencial — #l
 Membrana Membrana
Plasmatica Plasmatica
1 Nuclebide Nucleodide
Citoplasma
Citoplasma
o/
Bactéria Gram-positiva Bactéria Gram-negativa

A autora, 2023. Adaptado de https://www.researchgate.net/.

Costa e colaboradores, (2012), verificaram que a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais das cascas de frutas citricas estudadas estd relacionada a sua constituicdo quimica
que pode ser influenciada pelo método de extragdo e pelas condi¢des de cultivo da planta. Para
a amostra testada, pdde-se comprovar uma moderada atividade antimicrobiana frente E.
faecalis, este resultado pode indicar uma agdo antimicrobiana de substancias majoritarias como

o Limonen-10-ol e o B-pineno ou o efeito sinérgico entre outros compostos.

Ambrosioa et al., (2016, conforme citado por Al-Bayati, 2008), sugeriram que bactérias
gram-negativas sdo mais tolerantes a tratamentos com Oleos essenciais devido ao fato de
possuirem uma membrana externa impermeavel, que bloqueia a passagem de 6leos essenciais
hidrofobicos na membrana celular. Tal mecanismo foi observado com o microrganismo
Escherichia coli. (Gram-negativa), a qual apresentou maior resisténcia, indicando halo de 7 a
12 mm baixa inibi¢do (+), com a aplicacdo de 30 uL na técnica de difusdo em agar. Estudos
desenvolvidos por Atolani ef al., 2020, apresentaram halos de inibi¢do variando entre 18 e 10
mm para a mesma bactéria. As cepas Candida albicans, E. faecalis as quais apresentaram halos
de 13 a 16 mm, considerados moderados (++), estudos desenvolvidos por Gupta e colaboradores,
2021 apresentam para a bactéria Candida albicans halo de inibi¢do de variando entre 12 ¢ 14

mm (sendo esse um fungo) e halos de inibicdo de 11 mm para E. faecalis (Bozkurt et, al., 2017),
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instruindo que o 6leo essencial de C. sinensis mostrou agao inibitoria, tratando-se de uma
bactéria gram-positiva, disponibilizando uma rota de ataque mais fragilizada, em comparagao
as outras bactérias.

Abers et al., (2021), analisaram a atividade antimicrobiana para a bactéria M.
smegmatis, utilizando-se da variagdo de 20 a 40 pL de 6leo essencial de C. sinensis, alcangaram
o halo de inibicdo entre 19 e 22 mm, por analogia o 6leo da regido amazodnica testado, firma
sua eficécia a aplicabilidade, pois para o teste com a mesma cepa apresentou halo de inibicao
com a variagdo entre 13 ¢ 16 mm para 30 pL, contribuindo para a eficiéncia da atividade

antimicrobiana testada do oleo.

Na tabela 4 observamos os resultados das atividades antimicrobiana para o limoneno

padrao.

Tabela 4. Resultados das atividades antimicrobianas do limoneno padrdo frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e Mycobacterium smegmatis, bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e fungo.

Amostra S. aureus E. coli. C. albicans M. smegmatis

Limoneno (padrdo) + ++ +++ +++

Baixa (+): didmetro do halo de inibi¢do entre 7 a 12 mm; Moderada (++): didmetro do halo de inibi¢ao entre 13 a
16 mm; Alta (+++): didmetro do halo de inibi¢do superior a 17 mm; Negativo (-): auséncia de halo

O padrao limoneno da mesma forma detectou da atividade antimicrobiana frente as
cepas testadas entre baixa, moderada a alta intensidade, Staphylococcus aureus, com halo de
inibi¢do de baixo (+) de 12 mm, Escherichia coli, com halo de inibicdo moderado (++) de 15
mm, Candida albicans e Mycobacterium smegmatis indicaram halos de inibi¢ao alto (+++) com

30 mm e 20 mm respectivamente.

Em um comparativo entre o OE de C. sinensis e o limoneno padrao, pode-se observar a
maior intensidade da ag¢do antimicrobiana do padrdo frente as cepas testadas, entretanto a
atividade antimicrobiana do OE se manifestou, com halos de inibigdo entre baixo ¢ moderado,

indicando a potencialidade antimicrobiana do mesmo.

4

O limoneno ¢ conhecido por ser ativo contra muitos agentes patogénicos bactérias
envolvidas em diversas doengas, como doencas respiratorias ou de pele, estudos observam o
limoneno como constituinte principal sendo uma razao para atividade antibacteriana

demonstrada por 6leos essenciais citricos (Gupta; Jeyakumar; Lawrence, 2021).
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A aplicacdo de limoneno no nivel de 40 uL/mL, mostrou uma zona de inibi¢do com 14,4
+ 0,6 mm de diametro, inibi¢do significativa a reproducdo de Candida tropicalis (Yu et al.,
2022). O mesmo mostrou um efeito antibacteriano significativo a atividade no crescimento e
reproducdo de Staphylococcus aureus (S. aureus), bactéria Gram-positiva. O numero de
colonias diminuiram gradualmente com o aumento da concentragdo de limoneno. Além disso,
quando a concentragao de limoneno, nenhuma colonia foi observado crescimento nas placas de

cultura para a plicagdao de 20 ml/L (Han; Chen; Sun, 2021).

A aplicagdo de limoneno, demostrou indicativos de efeitos inibitérios sobre o
crescimento de Zygosaccharomyces rouxii, com zona de inibi¢do de (7,8 mm), a dosagem de
(0,75 e 3 uL/mL), tal microrganismos trata-se de uma levedura responsavel para deterioragao
do concentrado de suco de maga e outros alimentos industrializados com alto teor de actcar

(Cai et al., 2019).

A figura 8. Ilustra o ensaio por difusdo de agar, formagao dos halos de inibi¢do com a
aplicacdo do padrao limoneno as quatro cepas testadas.
Figura 8. Método de antibiose por difusdo em agar, ensaio antimicrobiano frente as bactérias indicadoras: (4)

Candida albicans ATCC 10231, (B) Mycobacterium smegmatis ATCC 14468, (C) Escherichia coli ATCC 25922,
(D) Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Por fim, destaca-se o potencial bioldgico do dleo essencial de Citrus sinensis em sua
atividade antimicrobiana no controle de microrganismos patogénicos, incluindo bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. No entanto, ¢ importante notar que sua capacidade
de inibicdo ¢ menos intensa do que a do padrao limoneno. Essa diferenca pode ser atribuida a
composi¢do quimica do o6leo estudado, que possui um teor de limoneno mais baixo em

comparagdo com os 0leos essenciais citricos de Citrus sinensis de outras regioes.

5.4. Bioatividade inseticida por fumigacio com adultos da espécie Sitophilus oryzae

5.4.1. Oleo essencial de cascas de Citrus sinensis

Os Oleos essenciais caracterizam-se pela vasta composicdo quimica em sua unidade,
interacdes e composi¢oes moleculares diferentes, que podem variar devido ao clima, época do
ano e regido. A Tabela 4 apresenta os valores calculados para a o tempo de exposi¢ao de 48 h

em diferentes dosagens do 6leo essencial de Citrus sinensis.

Tabela 4. Valores estatisticos para aplicag@o de diferentes dosagens do OE de Citrus sinensis, Grau de Liberdade
(GL) e Probabilidade de significancia.

Fator de  Grau de Soma dos Quadrado Valor Probabilidade de

variacio Liberdade  quadrados Médio de F significincia
Dose 4 0,03457 0,008642  8,2353 0,0004276

Residuo 20 0,02099 0,001049 -- --

Partindo das mortalidades corrigidas, observou-se que apenas as dosagens no tempo de
48h diferiram do controle, apresentaram mortalidade superior a do controle, grau de liberdade
(GL) =4; Valor de F (F) = 8,2353 e probabilidade de Significancia (p) < 0,0004276. Através do
método ANOVA o valor de Fcaic > Ftap, logo teve significancia acima citado, aceitando a hipotese

de que as dosagens influenciarem na mortalidade apenas para o grupo de 48h.

A mortalidade corrigida representa a mortalidade efetiva causada pelo material testado
em questdo, com eliminagdo da mortalidade natural a qualquer populacao (Abbott, 1925). A

Tabela 5 apresenta a média da mortalidade para as diferentes dosagens do OE de C. sinensis.
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Tabela 5. Mortalidade corrigida para o tempo de 48 h, teste com OE de Citrus sinensis, da espécie Sitophilus
oryzae adultos.

Dose Mortalidade corrigida

(Media = EP)
48 h
Opl/L 0,0 £6,09b
57,14pl/L 0,0+£7,03b
228,56ul/L 4.4+4440
457,12ul/L 6,7+5,67a
914,20pl/L 22+544b

E possivel observar uma taxa de mortalidade corrigida de 6,7% na dosagem de
457,12ul/L, a qual apresenta uma mortalidade corrigida proxima ao padrdo do limoneno
(>95%), que foi de 6,04% para a dosagem de 57,14ul/L (conforme Tabela 7). Isso significa que
¢ necessario utilizar uma dose mais alta do 6leo essencial de Citrus sinensis para causar a morte
dos adultos de Sitophilus oryzae. A mortalidade corrigida para a dosagem de 57,14ul/L do OE
de C. sinensis foi semelhante a do grupo controle, enquanto as dosagens de 228,56ul/L e

914,20ul/L apresentaram valores negativos, possivelmente devido ao efeito da hormoligose.

O termo hormoligose foi utilizado na literatura entomologica, antes de hormese, sendo
palavra de origem grega (hormo = excita; estimula e oligo = pequena quantidade; insuficiente)
e significa o fendmeno no qual quantidades subletais de agentes estressantes podem ser
benéficas para organismos (Luckey, 1968; Morse, 1998). Hormese, também do grego
“hormaein” que significa “excitar”, foi originalmente definido como um comportamento
bifasico, no qual uma caracteristica biologica ¢ estimulada por baixas doses de um composto,
mas inibida por altas doses do mesmo (Bukowski & Lewis, 2000; Calabrese & Baldwin, 2000;
Calabrese & Baldwin, 2001; Turturro et al., 2001; Calabrese & Baldwin, 2002, apud, Jusselino
Filho, 2002). A Figura 8, ilustra o teste de fumigacdo com S. oryzae adultos, com diferentes

concentragdes de Oleo essencial, o teste trata de uma pequena simulacdo de uma camara de gas.
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Figura 9. Teste de fumigacdo com Sitophilus oryzae adultos, com diferentes concentragdes de 6leo essencial de
Citrus sinensis.

Fonte: A autora, 2023.

A composi¢do quimica do 6leo essencial pode ser um dos fatores que atribuiu para a
letalidade reduzida no teste de bioatividade inseticida, o OE de Citrus sinensis da regido do Rio
Preto da Eva/AM difere em sua composi¢do as porcentagem dos constituintes, sendo uma
divisdo mais homogénea entre seus constituintes majoritarios, o Limoneno-10-ol (8,26%),
monoterpeno pertencente na composicao do OE citado nesse trabalho, substancia a qual se fez
o comparativo como padrio de letalidade, apresenta-se em menor concentracao a vista de outros

OE de Citrus sinensis de outras regioes.

Estudos desenvolvidos para testes da acdo biopesticidas com OE de C. sinensis,
apresentou CLso 95,63% no tempo de 24h e tem D-limoneno como majoritario na propor¢ao
de 59,30%, da regido de Quabain/USA (Oyedeji et., al, 2020). Avaliagdes para o efeito
inseticida também com o OE e de C. sinensis para um 6leo com a composi¢ao de D-limoneno

(73.24%) e CLsov de 52,06% para 48h, da regido de Nova Delhi/india (Kumar, ez al, 2011).

A variabilidade da composi¢ao quimica dos constituintes majoritarios do 6leo da regido
de Rio Preto da Eva/Am, este com uma menor concentracdo de Limoneno-10-ol, apresentou

taxa de mortalidade, entretanto ndo em taxa elevadas como o padrao limoneno testado, contudo
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o OE em dosagens mais elevadas ocasionou o fendmeno da hormoligose. Essas caracteristicas
podem influenciar nas propriedades biopesticidas e inseticidas do dleo, tornando-o

potencialmente mais ou menos eficaz dependendo do contexto e dos objetivos de uso.
5.4.2. Limoneno padrao 95% de pureza
A Tabela 6 abaixo ilustra os valores encontrados para o bioensaio com o limoneno,

utilizado como padrao, para o tempo de 48 h de exposi¢ao;

Tabela 6. Valores estatisticos para o teste com o padrdo limoneno com pureza de > 95%, Grau de Liberdade (GL)
e Probabilidade de significancia;

Probabilidade
Fator de Grau de Soma dos Quadrado Valor de d
e
variacio Liberdade quadrados médio F
significancia
Dose 4 0,066093 0,0165234 18,54 1,659x10°®
Residuo 20 0,017825 0,0008912 -- --

A partir das mortalidades corrigidas, segundo método ANOVA o valor de Fcac > Fta,
logo para as 48 h de exposi¢do, observou-se que apenas duas dosagens diferiram e apresentaram
mortalidade superior ao controle, grau de liberdade (GL) = 4, valor de F (F) = 18,54 ¢
probabilidade de significancia (p) < 1,659x107%, aceitando a hipotese de que as concentragdes
influenciarem na mortalidade apenas para o grupo de 48h, ou seja, entre si, ndo entre os grupos

de 24 e 72h.

O D-limoneno ¢ um inseticida de contato, evapora rapidamente a partir das superficies
tratadas e tem periodo residual muito curto. Apesar de seu modo de acdo nao ser muito bem
entendido, uma das hipdteses ¢ que o D-limoneno dissolve os lipidios da cuticula do

exoesqueleto do inseto, causando sua desidratagdo e morte, conforme observado em pulgas
(Schick e Schick, 1986).

A Tabela 7. Ilustra os valores para a mortalidade corrigida para o tempo de 48 h, observa-

se 0 aumento da mortalidade em acordo com o aumento da dosagem variando entre 6,4 ¢ 14,9%

Tabela 7. Mortalidade corrigida para o tempo de 48 h, teste com o limoneno padrao, na espécie Sitophilus oryzae
adultos.

Mortalidade corrigida
Dose (Media + EP)
48 h
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opl/L 0,0+1,6d

57,14pl/L 6,4+1,55¢c
228,56ul/L 43 +0,00
457,12ul/L 10,6+1,36b
914,20pl/L 149+ 1,46a

E possivel observar que, nas diferentes concentracdes testadas, que variaram de
57,14uL/L a 228,56uL/L, ndo houve um aumento na mortalidade corrigida. No entanto, nas
concentragdes mais elevadas, houve um aumento significativo na taxa de mortalidade. O
limoneno, por sua vez, apresentou uma CL2so, (Concentragao Letal de 25% da populagdo) de
19,75%, com intervalos de confianga de 6,04 a 64,47 durante um periodo de 48 horas (ver
Tabela 6), a CLso% ndo foi possivel ser calculada, pois ndo houve significancia na mortalidade
corrigida para tal, bem como para os tempos de 24 ¢ 72 h de exposi¢ao, tais resultados foram
obtidos pelo teste de delineamento casualizados do limoneno isolado, o produto limoneno tem
por sua capacidade o aumento da toxidade quando presente em quantidades significativas na

composicao 6leo;

Tabela 8. Concentragdo Letal - CL25% limoneno teste de delineamento casualizados;

MCos% | 8ICos%
Produto Gl Pn B ‘z i “CL25%
Inf. Sup.
Limoneno 4 25 0,56+0,27 | 2,09 | 0,0366 19,74 6,04 64,47

3Grau de liberdade; "Ntimero de repetigdes; Valor calculado do teste t; “Probabilidade de significancia do valor de
t, °Concentragdo letal média, para as diferentes concentracdes em um mesmo tempo de exposicio, Intervalo de
confianca inferior a 95% para diferenga entre duas médias; £Intervalo de confianca a 95% para diferenca entre

duas médias;

A Figura 9, apresenta o teste de fumigacdo com Sitophilus oryzae adultos, para
diferentes concentra¢des do limoneno padrao, com a finalidade de aferir a acdo e letalidade da

substancia testada.
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Figura 10. Teste de fumigagdo com Sitophilus oryzae adultos, com diferentes concentragdes de limoneno.

Fonte: A autora, 2023.

5.5. Avaliacao do efeito alelopatico

Oleos essenciais produzidos por plantas aromaticas podem desempenhar muitas fungdes
relacionadas as interagdes vegetais, além de serem importantes fontes de aleloquimicos
(Saharkhiz et al., 2010), capazes de afetar a germinacdo de outras espécies (Thiesen et al.,
2019). Vale ressaltar que os aleloquimicos, a depender da concentragdo e da espécie testada,
podem agir tanto como estimuladores quanto como inibidores do desenvolvimento das

sementes, causando alteragdes em diferentes processos metabolicos relacionados a germinagao

(An; Johnson; Lovette, 1993; Rezende et al., 2003).

A amostra OE de Cifrus sinensis, foi testada sob o efeito alelopatico realizando
tratamentos com diferentes concentragdes, analisando o desempenho do 6leo sob as sementes.
Na Tabela 9, observou-se que o indice de velocidade, o tempo médio entre as germinagdes € o
coeficiente de velocidade mantiveram-se constante, nao havendo influéncia do dleo sob elas.
Contudo, houve uma expressiva mudanga entre o crescimento radicular e da velocidade de
germinagdo das sementes do feijdo manteiguinha, para T4, o qual foi utilizado 500uL de OE de

Citrus sinensis, houve um crescimento radicular frente ao 6leo de soja, ou seja, no tratamento
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feito no grao o OE de Citrus sinensis apresentou um efeito alelopatico positivo, estimulando o

crescimento.

Tabela 9. Resumo das médias de germinagdo de sementes de feijio-manteiguinha sob efeito do OE de Citrus

sinensis, com as diferentes concentragdes aplicadas.

Tratamento Germinacdio TMG* VG® VG CR¢
TO” 56 Af 2,15A 0,46 A Bs 16,74 2296 A B
Tl 43 A 2,72 A 037 A 10,77 15,46 A
T2 59,5 A 2,12 A 048 A B 19,32 2322 A B
T3! 55,5 A 2,00 A 050 A B 16,95 26,63 A B
T4™ 55 A 1,75 A 0,59 B 17,75 36,09 B
5" 42 A 2,60 A 041 A B 10,73 21,55 A B
C.ve 32,04 22,23 19,14 40,17 36,00

Média 51,83 2,22 0,47 15,38 24,32

2

*TMG- Tempo Médio de Germinagio; "VG- Velocidade de germinagdo; ‘IVG- Indice de velocidade de
germinacio; CR- Comprimento radicular; *CV- Coeficiente de velocidade; fA — Média maior (maior
atividade); B — Menor média (menor atividade), "T0O — Controle 4gua; ‘'T1 — Controle éleo de soja; IT2; 'T3;

T4, "T5 - Tratamentos com 6leo de soja e 6leo essencial em diferentes dosagens.

No Grafico 1. Para o tratamento T4, o crescimento significativo na velocidade de

germinacdo, e para os demais tratamentos com o6leo essencial de Citrus Sinensis ndo houve

diferenciagdo em comparagdo com o controle, a vista que no ponto citado acima, houve um

favorecimento na velocidade de germinacdo e nao decréscimo da mesma, mesmo com o

aumento da dosagem.
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Grafico 1. Velocidade de germinagdo do feijao frente aos tratamentos por contato com o 6leo essencial de Citrus
sinensis com 6leo de soja, agua e dleo de soja e como controle, TO, T1, T3, T4 e T5.

Velocidade de Germinacgédo

Velocidade de germinacao
o o o o o o o
o B N w B U o =

0 200 400 600 800 1000 1200
Dosagens (uL) OE de C. sinensis

Na a¢do das concentragdes de 6leo essencial, a velocidade de germinacao baseia-se na
massa seca da raiz ou parte aérea, bem como o comprimento das plantulas ou radiculas, sdo os
parametros mais usados para avaliar o efeito alelopatico sobre o crescimento (Jacobi e Ferreira,

1991; Inderjit e Dakshini; 1995; Pratley et al., 1999, apud, Ferreira e Aquila, 1999).

Grafico 2. Comprimento radicular feijdo manteiguinha frente a tratamentos com OE de C. Sinensis
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Esses resultados sugerem que o tratamento com uma dosagem especifica (T4)
desencadeou uma resposta altamente benéfica para o crescimento do sistema radicular,
indicando a presenga de substancias alelopaticas que potencializaram o desenvolvimento das
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raizes da planta no solo. Por outro lado, as demais dosagens (T2, T3 e T5) também tiveram
algum impacto, mas em menor escala, indicando que a concentragdo das substancias

alelopaticas pode influenciar a magnitude do efeito no crescimento radicular.

Estudo desenvolvidos com picao-preto (Bidens pilosa) por Sartori (2022), o 6leo
essencial de laranja influenciou no comprimento das raizes de feijao preto e nabo, sendo o

menor valor de crescimento radicular na maior dose aplicada.

Em andlises conduzidas por El Sawi et al., (2019) foi possivel observar redugdes
significativas na porcentagem de germinagdo, comprimento da parte aérea da plantula,
comprimento da raiz da plantula e massa fresca do total de plantulas de H. annus, P. oleracea,
L. albusassim e M. parviflora. Uma inativacdo completa do crescimento das mudas foi obtida
especialmente nas maiores concentragdes de todos os Oleos essenciais (C. sinensis, C.

reticulata, C. aurantium) testados.

No Grafico 3, os resultados revelam que a germinagao das sementes, o tamanho médio
de germinagao e o indice de velocidade de germinagdo mantiveram-se constantes e semelhantes
ao grupo controle. Os dados evidenciam que o tratamento com o 6leo essencial ndo teve um
efeito estimulante nem inibitdrio na taxa de germinagao das sementes, bem como na velocidade
e uniformidade desse processo. As sementes submetidas ao tratamento com o dleo essencial
apresentaram resultados comparaveis aos do grupo controle, sugerindo que a presenga dessa

substancia ndo afetou negativamente o processo de germinagao.

Grafico 3. Germinagdo, Tamanho médio de germinagao (TMG), Indice de velocidade de germinagao (IVG) do
feijdo manteiguinha frente a tratamentos com OE de C. Sinensis.
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Os coeficientes de velocidade apresentaram valores com margens de erro, isso implica
que pode ter ocorrido falhas no processamento do teste. Um dos critérios de analise ¢ a forma
de armazenamento pois antes de armazenar as sementes elas podem ser tratadas com produtos
de origem vegetal na forma de pos, extratos ou o6leos, pois 0os mesmos podem causar
mortalidade, repeléncia, inibi¢ao e também comprometimento do desenvolvimento dos insetos.
Estes tratamentos sdo vantajosos, pois entram em contato com toda a superficie das sementes,
sendo que tais procedimentos devem ser rapidos para evitar o excesso de embebicdo e nao

devem interferir na germinagao das sementes (Almeida et al.,2009).

Na Figura 10, pode-se observar o crescimento radicular das sementes, onde fatores
genéticos podem ter influenciado na velocidade de germinagao das sementes de feijao. Alguns
autores tém associado o potencial alelopatico dos 6leos essenciais, entre outros fatores, ao seu
conteudo de terpenoides, uma vez que esses compostos podem alterar a permeabilidade da
membrana celular, reduzir a atividade enzimaética e interferir nos processos de transcrigao de
DNA e tradugdo de RNA, prejudicando a germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas

(El-Shora; Abd El-Gawad et al., 2014)

Figura 11. Crescimento das radiculas das sementes de feijao manteiguinha ao final do periodo de 7 dias.

e ——
L —

A substituicao de agroquimicos por substincias extraidas de plantas com a¢do fungicida
vem sendo pesquisada no meio agricola. Os 0leos essenciais € seus constituintes estdo sendo
explorados para o manejo de ervas daninhas e pragas (Atak, Mehmet et al., 2016). Diversos
trabalhos vém demonstrando a eficiéncia de 6leos essenciais e extratos vegetais na inibi¢do de

fungos fitopatogénicos (Amaral; Bara, 2005; Santos., 2010).
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Neste estudo pode-se observar que a aplicacao do dleo essencial de C. sinensis ndo teve
efeito prejudicial a semente, € em um tratamento agiu como bioestimulante do crescimento
radicular e na velocidade de germinagao, indo a contra mao da literatura a qual a agao de dleo

essencial de laranja inibe o crescimento das sementes.

5.6. Avaliacio do teste antioxidante ABTS*+ ¢ DPPH
Pela acao de um antioxidante, esses radicais sao reduzidos, causando um decréscimo de
absorbancia. Sendo assim, a partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de

atividade antioxidante, ou seja, a quantidade de ABTS que foram consumidas pelo antioxidante.

(Oliveira et al., 2009).

Tabela 10. Resultados de ensaio antioxidante no 6leo essencial de Citrus sinensis

Amostra ABTS ICs¢® (umol ET/mL) Erro
OE de Citrus sinensis 0,951 £0,045 5%

ICso: concentragao inibitéria; Média = DP, n = 3;

O ¢leo essencial de C. sinensis demonstrou um valor de 1Cso de 0,951 pmol ET/mL no
ensaio de ABTSe+, indicando baixa atividade antioxidante, para o ensaio de DPPH, ndo
apresentou atividade.

Pesquisas realizadas por por Neuhaus e Cassanta (2018) apresentaram para o teste de
ABTSe+, ICso de 1,1umol ET/mL para 6leo de C. sinensis. Os valores de pumol ET/mL sao
obtidos a partir da capacidade de um antioxidante individual ou uma mistura para inibir a
ABTSe+ em um ponto de tempo definido, relativo ao Trolox (Re, Roberta et al., 1999).

Os métodos DPPH e ABTSe+ sdo bascados na estabilizacdo de radicais, ¢ a auséncia de
atividade ¢ justificada pela dificuldade dos compostos de terpeno presentes no 6leo essencial
para doar um hidrogénio para neutralizar o radical (Magalhdes et al., 2020). De acordo com
Manzur et al. (2023) alguns autores atribuem a atividade antioxidante dos 6leos essenciais
citricos (laranja, limdo e toranja) as fragcdes volatilizaveis, principalmente monoterpenos,
enquanto outros pesquisadores atribuiram isso a presenca de compostos fenolicos (Guneser;

Zorba; Yilmaz, 2018).

Estudos conduzidos por (Lin et al, 2021), quantificaram pelo método de ABTS++ a
atividade antioxidante para o OE de C. sinensis de 1Cso 4,17 mg/mL, (Dawidowicz et al., 2014)

descobriram que as propriedades antioxidantes de um OE nem sempre dependem da atividade
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antioxidante de seu componente principal sinérgicos, antagonicos e efeitos aditivos sdo muito
relevantes. Valores de ICso na faixa de 28,5 - 63,43 mg/mL foram relatados por De Montijo-
Prieto et al. (2021), observando em seu estudo que a atividade antioxidante pode ser atribuida
ao teor de limoneno, mas também ao teor de outros monoterpenoides.

Segundo estudos desenvolvidos por Yi et al. (2018), as atividades antioxidantes de
muitos componentes individuais de OE em ensaios de ABTSe++ e segundo Lin et al., (2021),
embora o limoneno seja o componente predominante da maioria dos OEs citricos, o timol e y-
terpineno sdo componentes importantes encontrados de eliminagao de radicais ABTSe+. No OE
citrico analisado nesse contexto, o monoterpeno hidrogenado y-terpineno (2,3%), sendo um
quantitativo significativo em comparagao com 06leos essenciais citricos de outras regides.

E perceptivel a evidéncia da atividade antioxidante relativamente reduzida presente no
oleo essencial de Citrus sinensis, ao se comparar com a literatura disponivel e com a
metodologia adotada. Essa diferenca pode ser explicada pela possivel presenca de
concentragodes insuficientes de um composto majoritario capaz de exercer tal agdo antioxidante,

no entanto, apesar da baixa a¢do antioxidante, ela se manifestou.

5.7. Avaliacao da inibi¢ao da acetilcolinesterase in vitro

A amostra de OE de C. sinensis apresentou atividade no ensaio de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase com valor de IC 50 = 72,0 pg/mL, esta acdo pode estar relacionada a presenga
dos monoterpenos aciclicos como o linalol e monociclicos como o y-Terpineno
respectivamente, presente no OE de Citrus sinensis. Algumas caracteristicas, como a presenca
de um ligante hidrofobico, podem estar associadas a uma maior efetividade na inibicdo, ja que
o sitio ativo da AChE ¢ conhecido por ser susceptivel a interagdes hidrofébicas. Essas
caracteristicas dos monoterpenos (ciclicos e aciclicos), pode influenciar em sua atividade
inibidora da AChE. Para os monoterpenoides biciclicos com um esqueleto careno ou pinano, o
potencial de inibi¢do da AChE foi associado com a posi¢do da dupla ligacdo (Conforti et al,
2007). Estudos sobre a relagdo estrutura-atividade entre AChE e monoterpenoides mostraram
que os hidrocarbonetos apresentam forte inibicdo comparados a alcoois e cetonas. A presenca
do grupo funcional oxigenado diminui a for¢a de inibi¢do de AChE (Miyazawa e Yamafuyji,
2005). E mais recentemente, estudos de estrutura-atividade com sesquiterpenoides do tipo
bisabolano, por Fujiwara e colaboradores (2010) constataram que estes inibem a AChE na

seguinte ordem de poténcia: cetonas < alcoois < hidrocarbonetos. Outros compostos, como as
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cumarinas, também mostraram exercer acao inibitoria sobre a enzima AChE. Essa a¢do pode,
por exemplo, ser atribuida ao composto citropteno (5,7-dimetoxicumarina), presente na casca
da cidra, ou ao aurapteno (7-27 geraniloxicumarina), presente em C. paradisi Macfad., que

demonstrou ser um possivel inibidor da AChE eritrocitaria (Conforti et al., 2007).

5.8.  Avaliacdo da inibicao da acetilcolinesterase in silico por docking molecular

Os estudos de docking molecular entre a estrutura tridimensional da AChE (1QTTI) e os
principais componentes do d6leo essencial de cascas de laranja, foram conduzidos na regiao do
sitio ativo, anteriormente ocupado pela galantamina. Sabe-se que o sitio ativo dessa enzima esta
localizado no fundo da sua cavidade, trés residuos de aminoacidos Ser200, His440 e Glu327
formam a chamada triade catalitica e estdo diretamente envolvidos na hidrolise da acetilcolina
(Sussman et al., 1991). Além disso, os residuos de aminoacidos dos subsitios anionico (Trp86
e Phe330) e periférico (Trp279) também sdao importantes para o reconhecimento do ligante

(Millard et al., 1999; Dvir et al., 2010).

Na Tabela 11 e Figuras 11-13, sdo apresentados os resultados do docking molecular entre
os compostos majoritarios do 6leo essencial de cascas de laranja e a enzima AChE. Os valores
de energia de ligagdo variaram entre -6,2 e -9,6 kcal/mol valores proximos ao inibidor

galantamina (energia de ligacdo do redocking = -9,8 kcal/mol, RMSD 0,3678 A).

Tabela 11. Resultados de docking para os principais constituintes do OE de C. sinensis ativos frente a AChE.

Energia de
Compostos ligacdo Principais interacoes
(Kcal/mol)
Galantamina -9.8 HB? (Ser200,Gly119,Gly118),PAI” (Phe330,
Trp84,) CH® (Tyrl21).
B-Citroneleno -6,2 PAI (Phe334), PSI® ( Trp84, Phe330 e Phe331)
Limoneno -7,2 PAI (Phe331, Tyr334 e His440), PSI ( Trp84,

Phe330).
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B-Acoradieno -8,5 PAI (Phe331, Tyr334 e His440), PSI ( Trp84,
Phe330).
a-Humuleno -9,6 PAI (Tyr121, Phe330, Phe331 e Phe334), PSI (

Trp84, Phes4).

3HB- ligacdo de hidrogénio: PPAl- m-alquilo: °CH- ligacdo de hidrogénio carbono: ¢PSI- m-sigma: AC- carga

atrativa: PP- -t

As interagdes observadas para a galantamina (Figura 11) estdo de acordo com as
descritas por Bartolucci e colaboradores (2001), podendo destacar a ligacao de hidrogénio com
residuo de Ser200 com o 4tomo de oxigénio do grupo O-metil, enquanto as interagdes m-alquil

foram observadas com os residuos do subsitio anidnico (Trp84 e Phe330).

Figura 12. Principais intera¢des observadas para o complexo galantamina-AChE em 2D (A) e 3D (B).

B) ER200

LIG1

A)

D)

YR121

Interactions

@ conventional Hydrogen Bond &3 Ppij-Pi T-shaped
3 carbon Hydrogen Bond C—3 pi-Alkyl
™ pi-sigma

De acordo com Bartolucci e colaboradores (2001), a hidroxila presente na molécula da
galantamina, interage com duas moléculas de dgua, que estdo firmemente liga a bolsa catalitica

pelo Ser200, enquanto, o anel ciclohexeno e dois grupos metileno do anel tetrahidroazepina da
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galantamina acham-se voltados para o anel indol Trp84, a dupla ligacao do anel ciclohexeno se

concentram contra o sistema © do anel indol, originando uma interagao n-x favoravel.

Dentre os compostos testados, o a-Humuleno apresentou melhor valor energia de
ligacdo (-9,6kcal/mol), as principais interagdes observadas foram com os residuos anidnicos:
1) Tryl121, Try334 e Phe330 (interacdao m-alquil); 2) Trp84 (interacao m-sigma (Figura 11 C e
D). Tais residuos se destacam, visto que sdo responsaveis pela suposta ligacdo “anidnica” com
o a colina, na cavidade da AChE (Dvir et al.,, 2010). Os demais compostos também
apresentaram interagdes m-sigma e m-alquil com esses residuos (Figuras 12 e 13), sugerindo
tratar-se de substancias com interacdes favoraveis para inibir a AChE, o que foi corroborado

pelos dados de inibigdo biologica.

Figura 13. Modos de ligagdo simulados dos compostos -Citroneleno (A), Limoneno (B), B-Acoradieno (C) e o-
Humuleno (D) com TcAChE por diagrama.

B)

HIS
! A:440,
1
1
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Figura 14. Modos de ligacdo simulados dos compostos -Citroneleno (A), Limoneno (B), B-Acoradieno (C) e a-
Humuleno (D) com TcAChE por diagrama 3D.
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6. CONCLUSAO

O estudo em questdo, objetivou na aplicabilidade da utilizacdo dos residuos
provenientes da industria de suco de laranja, com o intuito de explorar o potencial bioldgico do
0leo essencial, emerge como um angulo altamente promissor dentro do conceito de economia
circular. Esse enfoque possibilitou a identificacdo da composi¢ao quimica do 6leo essencial das
cascas de Citrus sinensis, a presenca de 33 substancias majoritarias, destacando-se os
monoterpenos e sesquiterpenos de hidrogénio e oxigenados, dos quais, 6 (seis) constituintes se
fizeram majoritarios, sesquiterpenos hidrogenados: B-Acoradieno (12,47%), a-Humuleno
(10,52%), e monoterpenos hidrogenados: B-pineno (9,63%), Car-3-en-2-one (8,43%),
Limonen-10-ol (8,26%) e B-Citroneleno (7,33%).

O ensaio in vitro demonstrou atividade inibitoria frente a enzima acetilcolinesterase,
demonstrando um valor de ICso = 72,0 pg/mL, sendo esta acdo possivelmente referente a
presenca dos compostos majoritarios. Estes resultados se demonstram relevantes, uma vez que
os resultados obtidos a partir da avaliagao in silico, do mesmo modo, demonstram agao
inibitéria devido aos mesmos componentes, com destaque ao a-Humuleno, que apresentou
valor de energia de ligagdo proximos ao inibidor Galantamina, sendo um 6leo com possivel
atividade promissora a estudos futuros ao combate a Doenca de Alzheimer, observando os
terpenoides que se destacaram como: [-Acoradieno e o a-Humuleno, expressados em sua

singularidade da regido originaria.

O efeito alelopatico tornou-se especialmente notorio no tratamento T4, onde a aplicagao
de 500uL de 6leo essencial (OE) influenciou tanto o desenvolvimento das raizes quanto a taxa
de germinacgdo. Esse fenomeno foi originado pela interagdo com os compostos secundarios
tipicos da espécie Citrus sinensis. Esse achado aponta para um potencial promissor em termos

de aplicagoes e investigagdes futuras, especialmente no contexto da pesquisa de biofertilizantes.

Com relagdao a atividade antimicrobiana, ¢ possivel observar que o 6leo essencial
apresenta, de maneira abrangente, uma acao inibitéria direcionada as trés cepas bacterianas e
ao fungo analisados, essa acdo se manifestou por meio da formacao de zonas de inibicdo que
variaram entre categorias de baixa (+) e moderada (++). Esse aspecto assume relevancia
significativa no estimulo a adogao de produtos naturais como agentes eficazes na contengao de

bactérias e fungos.
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Para os resultados do teste de fumigacdo para Sitophilus oryzae adultos, pode-se
observar a aplicabilidade do 6leo essencial a taxa de mortalidade corrigida de 6,7% na dosagem
de 457,12ul/L e para nas maiores dosagens de oleo essencial ocasionou o fendmeno da
hormoligose, para o padrao limoneno a taxa de mortalidade corrigida variou de acordo com o
aumento da dosagem entre 6,4 e 14,9% e CL2sv de 19,75%, ambos dos testes para no tempo de
48h, tal resultado ilustra a resisténcia da espécies Sitophilus oryzae e confirma a agdo inferior

das outras substancias majoritarias presentes no 6leo como possivel biopesticidas.

O ensaio de atividade antioxidante apresentou atividade e ICso de 0,951 (umol ET/mL)
no ensaio de ABTS++, entretanto, quando comparado com dados disponiveis na literatura, esse
valor ¢ considerado baixo em termos de inibi¢ao antioxidante, o teste de DPPH nao apresentou
atividade, essas informacdes sdo relevantes para melhor compreender as propriedades

antioxidantes do dleo essencial de C. sinensis e sua utilizagdo em diferentes aplicagdes.

Nesse contexto, o presente estudo desempenha um papel crucial ao enriquecer nossa
compreensdo sobre um subproduto derivado da espécie Citrus sinensis. Destaca-se a estratégia
adotada para maximizar a utilizagdo de recursos, ao transformar os residuos resultantes da
industria do suco de laranja, alinhando-se assim com os principios da economia circular. Esse
enfoque confere valor tanto do ponto de vista econdmico quanto cientifico ao produto final: o

Oleo essencial extraido do Citrus sinensis.

Essa valorizagdo ¢ manifesta em sua composi¢do e caracteristicas, as quais
desempenham um papel central em diversas atividades bioldgicas analisadas, como
propriedades antimicrobianas, antioxidantes, efeito alelopatico e inibigdo da enzima
acetilcolinesterase. Como resultado, o 6leo essencial proveniente do Cifrus sinensis emerge
como uma alternativa natural e vidvel para uma variedade de aplicagdes, contribuindo

significativamente para a promocao do uso de produtos de origem natural.
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