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RESUMO GERAL

Este trabalho foi realizado com o objetivo de dmrémar e quantificar
guimicamente os Oleos essenciais extraidos dasscakr limao-taiti Citrus
aurantifolia), liméo-verdadeiroitrus limor) e laranja Citrus sinensis bem
como avaliar, juntamente com os padrdes limoneiitoal ce sua mistura
(limoneno + citral), seus efeitos antibacterianatif@ngico, antitripanossoma,
citotoxico e hemolitico e avaliar também as atigliea antioxidantes somente
dos referidos 6leos essenciais em diversas mefgidsloOs 6leos essenciais
foram extraidos pela técnica de hidrodestilacdademtificacdo e quantificacdo
dos constituintes quimicos, pelas analises em CGENME-DIC. Para avaliar o
efeito sobre a forma epimastigota doypanosoma cruzas concentracfes
testadas foram (500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15/a8t ug mI'_l) e, para avaliar
a atividade antibacteriana e antiflingica, as caregies foram (500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,63; 7,81 e 3,91 mL™). Para avaliar a atividade citotéxica
contra as células Vero as concentracdes testada® f(d000; 500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,63; 7,81 pg ML e, para avaliar a atividade hemolitica
(hematdcrito 0,15%), empregaram-se as seguintesentmacdes (0,6; 1,0; 2,0;
4,0; 5,0 e 10,0 pL m'i'_). Adicionalmente ao teste hemolitico, foram real&s
varreduras nos comprimentos de onda de 500 a 7@amanavaliar se houve
oxidagdo da hemoglobina. Também foi determinadévislade antioxidante dos
trés 6leos essenciais por meio de diversas meigidsloVerificou-se por meio
da atividade antitripanossoma que o efeito dostsstismentos contra & forma
epimastigota foi fraco, sendo os padrdes limoneacitr& os mais eficazes. Em
relacdo a atividade antimicrobiana, os resultadceni satisfatorios, tanto para
os fungos quanto para as bactérias. Observou-se,mgip da atividade
citotoxica, que os seis tratamentos apresentaraitogfelevados, verificando
em todos eles um efeito dose-dependente. Paravidadé hemolitica, os
padrbes (citral e limoneno) e sua mistura (citrdimoneno) possuiram maior
efeito em baixas concentra¢des, seguido dos tees @ssenciais. Percebeu-se
também que todos os tratamentos apresentaram efaitente na hemoglobina,
sendo mais intenso para as concentracBes maisdatev&om relacdo as
atividades antioxidantes, verificou-se, pelos mé$otiBARS e Lipossomas, que
todos os 6leos essenciais tiveram um efeito prdamte, ou seja, além de ndo
protegerem o substrato lipidico da oxidacdo, elesém oxidaram. Ja para a
avaliacdo da capacidade de captura dos radicaierde o método de DPPH
nao apresentou atividade antioxidante, no entgmaoa oS outros métodos,
obtiveram-se resultados antagdnicos. Isso demoastnportancia da utilizacdo
de varios meétodos de avaliacdo da atividade adtoxe, pois métodos
diferentes fornecem resultados diferentes. Contdelao método da oxidagdo
do sistemap-caroteno/acido linoleico, verificou-se que osd@os trés Oleos
essenciais foram acima de 500 pg mE para o método fosfomolibdénio,



observou-se, por meio da analise de variancia, mfi® houve diferenca
significativa entre os 6leos essenciais analisaGosn isso, pode-se observar
que os trés Oleos essenciais testados apresentigitlade antioxidante

positiva em algumas metodologias utilizadas e, etnas, ndo. Isso pode ser
devido a diversos fatores inerentes a cada metgidolgue influenciam na

atividade antioxidante.

Palavraschave: Antimicrobiano. Antiparasitario. Citotoxiaide. Hemolitico.
Antioxidante.



GENERAL ABSTRACT

This work was carried out in order to characteramad to quantify
chemically the essential oils extracted from lemtati peel Citrus
aurantifolia), true lemon peelGitrus limor), orange peelCitrus sinensik It
was evaluated not only the antibacterial, antifliaga anti-trypanosome effects
of the essential oils and their standards limonesigal and the mixture
(limonene + citral) but also the cytotoxic, hemialyand antioxidant activities
using several methodologies. The essential oils eweaxtracted by
hydrodistillation technique. Their chemical constitts were identified and
quantified by GC-MS and GC-FID. To evaluate theeeff on epimastigote
forms of Trypanosoma cruzihe following concentrations of essential oils ever
tested 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81 mlgl.nTo analyze the
antibacterial/antifungal activity, different cont¢etions were used 500, 250,
125, 62.5, 31.25, 15.63, 7.81 mg mlTo assess the cytotoxic activity against
Vero cells were tested concentrations 1000, 500, 2385, 62.5, 31.25, 15.63,
7.81 mg mL* and to evaluate the hemolytic activity (hemato6rit5%) were
employed the following concentrations 0.6, 1.0, 2.0, 5.0 and 10.0 L In
addition to the hemolytic test, scans were perfarinethe wavelength between
500 to 700 nm to assess whether there was hemaoglokidation. The
antioxidant activity of three essential oil was ocaldetermined by several
methods. The results of chemistry identificationd aguantification of the
essential oils displayed three essential oils skotie limonene as a major
component. It was found by anti-trypanosome agtititat the effect of six
treatments against the epimastigote form was wagikg the most effective the
standards limonene and citral. Regarding antimiafcdrctivity the results were
satisfactory for both bacteria and for fungi. Tlve tseatments displayed high
cytotoxic activity and dose-dependent effect. Famblytic activity the
standards (citral and limonene) and their mixtliradnene + citral) displayed
higher effect at low concentrations, followed byeth essential oils. It was also
observed that all treatments showed oxidative effet hemoglobin, being
stronger for higher concentrations. Regarding theogidant activity it was
verified by the TBARS methods and liposomes allepsial oils had a pro-
oxidant effect, in other words, they did not protéee lipid substrate from
oxidation, they also oxidized them. As for the enadion of the ability to capture
the radicals, only the DPPH assay showed no adaoxiactivity. However, for
other methods vyielded conflicting results. This destirated the importance to
use multiple methods to evaluate the antioxidaniviag because different
methods might provide different results. Regardimg oxidation of linoleig3-
caroteno/acido system method, it was found thai@igof the three essential
oils were above 500 mg riiL For phosphomolybdenum method it was observed
by analysis of variance that there was no signiticdifference between the



essential oils analyzed. Thus, it can be obserhat the three essential oils
tested showed positive antioxidant activity in somethodologies only. This
might be due to several factors inherent to eacthodethat influence the
antioxidant activity.

Keywords: Antimicrobial. Antiparasitic. Cytotoxigit Hemolytic. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais como matéri-prjpaea a obtencao de
substancias bioativas tem sido amplamente estudaslailtimas décadas. O
mercado consumidor esta buscando produtos dife@osi saudaveis e isentos
de aditivos sintéticos. O interesse das induspi@sesses produtos naturais é
crescente, impulsionando os pesquisadores ao isotamcaracterizacdo e ao
estudo das suas propriedades. Nesse contextocalestg os 6leos essenciais
conhecidos como compostos volateis, caracterizgors serem misturas
complexas de diversos compostos. A temperaturaemtahiséo liquidos oleosos
de alta volatilidade, conferindo aromas agradaeeisabores caracteristicos.
Podem ser consideradas moléculas lipofilicas, ¢a, sgsollveis em agua e
sollveis em solventes organicos e sua composi¢cdolven uma grande
quantidade de classes de compostos, como hidreedsoterpénicos, alcoois
simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendesress éteres, acidos organicos,
entre outros (BAKKALI et al., 2008; SIMOES et &007).

No ambito mundial, os 6leos essenciais do gé@éros destacam-se,
estando entre os mais utilizados no mundo e esiggmse deve principalmente
por serem obtidos como subprodutos da industrisude (BIZZO et al., 2009).
O componente limoneno presente na maioria dos d@sesenciais do género
Citrus € o composto majoritario, havendo diferencas mas $eores de uma
espécie para outra. As aplicacdes bioldgicas dédses essenciais sdo diversas
e seus componentes quimicos podem atuar de méswada ou em associacao,
atuando de forma sinérgica ou antagbnica, promayeasksim, um maior ou
menor potencial.

Apesar do grande numero de trabalhos nos quaisvaiiam e
comprovam algumas atividades biolégicas dos Olessereiais do género

Citrus, poucos estudos foram realizados avaliando adatlé desses 6leos sobre
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parasitas e abordando o seu potencial citotoxiesird, no presente trabalho
teve-se como objetivos caracterizar e quantificaimgcamente os O6leos
essenciais extraidos das cascas do limao-t@itrué aurantifolig, liméo-

verdadeiro Citrus limon e laranja Citrus sinensis bem como avaliar,
juntamente com os padrdes limoneno, citral e swsunai (limoneno + citral),
seus efeitos antibacteriano, antifingico, antitrggsoma, citotoxico e
hemolitico e avaliar também as atividades antioxiela dos referidos 6leos

essenciais, por diversas metodologias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabolismo secundario das plantas

Nas plantas, etapas do processo vital, como nastimncrescimento,
reproducgédo, envelhecimento, doencas e morte, sEgwsdas e controladas
pelas transformag¢Bes quimicas realizadas pelo olggan primario e
secundario (BRAZ FILHO, 2010). Os compostos enwasi no metabolismo
primario sdo macromoléculas que possuem uma digt@idb universal e tém
funcdo fundamental para sua sobrevivéncia, sende etlulose, lignina,
proteinas, lipideos, aglcares entre outras suls$anEm contrapartida, os
compostos envolvidos no metabolismo secundariars@iéculas de baixo peso
molecular que ndo possuem uma distribuicdo univeiss vegetais, pois ndo
s80 necesséarios para todos eles (SIMOES et al7).2@sses compostos
desempenham papéis ecoldgicos importantes (protecd@ivacdo de
polinizadores, adaptacfes ao estresse ambientifesia quimica contra micro-
organismos, insetos, herbivoros e outras plantas)foram desenvolvidos ao
longo do periodo evolutivo, para poder escapar atasacas, pelo fato das
plantas serem sésseis (BAKKALI et al., 2008).

Segundo Simdes et al. (2007), a origem de todosmetabdlitos
secundarios pode ser resumida por meio de doiddites intermediarios, que
sédo derivados da glicose: o0 acido chiquimico eetilaCoA (Figura 1). O acido
chiguimico origina os aminoacidos aromaticos, #ailina e tirosina, que
depois de vérias reacdes, irdo formar os fenilprojos e o acetil-CoA, que sédo
0s precursores de varios tipos de substanciascoai® terpenoides, esterois,

acidos graxos entre outras.
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Figura 1 Rotas biossintéticas dos metabdlitos skuios
Fonte Simdes et al., 2007

Fenilalanina/
Tirosina

Acido
Galico

Triptofano Condensagio

2.2 Oleos essenciais

Entre os metabdlicos secundarios sintetizados pddantas, encontram-
se o0s Oleos essenciais. Esses sdo misturas cos)pleaturais, volateis,
caracterizadas por um forte odor, de constituig@osua maioria, lipofilica, e
que apresentam-se a temperatura ambiente comaldégjuileosos, o que o0s
diferenciam dos 6leos fixos. De uma maneira garalbleos essenciais sao
instaveis, especialmente na presenca de luz, catoidade, ar, substancias
oxidantes ou redutoras e metais. Sao, na maiosavelzes, caracterizados por
dois ou trés componentes majoritarios (20 a 70%jlepdo conter em sua
constituicdo cerca de 20 a 60 componentes em cwacéas muito diferentes
(SIMOES et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

A International Organization for StandardizatioB@) define os 6leos
essenciais como compostos obtidos de diferentetespate plantas por
hidrodestilacdo ou destilacdo por arraste com vapagua, bem como os
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produtos obtidos por expresséo dos pericarposutiesfeitricos. De acordo com
Gobbo-Neto e Lopes (2007), a producdo desses d@ssanciais pode ser
influenciada por diversos fatores ambientais (igiltviométrico, temperatura,

ritmo circadiano, sazonalidade, tipo de solo, it e ciclo vegetativo da planta)
e iSso ocorre por essas substancias representararmierface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante. Essa variacgwathucdo e da composi¢éo
quimica dos 6leos essenciais também pode se nadifec acordo com alguns
procedimentos, como secagem, época de colheivadéimdubacéo, entre outros
(BANDONI e CZEPAK, 2008).

A constituicdo quimica dos Gleos essenciais € mudtiada, podendo
ser formada de derivados de terpenoides ou defepédnoides. Os terpenoides
representam aproximadamente 90% da composicaoaguios 6leos essenciais
(BAKKALLI et al., 2008) e sao sintetizados a pada unidade isoprénica (2-
metil-1,3-butadieno) que, por sua vez, origina-séddido mevalénico (citosol)
ou do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (cloroplasto)PS) (Figura 2).

A unidade isoprénica é formada pelo acido mevathniqgue é
desidratado e pirofosforilado, produzindo o isopeittdifosfato (IPP), o qual,
por meio de reacdes de isomerizacdo, € tranforreatalimetilalil difosfato
(DMAPP) (unidades isoprénicas bioquimicamente ajivala por meio do
intermediario 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS3sse da origem ao &
metil-D-eritritrol-4-fosfato que, cujas sucessivaacdes formam o isopentenil
difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPPPor meio da condensacao das
unidades pentacarbonadas formadas (IPP e DMAP#&Yeo& sintese de outros

compostos  terpénicos: monoterpenos, HCG); sesquiterpenos (¢, );

diterpenos (GH,); triterpenos (GH,); tetraterpenos ((H.) (Figura 3)
(DEWICK, 2002).
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1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato

/k/\ oPP Hemiterpenos (Cs)

isopentenil PP
(IPP) (Cs)

Figura 2 Biossintese dos terpenoides

Fonte Dewick, 2002

Monoterpenos (C,)
Iridéides

Sesquiterpenos (C,5)

Diterpenos (Cyq)

Sesterterpenos (Cyz)
Triterpenos (C5)

Esterdide (C4g-C4)

Tetraterpenos (C4)
Carotenoide

Os fenilpropanoides séo formados a partir do ackdquimico, do qual

se originam os amino&cidos fenilalanina e a tiejne, por sua vez, com a
acdo da enzima fenilalanina amonialiase (FAL), pentia molécula de aménia,
resultando na formagéo dos é&cidos cindmicp-aimarico, respectivamente
(Figura 3). Nas plantas, a atividade da FAL estAsoontrole de varios fatores

internos e externos, tais como horménios, niveisudgentes, luz, infeccao por

fungos e lesdes.
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Figura 3 Biossintese dos fenilpropanoides

Fonte Sim&es et al., 2007

As varias reacdes de reducédo, oxidacdo e ciclizdgdam a formacédo
dos fenilpropanoides (SIMOES et al., 2007).

2.2.1 Oleos essenciais do génetirus

Os 6leos essenciais que mais se destacam no madass 6leos
essenciais do génercCitrus, estando entre 0s mais consumidos e

comercializados. Esse volume de produgdo se d&imsimente por serem
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obtidos principalmente a partir das cascas daadreitricas, como subprodutos
da industria de suco. No &mbito mundial, o Brasih tlugar de destaque na
producio de 6leos essenciais, ficando ao ladodia, iGhina e Indonésia e essa
posicdo do Brasil se deve principalmente devido f& o pais ser o maior

produtor de frutas citricas e de sua industriafivagara a producdo de sucos
(BIZZO et al., 2009).

O componente quimico de maior expressdo nos o6lsesneiais dos
citricos é o limoneno (monotepeno ciclico) (Figdia estando presente em
algumas espécies de 90 a 96% (DEMYTTENAERE; VANOWBERIELDE;
DE KIMPE, 2004).

X
Figura 4 Estrutura quimica do limoneno

Ladaniya (2008) relata que ha mais de 150 compa@stosntrados em
Oleos essenciais de citricos e 0s principais resp@is pelo aroma e qualidade
do 6leo essencial dos citricos sdo 0s componeintesdno e o citral (mistura

isomérica neral e geranial, aldeidos monotepén{Eagiira 5).

cHO
N §
| |
HsC CHg HsC

CHO
CH3
a b

Figura 5 Estrutura quimica do citral: (a) nera),deranial



28

As aplicacBes dos 6leos essenciais das cascadtdosscsao diversas,
tendo eles um amplo aproveitamento. Sao utilizpdiogipalmente na industria
alimenticia, cosmética, farmacéutica e em matedaidimpeza. Atuam como
agentes redutores da peroxidase em vegetais fellmsmtioxidantes de 6leos
comestiveis, como o azeite, para melhorar suasipdagles sensoriais (PONCE
et al., 2004). Apresentam também atividades calit@rsos micro-organismos
(CHUTIA et al., 2009; VIUDA-MARTOS et al., 2008).

2.3 Atividades biologicas dos Gleos essenciais

2.3.1 Atividade antitripanossoma

A doenca de Chagas, descoberta em 1909 pelo migdisiteiro Carlos
Chagas, é um problema de salde publica enfrenmddm@rica Latina. Essa
doenca, causada pelo protozoario pardsiygpanosoma cruziafeta cerca de 18
milhdes de pessoas do sul dos Estados Unidos &étagbnia, causando
aproximadamente 50.000 mortes por ano; outros l1lilles de individuos
vivem em areas endémicas (ENGELS & SAVIOLI, 200&LB8 & HOL 2002).
Ela pode ser transmitida para os seres humanaosigtomineos (barbeiros) ou
por transfusdes de sangue infectado, sendo essésaignificativo mecanismo
de transmissdo (PIZZOLATTI et al.,, 2002). O cicle dida deT. cruzi €
complexo, e se alterna entre hospedeiros vertebragloinvertebrados,
apresentando trés estagios de desenvolvimento:asfigotas no intestino de
insetos; tripomastigota, uma forma infecciosa narece sanguinea de
mamiferos; e amastigota, uma forma proliferativacélulas de mamiferos.

H& uma necessidade de desenvolver drogas eficanésa essa doenca
aguda e cronica devido a falta de medicamentoeefies e menos téxicos, uma
vez que a maior parte dos compostos sintéticogadis até agora para tratar
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doencas parasitarias produzem efeitos secundamesejaveis. Com isso,
pesquisas por novos farmacos para o tratamentoodacd de Chagas tém
evoluido sensivelmente nas Ultimas décadas (DIA&I.et2009) e os 6leos
essenciais podem fornecer informacdes Uteis, beno @obase cientifica para o
seu uso racional (BORGES et al., 2012; SANTORQ. e2@07a; SANTORO et

al., 2007b; SANTORO et al., 2007c).

Estudando a atividade antitripanossoma dos ékeseEneiais de diversas
espécies do nordeste brasileirdiippia sidoides Lippia origanoides
Chenopodium ambrosioide®cimum gratissimumlusticia pectoraleg Vitex
agnus-castys Borges et al. (2012) verificaram que todos a®lessenciais
apresentaram efeito sobre o crescimento e sobreia/é&lo parasita, sendo os
Oleos essenciais de. sidoidese L. origanoidesos mais efetivos contra as
formas tripomastigotas e amastigotas, respectivean@®e forma semelhante,
estudos anteriores de Santoro et al. (2007b) imarétatado também atividades
dos 6leos essenciais (cravo-da-india, manjericail-éolhas) e alguns de seus
componentes majoritarios (eugenol e linalmdntra as formas epimastigota e
tripomastigota. O 6leo essencial que apresentoarreégito foi o do cravo-da-
india para as duas formas do parasita avaliadasufm estudo, Santoro et al.
(2007a), utilizando o 6leo essencial de orégaddganum vulgarel.) e
tomilho (Thymus vulgarid..), verificaram que os dois 6leos essenciaisiriaib
o crescimento do parasita, sendo essa atividade prnamunciada para o Gltimo
Oleo essencial, provavelmente devido ao seu cormp@meajoritario: o timol.

Embora seja menos investigada, a utilizacdo dass@ssenciais para o
tratamento de parasitoses vem adquirindo maior rit@poia nos Ultimos anos
(SANTORO et al. 2007a). Isso faz com que eles s@jmws potenciais para o

desenvolvimento de novos antiparasitarios (KAYSER.e2003).
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2.3.2 Atividade antibacteriana e antifingica

Uma das atividades biologicas dos 6leos essentiais relatada é a
atividade antimicrobiana. Essa estid sendo considem base de varias
aplicacdes, incluindo preservacao de alimentosodygéo de novos farmacos
alternativos. Esse efeito contra os micro-organgsmpresenta a prépria funcao
gue 0s compostos presentes nos 0Oleos essenciaiseraxenas plantas,
defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénibessa forma, muitas
plantas tém sido atualmente consideradas como fenies fontes para a
extracdo de compostos com atividade antimicrol(@#aadNSIAN et al., 2010).

Na literatura, existem diversos estudos registrandficiéncia dos 6leos
essenciais de um grande niumero de espécies bat&mcaromover a inibi¢cdo
do desenvolvimento de varios micro-organismos. Addr et al. (2012),
empregando a técnica difusdo cavidade em &garjaemal a atividade
antibacteriana dos 6leos essenciais de citror@/anopogon nardiis canela
(Cinnamomum zeylanicyne gengibre Zingiber officinal@ sobre os micro-
organismosStaphylococcus aureusisteria monocytogene&scherichia coli
Salmonella Cholerasuis Pseudomonas aeruginosas autores verificaram que
ocorreu um efeito inibitéripara todas as bactérias analisadas) excecao da
espécieE. coli, que apresentou efeito inibitério somente na piEsalo 6leo
essencial de canela. Eles observaram também doectrias Gram-negativas
exibiram valores da concentracdo minima inibitGniaiores que as Gram-
positivas, provavelmente devido ao fato de a pacetidar das bactérias Gram-
negativas serem ricas em lipopolissacarideos, oimjbe a penetracdo das
substancias antimicrobianas (BURT, 2004). Andradal.e(2011), avaliando o
efeito antibacteriano do 6leo essencial das falled®elargonium odoratissimum
sobre os patdgenoS. aureus e E. coliobservaram que o 6leo essencial

apresentou acdo somente a partir da concentrag@opllOmL®. Segundo
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Bakkali et al. (2008), essa diferen¢a na acgéo actiiana dos diferentes 6leos
essenciais pode ser devida & complexidade da sgéitaao quimica, estando
relacionada com a presenca de uma substancia conjonto delas.

Lima et al. (2012) avaliaram os 6leos essencialytistica fragranse
Salvia microphyllaquanto a sua propriedade antibacteriana, diastdagctérias
Gram-negativas Aeromonas hydrophila E. coli, P. aeruginosa e S.
choleraesuis e Gram-positivas §. aureus L. monocytogenes Listeria
innocug. Os autores concluiram que os 6leos essenciassraram atividade
antibacteriana, inibindo o crescimento de todassgecies de bactérias, exceto
para eE. coli.

As propriedades antibacterianiasvitro dos éleos essenciais @laymus
vulgaris Cymbopogon citratuse Laurus nobilis sobre cinco importantes
bactérias patogénicas veiculadas por alimentosnf@astudadas por Milezzi et
al. (2012). Os autores verificaram que o 6leo asakdeC. citratusdemonstrou
maior atividade antibacteriana em todas as coraggs testadas e para todas
as bactérias. Eles relatam que a atividade antibach dos Oleos essenciais
provavelmente ocorreu devido a caracteristica fética dos seus constituintes
guimicos, atuando sobre os lipidios da membranalacelmodificando a sua
estrutura e tornando-a mais permeavel, permitiagsim, a passagem de ions e
outras substancias, ocorrendo perda do controlemigsnotico e,
consequentemente, morte celular (BAKKALI et al.02D

No que diz respeito a atividade antifingica, Guararet al. (2011),
avaliando a atividade fungitoxica do o¢leo essencialC. citratus e do
constituinte majoritario citral sobre os fungosoffiatogénicosFusarium
oxysporum Colletotrichum gloeosporioides Rhizoctonia solaniconstataram
gue a atividade foi exercida pelo componente ciBelletti et al. (2010) e Park
et al. (2007) relatam que a atividade antifiingioa térpenos, como o citral, é

devida a caracteristica lipofilica desses compgpstoao descrito anteriormente.
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Avaliando a atividade antifiingida vitro do 6leo essencial das folhas
de Piper hispidinervum sobre Bipolaris sorokiniana, F.oxysporune C.
gloeosporioidesZacaroni et al. (2009) verificaram que houveigéb total do
fitopatbgendB. sorokinianana concentracéo de 20§ mL*, ao passo que, para
o F. oxysporumne oC. gloeosporioidesela ocorreu na concentracédo de 1090
mL™. Os pesquisadores atribuiram esse efeito antfargipresenca do safrol,
componente majoritario identificado nesse 6leo resak Nascimento et al.
(2008), pesquisando o 6leo essencial da mesmaaplantontraram o safrol
como componente majoritario e observaram uma &@ibgobre o crescimento
micelial do fungdAlternaria alternataem todas as concentra¢gfes analisadas.

Souza et al. (2011), investigando a atividade iforga do O6leo
essencial das folhas d®accharis tridentata obtido pelo método de
hidrodestilacdo sobre os fitopatdgendsugarium oxysporum Rhizoctonia
solani e Colletotrichum gloeosporioide encontraram inibicdo consideravel do
crescimento micelial dos fungos analisados. De dosimilar, Vieira et al.
(2012) verificaram também atividade fungitéxicadeo essencial extraido das
folhas e caules dégeratum conyzoidds, utilizando os mesmos fitopatdégenos.

Verifica-se, entdo, o vasto potencial contra mimganismos que 0s
Oleos essenciais extraidos de diversas plantaseapaen. Desse modo, a
descoberta de mais compostos com propriedadesienaiimnas por meio das

pesquisas de fontes naturais é de extrema imp@tanc
2.3.3 Atividade citotdxica
Pelo fato de os 6leos essenciais serem produtasdad dos vegetais,

nao se exclui a possibilidade de eles apresentangioidade. Nesse sentido, a

avaliacdo da citotoxicidade dessas substancias éud® importancia para
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assegurar a qualidade e seguranca desses produ@sdo aplicados em
farmacos, alimentos e cosméticos.

O teste de citotoxicidada vitro € classificado na ISO 10993-1 (Orgao
Internacional de Padronizacdo) como o primeiro iengzara avaliar a
biocompatibilidade de qualquer material. Esse tegstemove resultados
preliminares relacionados a interacdo entre o maatero corpo biolégico, de
forma rapida e eficiente, minimizando a necessiddeetestes em animais
(ROGERO et al., 2003Esses ensaios consistem em colocar o materiah ditet
indiretamente em contato com uma cultura de céludas mamiferos,
verificando-se as altera¢des celulares por difeeentecanismos, entre 0s quais
a incorporacédo de corantes vitais ou a inibicafodaacéo de colbnias celulares
(ROGERO et al., 2000).

O produto, para ser viavel no ensaio de citotdgidein vitro, ndo deve
ocasionar a morte das células, nem afetar suaddangelulares. Esses testes
podem detectar a ocorréncia de lise das célulasibigdo da formacao de
colénias celulares, deslocamento do tecido, entt® efeitos que possam ser
desencadeados nelas (DAGUANO et al., 2007). Ed$tsagbes sdo verificadas
na maioria das vezes por meio de mecanismos deacétm que séo aplicados a
cultura de células apds um tempo de exposicdo terialaem teste.

O método colorimétrico do MTT (brometo de 3-[4]Badtiltiazol-2-il]-
2,5- difeniltetrazélio) é baseado na reducédo deabksollvel de tetrazélio por
células vivas, produzindo um produto colorido idsel. Esse ensaio, entéo,
est4 relacionado com a viabilidade e o estado rblétalda célula, convertendo
o sal (MTT) em azul de formazan, a partir de engirmitocondriais presentes
somente nas células metabolicamente ativas. A ifjaagfio da inibicdo
enzimatica é realizada espectrofotometricamentenipedo a obtencdo dos
valores de IG (concentracdo das drogas que inibem 50% da adeida

enzimatica). E um método rapido, sensivel e bgMACIEL et al., 2002).
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A determinacao da citotoxicidade vitro tem se tornado cada vez mais
constante em trabalhos para a determinagdo dadade dos 6leos essenciais.
Ensaios com essas substancias podem fornecer anfestresultados sobre seu
modo de acdo e, assim, conduzir para préximas ethpastudo. Tavares et al.
(2010), avaliando o potencial citotoxico do Olesesxial deDistichoselinum
tenuifolium sobre a linhagem celular de macréfagos de rattiizando o
método de MTT, observaram que os 6leos essendaisapresentaram efeito
toxico para as células. Em trabalhos anterioresejademonstravam que o
composto majoritario desses 6leos essenciais,@nir nao apresentava efeitos
sobre a viabilidade celular de linfécitos humandtbmblastos pulmonares de
hamster (KAUDERER et al.,1991). Anteriormente, Tagaet al. (2008),
avaliando a citotoxicidade do 6leo essencialDdeicus carotasobre células
dendriticas da pele de feto de rato, utilizandoesmo método colorimétrico,
observaram que nas concentracdes @I6mL™, 0,32uL mL™ e 0,16pL mL™
ndo houve efeito citotdoxico desse 6leo essencail € al. (2009), avaliando o
potencial citotoxico do 6leo essencial de limdd;taiontra o carcinoma de
células do colon, utilizando o método do MTT, obiaeaim uma citotoxicidade
dose-dependente (6,2 mL* a 200ug mL?), atribuindo esse efeito aos
monoterpenos presentes no 6leo essencial. Simitem@eres et al. (2009)
observaram um efeito dose-dependente, diante daksé/79, quando se
utilizou o éleo essencial extraido das folha®gber gaudichaudianum

Existem poucos trabalhos que avaliam a toxicidimedleos essenciais
contra as células eritrocitérias. Os eritrocitamtiém chamados de hemécias ou
glébulos vermelhos, sdo células desprovidas deealel organelas, sendo
constituidas basicamente de globulina e hemoglobiAa membranas
eritrocitarias sédo muito Uteis no estudo da infwage farmacos e cosméticos
com sistemas biologicos, devido elas serem de datdncdo e isolamento, por

puncéo intravenosa e posterior centrifugacdo (MAIRMES; MEIRELLES; DE
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PAULA, 2000). Tariku et al. (2011), avaliando o grutial hemolitico dos 6leos
essenciais daArtemisia absinthiunk. e Echinops keberichtMesfin, observaram
gue eles apresentaram lise em 50% das célulascéétias nas concentracdes
de 1,52uL L e 2,62uL L™ Para os 6leos essenciaisAteemisia abyssinica
de Satureja punctatassp. Punctata o mesmo autor, em 2010, encontrou
atividades hemoliticas nas concentragcbes de Q35L™ e 1,52 uL L™
respectivamente (TARIKU et al., 2010).

Estudos com esses métodos de avaliacdo da toxéciadiomateriais
demonstraram que os testes com culturas celuladsnp ser utilizados com
sucesso, pois sao reprodutiveis, rapidos, sengviiimnceiramente acessiveis
para a execucdo do estudo de biocompatibilidadeitro (ROGERO et al.,
2003).

2.3.4 Potencial antioxidante dos 6leos essenciais

Ha algum tempo ha um grande interesse no estosl@itioxidantes
devido, principalmente, as descobertas sobre doefltis radicais livres no
organismo. Muitas doencas crbnicas e degeneratomsp cancer, doencas
cardiovasculares, aterosclerose, Alzheimer e tambéemvelhecimento estao
sendo diretamente associados aos danos causadesguditais livres e outros
oxidantes (SOUSA et al., 2007).

A producéo dos antioxidantes pelo corpo ou aquaésrais adquiridos
na dieta sdo as principais maneiras de combatgcesgo de radicais livres no
organismo. Segundo Andrade et al. (2007), denomi@nantioxidantes as
substéncias que retardam ou previnem significatvaena oxidacao de lipidios
ou outras moléculas, ao inibirem a iniciacdo our@p@gacdo da reacdo de
oxidagdo em cadeia, além de prevenirem ou repardesros ocasionados as

células pelas espécies reativas de oxigénio. Urnrmrateresse pelo estudo dos



36

antioxidantes naturais vem ocorrendo nos Ultimossapois além de serem
saudaveis, nas industrias alimenticias, eles evitaprocesso de oxidacéo
lipidica, responsavel pela formagcdo de compostdssijaveis. Diante disso
muitas substancias naturais produzidas pelas placwano os 6leos essenciais,
tém apresentado um grande potencial antioxidarémodstrando resultados
promissores (ANDRADE et al., 2013; LIMA et al., Z0IGUIMARAES et al.,
2011).

Guimarées et al. (2011), empregando a técnicaddedestilacdo para a
extracdo do Oleo essencial de capim-limdo, avafiarsua capacidade
antioxidante e do componente majoritario, citraly pneio dos métodos de
reducdo do radical livre DPPH e o0 ensaio de oxigada sistemap-
caroteno/acido linoleico. Tanto o Oleo essenciabngo o padrdo citral
apresentaram pequena atividade antioxidante pesgnieneira metodologia; no
entanto, perante a segunda metodologia, esses stmBp@presentaram
atividades antioxidantes significativas. Isso seedde acordo com Kaulisic et al.
(2004), a compostos que apresentam o grupo ald€id®) em sua estrutura,
uma vez que compostos com valores intermediariggotimridades sdo menos
diluidos na fase aquosa da emulsdo, estando, aseimmaior concentracao
juntos a fase lipidica, sendo, dessa maneira, efieivos na protecdo do acido
linoleico.

Estudando a atividade antioxidante dos 6leos emsgrde Myristica
fragrans e Salvia microphylla Lima et al. (2012) verificaram que esses
apresentaram atividade dose-dependente para o wstesistema -
caroteno/acido linoleico. Ja para o teste do radigee DPPH, os 6leos
essenciais ndo apresentaram atividades antioxg&lants concentra¢oes
utilizadas. Segundo os autores, os 6leos esseng@amente tém baixa
solubilidade no meio do DPPH; com isso, tem-se dificuldade para avaliagdo

da atividade antioxidante por esse método. Para Eatl. (2007), essa baixa
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atividade ou nédo atividade perante esse método pedéambém devido aos
componentes dos 6leos essenciais, monoterpenossquiterpenos nao serem
capazes de doar um atomo de hidrogénio ao radlisaé resultado foi também
observado por Andrade et al. (2013) que, avaliandtividade antioxidante dos
Oleos essenciais dgéinnamodendron dinisié Siparuna guianensiobservaram
somente atividade antioxidante perante o métodsistemaf-caroteno/acido

linoleico.
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RESUMO

Atualmente a utilizacdo de produtos naturais comopriedades
terapéuticas vem sendo largamente empregada naovdésmento de novos
farmacos. Neste contexto os Oleos essenciais @odraias cascas de frutos do
géneroCitrus se destacam devido a presenca na sua constitgcdompostos
biologicamente ativos. No presente estudo foraractarizados e quantificados
guimicamente os 6leos essenciais das cascas ds fteitrés espécies do género
Citrus; limao-taiti (Citrus aurantifolig, limao-verdadeiro itrus limor) e
laranja Citrus sinensiy bem como avaliaram-se, juntamente com os padrbes
limoneno, citral e sua mistura (limoneno + citraljuas atividades
antitripanossoma, antifingica Agpergillus niger Aspergillus flavus e
Aspergillus carbonarids e antibacteriana PSeudomonas aeruginosa,
Salmonella cholerasuiisteria monocytogenesStaphylococcus aureusPara
avaliar o efeito sobre a forma epimastigota Toypanosoma cruzias
concentracBes testadas dos seis tratamentos f&8G0n Z50; 125; 62,5; 31,25;
15,63; 7,81 pg mt) e para avaliar a atividade antibacteriana e G@mdita as
concentragdes foram (500; 250; 125; 62,5; 31,283t5,81 e 3,9 mL'l). A
identificacdo e quantificacdo quimica dos trés ®kssenciais por cromatografia
em fase gasosa acoplada a um espectrdmetro desm@&SAM e CG/DIC)
mostraram que o composto limoneno foi 0 componetd@ritario, estando ele
em maior quantidade no dleo essencial de laragj@®%@), seguido do liméo-
verdadeiro (52,6%) e limdo-taiti (52,1%). Verificea por meio da atividade
antitripanossoma que o efeito dos seis tratamdregage a forma epimastigota
foi fraco, sendo os padrdes limoneno e citral o$sméicazes. Observou-se
também que & medida que aumentou a concentracimlaie os tratamentos a
porcentagem da inviabilidade das células epimastigaumentou. Em relagdo a
atividade antimicrobiana os resultados foram satsios, exceto para a bactéria
P. aeruginosajue ndo apresentou inibicdo a nenhum tratameitiadob e para
0 Oleo essencial de laranja que ndo mostrou atigid@bitoria frente a nenhuma
das bactérias utilizadas.

Palavraschave: Génerc€itrus. Oleos essenciais. Atividade antitripanossoma.
Atividade antibacteriana. Atividade antifingica.
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ABSTRACT

Currently the use of natural products with thetaigeproperties have
been widely used in the development of new drugshis context the essential
oils extracted from fruit peel of the gen@itrus are highlighted due to the
presence of biologically active compounds. In tekitady were chemically
characterized and quantified the essential oils fiit peels of three species of
the genugCitrus; lime (Citrus aurantifolig, lemon Citrus limor) and orange
(Citrus sinensis In addition evaluate with the standard limonetial and its
blend (limonene + citral), the activitiesanti-trypanosome, antifungal
(Aspergillus niger Aspergillus flavus e Aspergillus carbonariys and
antibacterial Pseudomonas aeruginosaSalmonella cholerasuis Listeria
monocytogenes Staphylococcus aureuslo evaluate the effect on epimastigote
form of Trypanosoma cruzhe concentrations tested were (500, 250, 125, 62.
31.25, 15.63, 7.81 mg ). and to evaluate the antibacterial and antifurigal
concentrations were (500, 250, 125, 62.5, 31.2%317.81, 3.91 uL m'Il_). The
identification and quantification of chemical thresssential oils by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GCéié GC/FID) showed
that the compound was the major component limon&here was a higher
amount of it in the essential oil of orange (76.0%)Nowed by lemon (52.6%)
and lime (52.1%). Was verified that the activityaoti-trypanosomal effect of
the six treatments front of the epimastigote formswow, and the standard
limonene and citral the most effective. It was adserved that increasing the
concentration of all treatments the percentagestid infeasibility epimastigotes
increased. In relation to antimicrobial activitysuéts were satisfactory, except
for the bacteriunP. aeruginosawhich showed no inhibition of any treatment
used and the essential oil of orange showed nbitohy activity against any of
the bacteria used.

Keywords: GenusCitrus.  Essential oils.  Anti-trypanosoma activities.
Antibacterial. Antifungal activities.
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1 INTRODUCTION

Human civilization have been using plants withrélpeutic properties
for centuries and these natural products nowadaye Heen used in the
development of new drugs in the Pharmaceutical. ake@ong the compounds
used to produce these drugs the secondary metzhblitve been raised as one
of the most important molecules. In this contexa, highlight the essential oils,
which are mixtures of several volatile compoundidpansoluble in water,
soluble in organic solvents and showing great {veutic importance (SIMOES
et al., 2007).

In recent decades, the antimicrobials of tradilqulants have received
great attention due to resistance to commerciabiatits developed by some
microorganism (KAMRAN et al., 2012; SANTOS et #012). An alternative
to reduce the microorganism growth is using esskntis with antifungal and
antibacterial properties (ANDRADE et al.,, 2012; G&#® et al., 2013;
OKUNOWO et al., 2013; PIMENTEL et al., 2010). Itshlbeen reported that the
antimicrobial properties of essential oils are ttubydrophobic characteristic of
the chemical constituents of their composition (B&&LI et al., 2008). The
lipophilicity of the essential oil allows interagti among their constituents with
lipids in the cell membrane, affecting the cellmperbility and causing changes
in cell structure (COSTA et al., 2011).

Despite recent advances in antimicrobial chematherthe treatment of
parasitic diseases has remained as a public hpedtblem highlighting the
Chagas disease (ANTHONY; FYFE; SMITH, 2005). Thisedse is caused by
the protozoan parasiteypanosoma cruzicausing approximately 50,000 deaths
per year (ENGELS and SAVIOLI, 2006). In recent gedahe use of essential

oils has acquired great importance for the treatnwfnparasitic diseases
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(SANTORO et al., 2007a; SANTORO et al., 2007b).

The development of new effective drugs againsagitic disease (i.e.
Chagas disease) has been aimed for several researblecause most of the
synthetic compounds used to treat these parasiimsies produce toxicity and
side effects for the patients. Moreover, there hesn a need to find more
effective compounds with anti-microbial effect #duce the contamination and
deterioration of food.

Thus, in this study we aimed to characterize dradrgcally quantify the
essential oils extracted from the peels of lin@&trgs aurantifolig, limon
(Citrus limon) and orange Qitrus sinensis as well as to evaluate, with
standards limonene, citral and limonene + citrdde tanti-trypanosome,

antifungal and antibacterial activities.
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Collect of the vegetal material and extractionf the essential oil

The vegetal materials, limeC( aurantifolig, lemon C. limon) and
orange C. sinensi} were collected on a rural area of Lavras citthim morning
during the months of March and April 2012, at caoatks 21°26'27 south and
44°39'27 west, with an altitude of 1049 meters.

The extraction process of the essential oils vemfopmed at Laboratory
of Organic Chemistry of the Department of Chemigtryrederal University of
Lavras. The method used was the hydrodistillatiming a modified Clevenger
device (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000). Extractiongere performed in
triplicate for a period of 2 hours and their yieldave been calculated on
moisture free basis. Moisture was performed udimgtechnique described by
Pimentel et al. (2010), using the Dean Stark tylpssgcollector. The humidity
was calculated considering the water content ingl@fsample.

2.2Chemical Identification and quantification of the essential oils

The quantitative analysis and the identificationcohstituents of the
essential oils were performed at the DepartmentCbémistry at Federal
University of Sergipe. The quantitative analysesh# reaction mixture were
performed in a gas chromatography equipped witlamd ionization detector
(Shimadzu GC-17A), under the following operatiogahditions: fused silica
capillary column ZB-5MS (5% dimethylpolysiloxanejtiv30 m x 0.25 mm i.d.
x 0.25 um of film, using He as gas carrier with flow of 1In2 min®. The

temperature was kept at 50°C for 2 minutes, aret latreased 4°C nifn up to
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reaching 200°C. After that, increased 15°C hiup to reaching 300°C, keeping
this temperature steady for 15 minutes; the tentperaof the injector was
250°C and the temperature of the detector (orfente), 280°C. It was injected a
volume of 0.5 pL of the reaction mixture dissolved ethyl acetate. The
qualitative analysis of the reaction mixture wasrfgened in gas
chromatography coupled to a mass spectrometry GGSh8nadzu, model QP
5050A), equipped with fused silica capillary colunii&W Scientific; 5%-
phenyl-95%-dimethyl- polysiloxane) 30 m x 0.25 mm.,i 0.25um of film,
using He as gas carrier, with flow of 1.2 mL hirnThe chromatographic
conditions of the analysis were the same used @#@. The conditions of the
MS were detector of ionic capture operating by tetetic impact and impact
energy of 70 eV, scan rate 1.000; interval of dguosition of 0.50 fragments/s
and detected fragments in the stripe from 40 toBa0For the identification of
the constituents, it was also used the compari$tinedr retention indexes with
the ones of the literature (ADAMS, 2007). For tee&ention index, the equation
of Van den Dool and Kratz (1963) was used in refato a homologous series
of n-alkanes (ngnCyg). Two libraries NIST107 and NIST21 were also used,
which allowed comparison of the spectra databatietive ones in the libraries.

2.3 Evaluation of the anti-trypanosome activity invitro

Evaluation of the anti-trypanosome activity of thgesential oils, citral
and limonene standards and their mixture (limonewéral) were performed at
the Instituto Carlos Chagas / Fiocruz, CuritibaraRa. Three-day-old culture
epimastigote forms offrypanosoma cruzistrain Dm28c were used in all
experiments. The parasites were kept at 28°C in(LiVEr Infusion Tryptose)
medium supplemented with 10% fetal calf serum.

The essential oils were initially dissolved in dittmyl sulphoxide
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(DMSO0) at a concentration of 100 mg mlLThis solution was then dissolved in
culture medium to obtain a stock solution at 1 mglmUnder this condition,
the DMSO was diluted at 0.01%, a concentration ikahot toxic for the
protozoa. Both solutions were stored at -20°C. $tock solution was then
diluted at different concentrations for the expens (500; 250; 125; 62.5;
31.25; 15.63; 7.81; 3.91ug ﬁLn120pLofLH'medMH1Hlemjlweﬂof96-
wells plates. After dilution, it was added 18Q of culture medium with
epimastigote per well, at a concentration of Ix@rasites mt. In control
wells were added 20QL of culture medium with parasites, but without
treatment. The plates were incubated for 24 hau@8«C.

After incubation, 50uL of MTT (3-(4,5-methyl- thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) solubilized at 10 md-‘min PBS (phosphate
buffered saline, pH 7.2) was added to all wellse Tolate was wrapped in
aluminum foil and incubated for 3 hours at 28°C (MM@ANN, 1983). After this
second incubation, 5L of paraformaldehyde (4%) in PBS pH 7.2 were added
and the plate was centrifuged at 1700 rpm for 1Quteis. The medium was
removed by quickly inverting the plate and the piéea were resuspended by
gently tapping the plate. Tweny. of SDS (sodium dodecyl sulfate, at 10% in
0.01 M HCI) were added and the plate was incubat&¥°C for 1 hour, or until
lysis of all parasites. Subsequently, 80of DMSO were added to all wells to
solubilize the formazan crystals, by incubating phete at 37°C under shaking
until complete solubilization of the crystals. Thldsorbance reading was
performed at 550 nm in an ELISA reader.

The percent cell death of epimastigotes (ECD) determined by the
equation %ECD = [100 (Ac-As)]/Ac], where ECD% isetlpercentage of
epimastigote cell death, Ac is absorbance of chrar@ As is absorbance of the

sample.
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2.4 Evaluation of antibacterial and antifungal acivities in vitro

Evaluations of antibacterial and antifungal atyivof essential oils
(from C. aurantifolig C. limonandC. sinensiy citral and limonene standards
and their mixture (limonene + citral) were perfodnat the Laboratory for
Mycotoxin and Mycology, Department of Science foéeéderal University of
Lavras. The microorganisms used wBseudomonas aeruginogd CC 15442,
Salmonella cholerasuifATCC 6539, Listeria monocytogeneATCC 19117,
Staphylococcus aureSTCC 13565,Aspergillus niger, Aspergillus flaviend
Aspergillus carbonarius

The bacteria sensibility against essential oild #reir standards was
determined using the agar diffusion test. Afteivation of the bacteria in BHI
(Brain Heart Infusion) broth, aliquots of the mediwvere transferred to a tube
containing 5 ml of tryptic soy broth (TSB). The &gbwere incubated at 37°C
until reaching the turbidity of a McFarland stariaplution of 0.5, resulting in
a suspension containing®lGFU mL™. The turbidity readings were performed
using a spectrophotometer (Shimadzu UV-160 PC a)vedvelength of 625 nm,
according to the standards imposed by the Nati@whmittee for Clinical
Laboratory Standards (NATIONAL COMMITTEE FOR CLINAL
LABORATORY STANDARDS, 2003).

The inoculum concentration obtained by the McHatlastandard
solution was diluted in TSB to give a concentratiwhl® CFU mL™. This
inoculums was subsequently transferred to a Muélleton agar, by pouring it
over a thin layer of agar containing glass beadter/Aooling the medium, the
beads were removed with help of sterile tweezerspihg wells that were filled

with 10 uL of essential oils or their standards diluted imethylsulfoxide
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(DMSO) at concentrations of 500, 250, 125, 62.528115.63, 7.81 and 3.91
mL mL™.

As a positive control, 10L of chloramphenicol (1g t) were placed in
a well, while the same amount of dimethylsulfoxi@@VSO) was used as a
negative control. The plates were incubated at ¥6tQ4 hours and then the
circumferences of the halos formed for each treatnveere measured. The
minimum inhibitory concentration (MIC) was defineds the lowest
concentration of the essential oil and standardsrevfan inhibition halo was
formed (LIMA et al., 2012).

To evaluate the inhibitory effect on filamentousdi, we used the disk
diffusion test accepted by the U.S. Food and Druagniistration (FDA) and
established as standard by the National CommitteeClinical Laboratory
Standards (LIMA et al., 2012). A concentration 6f $pores mL* was used for
the experiments, with countings in a Neubauer clambhis inoculum was
transferred to a plate containing malt extract a@4EA), using the surface
scattering technique. Filter paper disks of 6 mmiameter were placed onto the
culture medium and were embedded withyl0of essential oils or standards
diluted in DMSO, at concentrations of 500, 250, ,1@%.5, 31.25, 15.63, 7.81,
and 3.91uL mL™. As a positive control, 1QL of 2% hypochlorite (1g L) were
deposited in a well, while the same amount of DMB& used as a negative
control. The plates were incubated in BOD at 256C7#2 hours and then the
minimum inhibitory concentration (MIC) was defineds the lowest
concentration of essential oil where the preseiri@adnhibition zone could be
identified.

2.5 Statistics analysis

For evaluation of the anti-trypanosome in vitroivaty the experiments
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were arranged in a completely randomized desigrD)dR factorial (6 x 8), 6

samples (3 essential oils, 2 standards and thedture) and 8 concentrations.
Data were submitted to analysis of variance (3icafds) and quantitative
variables with F significance were submitted toresgion analysis. Statistical
analyzes were performed by using the Statisticalysis System program of
Variance for Balanced Data - Sisvar, according ¢éoréira (2008). The I§g

(concentration effective for 50% growth inhibitiarf epimastigote cells) was

estimated by the regression equation analyzed tisengoftware Origin 8.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Yield, identification and chemical quantificaton of essential oil

The mean values of the essential oil (EO) contérime, lemon and
orange peels in moisture free basis were 2.2%, 21294.1%, respectively. The
chemical constituents of the essential oils, adyaad by gas chromatography
coupled to mass spectrometry (GC/MS), are showhalsle 1, demonstrating a
variety of constituents. These results are in agesg with those of Ladaniya
(2008) that described the existence of more thé&ncbipounds in essential oils
of the genu<itrus. It was observed in all essential oils that limomaevas the
major component, with the highest concentratioorange (76.0%), followed by
lemon (52.6%) and lime (52.1%). The compound ci{febmeric mixture of
geranial and neral) was also found in higher anmwimtthe essential oils of
lemon (13.3%) followed by lime (11.1%). This compdihas been found as the
main component for the aroma and quality of citeassential oils Ladaniya
(2008).



Table 1 Identification and quantification of pestential oils from lime, lemon and orange.

Compoud IR cal. IR lit. Lime % Lemon% Orange %
Triciclene 922 926 2.24 2.35 4.16
Sabinene 975 975 1.51 7.51 2.50
B-pinene 975 979 6.82 - 6.67
Myrcene 989 990 1.84 1.64 2.92
Octanal 1006 998 - 0.78 1.69
p-cymene 1026 1024 1.17 - -
Limonene 1031 1029 52.11 52.62 76.00
y-terpinene 1060 1059 7.28 3.44 1.89
Linalol 1103 1096 - 2.03 4.17
Terpinen-4-ol 1184 1177 - 1.17 -
a-terpineol 1199 1188 2.02 3.05 -
Neral 1241 1238 4.41 5.47 -
Geranial 1271 1267 6.73 7.89 -
Neril acetate 1361 1361 3.14 2.03 -
Geranil Acetate 1380 1381 1.16 1.64 -
a-trans- 1436 1434 2.22 : i
bergamotene
B-bisabolene 1511 1505 4.26 - -
Total (%) 96.91% 91.62% 100.00%

IR cal. - Kovats index calculated (ADAMS, 2007); iR - Retention index of literature.

859
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3.2 Anti-trypanosome activity in vitro

The variance analysis showed significant intecsic(P<0.05) among the
samples and concentrations. Viability varied sigaifitly among the samples,
but for each concentration it could be observedsealependent effect (Figure
1). Regression analysis showed that thg BT the standard limonene was the
lowest (308.0 mg mt) followed by citral (323.Qug mL™), the mixture (379.6
ng mL?), the orange EO (56089 mLY), the lime EO (584.5ug mL™") and
finally the lemon EO (618.;:ug mL™Y). According to standards proposed by
Muthaura et al. (2007), the trypanocidal activityid was absent, since andC
value less than 1ig mL* can be considered high activity, between 10 and 20
ng mL* can be considered moderate and between 20 angdl@fL” can be
considered weak. The standards and their mixttesemted similar 16 values
and a synergistic effect could not be observed éstwcitral and limonene.

However, the isolated constituents were more athiaa the essential oils.
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Figure 1 Anti-trypanosome activity of three essantils of the genu<€itrus

and the standards citral, limonene and the mixiimemnene + citral)

on T. cruzi epimastigote forms. (a) Lime (b) Lemon (c) Orarfde

Limonene (e) Citral and (f) mixture (limonene +rali}.

Legend: ECD% = Percentage of epimastigotes cethdea
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In accordance to our results, Santoro et al. (@pG#ed a dose-
dependent effect when analyzing the activity ofeéksential oils of clove, basil,
yarrow and their major constituents (eugenol andldiol) against epimastigote
form of T. cruzi The authors also observed that the trypanocickiVity was
weak, with IG, of the five treatments varying from 99.5 to 246 mL™. In
another work, Santoro et al. (2007b) found simiémults using the essential oil
of Cymbopogon citratusand its major component citral, obtaining a dose-
dependent effect. Some studies have shown thantedseils have effects
against all three forms of. cruzi and this is probably due to essential oil
properties such as low density and lipid solupilithich enable them to diffuse
across cell membranes and break layers of polysadds, fatty acids and
phospholipids, while also affecting some organekesl some cytoplasmic
metabolic pathways (BAKKALI et al., 2008; SANTORO al., 2007b;
SANTOS et al., 2012).

3.3 Antimicrobial activity in vitro

Regarding antibacterial activity, as observed leyNHC, the treatments
with citral, mixture of limonene + citral, and tkssential oils of lime and lemon
resulted in similar satisfactory inhibitory effeagjainst the bacteria. aureusL.
monocytogeneandS. cholerasuisHowever, the essential oil of lime showed no
inhibition against the bacteria. cholerasuiswhile the standard limonene and
the orange essential oil showed inhibition only fbe bacteriumS. aureus
Among all bacteria studie®. aeruginosawas the most resistant against the
treatments, with no inhibitory activity. The negaticontrol, the diluent DMSO,
showed no interference in activity of essentiak clind standards, without

inhibition halo formation. As for the positive coolt chloramphenicol (1g1),
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there was inhibition halo formation, which was geeahan the halos in the

treatments tested (Table 2).

Table 2 Minimum inhibitory concentration of essahtoils of lime, lemon,
orange and the standards citral, limonene and kmer citral against
microorganismsS. aureusL. monocytogenes. aeruginosaand S.

cholerasuis
T
Bacterium IMC (ug mL")
LE OR C L C+L
S. a. 7.81 7.81 NI 3.91 500 3.91
L. m. 3.91 3.91 NI 3.91 NI 3.91
P. a. NI NI NI NI NI NI
S.c. NI 62.50 NI 15.62 NI 15.62

Legend: NI = no inhibition; LI = Lime; LE = LemorQR
Limonene;S.a.= S. aureusL.m. = L. monocytogened.a.
cholerasuis

Orange; C = Citral; L =
P. aeruginosaS.c.= S.

Several studies have investigated the action sfreml oils on Gram-
positive and Gram-negative bacteria, indicating thay are more active against
Gram-positive bacteria (Andrade et al.,, 2012). Adowly, we found that
Gram-positive bacterieS( aureusandL. monocytogengsvere more susceptible
to treatment than Gram-negative bacteria. This ccdé explained because
Gram-negative species have an outer membrane tlmtides a surface
hydrophilicity due to the presence of lipopolysaaities, thus hindering the
access of essential oils, which are mostly constitof hydrophobic compounds
(BURT, 2004).

When analyzing the essential oil of the peelsGitrus limon C.
paradisi C. bergamiaC. aurantium C. sinensisandC. reticulataKirbaslar et
al. (2009) found limonene as the major componehe authors evaluated the
antimicrobial activity of these essential oils aghi9 bacteria and found a strong



63

antibacterial activity activity, more prominent fie essential oil extracted from
lemon peels.

Table 3 shows the antifungal activity against ehfengi, Aspergillus
niger, A. flavusand A.carbonarius using the disk diffusion method. It was
observed through the IMCs that the essential dilsmon, lime, orange, as well
as limonene, citral and the mixture of limonendtrathad similar IMCs values.
This might be due to the similar chemichal compasibf these essential oils,

which show high a concentration of limonene.

Table 3 Minimum inhibitory concentration of essahtoils of lime, lemon,
orange and the standards citral, limonene and kmer citral against
microorganismd\. niger, A. flavusandA. carbonarius

IMC (ug mL?)

Fungo L] LE OR C L C+L
An. 625 625 500 3.01 500 3.01
A. f. 500 500 250 62,5 62.5 62.5
Ac. 62.5 125 500 3.91 500 3.91

Legend: LI = Lime; LE = Lemon; OR = Orange; C =r@if L = LimoneneA. n.= A.
niger; A. f.= A. flavus A. c.= A. carbonarius

Similarly to the results of antibacterial activitye observed that for the
antifungal activity there was no synergistic effdmttween the standards
limonene and citral, since the effect did not ilase with the combination.
Several studies have reported interactions amopgfaoices aiming to potentiate
the desired effect (synergism) or decrease it amtiam). According to Deba et
al. (2008) the antimicrobial activity of essentils is probably due to the
presence of a single compound, or synergism, aiganism among several
compounds. To verify the antimicrobial effect agditheS. cerevisiaeyeast,

Belleti et al. (2010) used a combination of the poonds citral, linalool anfl-
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pinene. They found that the antimicrobial activity these three terpenes

increased when they were combined.
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4 CONCLUSIONS

The major compound of essential oils from peelthofe species of the
genusCitrus was limonene, with 52.1% for lime essential o286 for the
lemon essential oil and 76.0% for the orange ewsdamil

The essential oils of lime, lemon and orange, litm®nene and citral
standards, and standard mixture (limonene + cishwed no trypanocidal
activity. However, the antimicrobial activity agatnthe bacterié&s. aureuslL.

monocytogeneandS. cholerasuisvas satisfactory.



66

REFERENCES

ADAMS, R. P.ldentification of essential oils components by gas
chromatography/mass spectroscopytth ed. Carol Stream: Allured, 2007. 804

p.

ANDRADE, M.A. et al. Oleos essenciais @gmbopogon narduys
Cinnamomum zeylanicueZingiber officinale composic¢éo, atividades
antioxidante e antibacteriarRevista Ciéncia Agronémica Fortaleza, v. 43, n.
2, p. 399-408, abr-jun, 2012.

ANTHONY, J.P.; FYFE, L.; SMITH, H. Plant active cgunents - a resource
for antiparasitic agentst¥ends in Parasitology Cambridge, v. 21, p. 462-468,
2005.

BAKKALL, F. et al. Biological effects of essentiails. Food and Chemical
Toxicology, Oxford, v. 46, n. 2, p. 446-475, Feb. 2008.

BELLETTI, N. et al. Modeling of combined effects @fral, linalool and3-
pinene used againSaccharomyces cerevisiaecitrus-based beverages
subjected to a mild heat treatmdnternational Journal of Food
Microbiology, Amsterdam, v. 136, n. 3, p. 283-289, Jan. 2010.

BURT, S. Essential oils: their antibacterial prdjgsrand potential applications
in foods - a reviewinternational Journal of Food Microbiology, Amsterdam,
v. 94, n. 3, p. 223-253, Aug. 2004.

COSTA, A. R. T. et al. Acédo do 6leo essenciabgeygium aromaticuit..)
Merr. & L.M. Perry sobre as hifas de alguns funfimpatogénicosRevista
Brasileira de Plantas Medicinais Botucatu, v. 13, n. 2, p. 240-245, 2011.

DEBA, F. et al. Chemical composition and antioxiglamtibacterial and
antifungal activities of the essential oils fr@idens pilosd.inn. Var. Radiata.
Food Control, Guildfor, v. 19, n. 4, p. 346-352, Apr. 2008.



67

ENGELS, D.; SAVIOLI, L. Reconsidering the underasited burden caused by
neglected tropical diseas@sends in Parasitology Cambridge, v. 22, p.

363366, 2006.

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2000. 42 ed., parte |, Awn S&o Paulo, p.2-7.

FERREIRA, D. F. SISVAR: um programa para analisea®no de estatistica.
Revista Cientifica SymposiumLavras, v.6, n.2, p. 36-41, jul./dez. 2008.

GOMES, M. S. et al. Multivariate analysis of thea#ial oil components of the
genusCitrus and their antifungal activityCientifica, Jaboticabal, v. 41, n° 2,
p.111-121, 2013.

KAMRAN, A. et. al. Therapeutic effects of essentidlfrom waste leaves of
Psidium guajavd. against cosmetic embarrassment using phylogenet
approachAmerican Journal of Plant SciencesDelawarey.3, n. 6, p.745-752,
2012.

KIRBASLAR, F. G. et al. Antimicrobial activity of Orkish Citrus peel oils.
Pakistan Journal of Botany, Karachi, v. 41, n. 6, p. 3207-3212, Dec. 2009.

LADANIYA, M. S. Citrus fruit biology, technology and evaluation 1*' ed.
San Diego: Academic Press, 2008. 558 p.

LIMA, R. K. et al. Bactericidal and Antioxidant Aeity of Essential Qils from
Myristica fragransHoutt andSalvia microphylleH.B.K. Journal of the
American Oil Chemists Society Chicago, v.89, p.523-528, 2012.



68

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellulaogith and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assajournal of Immunology
Methods, Amsterdam, v. 65, p. 55-63, 1983.

MUTHAURA, C. N. et al. Antimalarial activity of soeplants traditionally
used in treatment of malaria in Kwale district adri¢a.Journal of
Ethnopharmacology, Lausanne, v.112, n.3, p. 545-551, 2007.

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS.
Methods for dilution antimicrobial susceptibility t ests for bacteria that
grow aerobically: approved standard. 6. ed. Wayne: Clinical ancktatory
Standards Institute, 2003, v. 23, n. 2 (ReplacesNd)

OKUNOW, W. et al. Essential Oil of Grape Fru@iifrus paradis) Peels and Its
Antimicrobial Activities.American Journal of Plant SciencesDelaware, v. 4,
n. 7, p. 1-9, 2103.

PIMENTEL, F. A. et al. Acdo fungitéxica do 6leo essial deTanaecium
nocturnum(Barb. Rodr.) Bur. e K. Shum sobré\epergillus flavussolado da
castanha-do-BrasiBgrtholletia excelsa Acta Amazonica Manaus, v. 40, n. 1,
p. 213-220, mar. 2010.

SANTORO, G. F. et al. Effect of oregar@r{ganum vulgard..) and thyme
(Thymus vulgarid..) essential oils ofirypanosoma cru4iProtozoa:
Kinetoplastida) growth and ultrastructuRarasitology ResearchBerlin,
v.100, p. 783-790, 2007a.

SANTORO, G.F. et al. Anti-proliferative effect dfe essential oil of
Cymbopogon citratuéDC) Stapf (lemongrass) on intracellular amastigote
bloodstream trypomastigotes and culture epimastsyofTrypanosoma cruzi
(Protozoa: Kinetoplastidalparasitology, Cambridge, v.134, p.1649-1656,
2007b.



69

SANTOS, T. G. et al. Composi¢éo quimica e avatiatd@iatividade
antimicrobiana do 6leo essencial das folhaPiger malacophyllun{C. Presl.)
C. DC.Quimica Nova, Sao Paulo, v. 35, n. 3, p. 477-481, 2012.

SIMOES, C. M. O. et aFarmacognosia:da planta ao medicamento. 6. ed.
Porto Alegre: Ed. da UFRGS, 2007. 1104 p.

ARTIGO 2

ATIVIDADES CITOTOXICA E HEMOLITICA DOS OLEOS
ESSENCIAIS DO GENERO CITRUSE DOS PADROES LIMONENO E
CITRAL
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RESUMO

O Brasil € um dos principais produtores de Oless®mciais do mundo e
isso se deve principalmente aqueles provenientesatxas de frutas do género
Citrus. No presente estudo, avaliaram-se as atividadetxica e hemolitica
dos Oleos essenciais das cascas de frutas despésies do génerGitrus;
limao-taiti (Citrus aurantifolig, limao-verdadeiro itrus limor) e laranja
(Citrus sinensis e dos padrbes limoneno, citral e sua misturaofiemo +
citral). Para avaliar a atividade citotoxica diantlas células Vero as
concentracfes testadas dos seis tratamentos fa@00;(500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,63; 7,81 ug rrﬂ) e, para avaliar a atividade hemolitica (hematdcri
0,15%), as concentra¢bes foram (0,6; 1,0; 2,0; 8,0; e 10,0 pL mﬁ).
Adicionalmente ao teste hemolitico, foram realizmadgarreduras nos
comprimentos de onda de 500 a 700 nm para avaidroave oxidacdo da
hemoglobina. Como observado em trabalhos anteriosegés 6leos essenciais
apresentaram predominantemente o composto limomenw componente
majoritario. Observou-se, por meio da atividadeotéitica que os seis
tratamentos apresentaram efeitos elevados, obseresn todos um efeito dose-
dependente, ou seja, & medida que aumentou a ¢t@y&M a citotoxicidade
aumentou. No ensaio de atividade hemolitica, osdead(citral e limoneno) e
sua mistura (citral + limoneno) apresentaram maiogegeitos em baixas
concentragdes, seguido dos trés 6leos essencareleu-se também que os
seis tratamentos apresentaram efeito oxidante nzodiebina, sendo mais
intenso para as concentragcdes mais elevadas.

Palavraschave: Citricos. Limoneno. Citral. Citotoxicidadtemolise.
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ABSTRACT

Brazil is among the leading producers of essentlalin the world and
this is mainly due to the peel from fruits of thengs Citrus. In the present study
evaluated the cytotoxic and hemolytic activitiesttod essential oils of peel of
three species of the gen@trus, lime (Citrus aurantifolia), lemonCitrus
limon) and orange(itrus sinensiy and the standards, limonene citral and its
mixture (limonene + citral). To evaluate the cytatoactivity to Vero cells
facing the tested concentrations of the six treatmgl000, 500, 250, 125, 62.5,
31.25, 15.63, 7.8ug mL") and to evaluate the activity hemolytic (0.15%
hematocrit) concentrations were (0.6, 1.0, 2.0, £0, 10.0 uL mb). In
addition to the hemolytic test scans were conduetea wavelength of 500 to
700nm to evaluate if there was hemoglobin oxidatida noted in previous
work the three essential oils showed predominahiéycompound limonene as
major component. Was observed that the cytotoxivigc of six treatments
showed high effects, observing in all a dose-depeneffect, increasing the
concentration increased cytotoxicity. In hemolictivity the standard (citral
and limonene) and its blend (limonene + citral)vebo greater effects at low
concentrations, followed by three essential oilee Wso noticed that the six
treatments showed oxidative effect on hemoglobigindy more intense for
higher concentrations.

Keywords: Citricos. Limonene. Citral. Cytotoxicityemolysis.



72

1 INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos naturais com fins medisirdatam desde o
inicio da civilizacdo e, nas Ultimas décadas, er@sse pelas plantas medicinais
tem aumentado o numero de investigacdes sobre efeitgs biol6gicos em
seres humanos e animais. Segundo a Organizacaoidfiutad Salde, planta
medicinal é todo e qualquer vegetal que possui, uamou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins @at@ps ou que sejam
precursores de farmacos semi-sintéticos (VEIGARINTO; MACIEL, 2005).

Existem muitos exemplos de farmacos que foramyzidds por meio
de fontes naturais, especialmente de plantas, @omeorfina, a vinblastina, a
vincristina, entre outros. Atualmente um dos desafpara a quimica
farmacéutica, bioquimica e farmacologica é a eagdd dos componentes
ativos nas plantas, bem como seus mecanismos deuagd vez que as plantas
contém inumeros constituintes e, quando testadoslerp exibir efeitos
sinérgicos ou antagbnicos. Entre os produtos natuyae apresentam essas
caracteristicas, os Oleos essenciais vém se dedtadgdevido esses serem
misturas complexas de diversos compostos, podemttercem sua constituicdo
cerca de 20 a 60 componentes em concentracdes difeitentes, apresentando
na maioria das vezes dois ou trés componentes @memiracdes bastante
elevadas, ou seja, compostos majoritarios (20-{B%IKKALI et al., 2008).

Estudos de toxicidade de produtos naturais, comole&os essenciais,
sdo pouco realizados, principalmente avaliando ag&o em nivel celular

(PERON et al.,, 2008). Esses testes citotoxicowitro com substancias de
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origem vegetal podem fornecer importantes dadosessbu modo de acéo,
permitindo, assim, uma analise comparativa facil retacdo as reacdes das
célulasin vitro ao composto em teste e também facil manutencasasles
culturas, quando comparadas aos animais em laboré&MONI et al., 2002).

Os 6leos essenciais do gén@itrus estdo entre os mais consumidos e
comercializados no mundo, sendo o Brasil um doxjmais produtores, devido
as industrias de fabricacdo de suco (BIZZO; HOVEREZENDE, 2009).
Embora existam alguns estudos que mostram os efgftidxicos do limoneno
(BARDON; PICARD; MARTEL, 1998), componente majorith da maioria
dos 6leos essenciais presente nas cascas dos dftrioss, existem poucos
estudos mostrando o efeito citotoxico dos outrampmnentes presentes nos
Oleos essenciais desse género (JOMAA et al., 2012).

Neste trabalho objetivou-sefoi avaliar as ativaadcitotoxica e
hemolitica dos 06leos essenciais extraidos das sadgalimao-taiti Citrus
aurantifolia), do liméo-verdadeiraGitrus limon e da laranjaitrus sinensis e
dos padrdes limoneno, citral e sua mistura (limoregitral).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparacdo do Material Vegetal

Os materiais vegetais, limao-tai@.(aurantifolig, limao-verdadeiro(.
limon) e laranja €. sinensiys foram coletados em uma propriedade préxima a
cidade de Lavrasa uma latitude 21°26'27 sul e 44°39'27 oeste, com
altitude de 1049 metrods coletas foram realizadas no periodo da masha,
torno das 9 horas, em dias ensolarados e ausentelsuda. Foram coletados
frutos sadios e de aparéncia perfeita e homogdmen. o material coletado foi
limpo com papel-toalha, sendo os frutos descascadas cascas picadas em
pedacos pequenos e uniformes. Em seguida, o nmdtoempesado para o célculo
do rendimento.

2.2 Extracédo do éleo essencial

O processo de extracdo dos 6leos essenciaisaf@ado no Laboratdrio
de Quimica Organica - Oleos essenciais do Depantamge Quimica da
Universidade Federal de Lavras. O método utilizemo de hidrodestilacao,
utilizando um aparelho de Clevenger modificadopéato a um baldo de fundo
redondo com capacidade de 6L (AGENCIA NACIONAL DHGWANCIA
SANITARIA, ANVISA, 2010).

A extracdo foi realizada em triplicata por um péd de 2 horas,

mantendo-se a solu¢do em ebulicdo. Posteriormesltpu-se o hidrolato, que
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foi centrifugado em centrifuga de cruzeta horizbat@60 xg por 10 minutos
(Fanem Baby®l Modelo 206 BL). Apds a centrifugac@ogleo essencial foi
retirado com o auxilio de uma micropipeta de Pastmondicionado em frasco
de vidro ambar e armazenado sob refrigeracdo. @Bmentos das extracdes
dos o6leos essenciais foram calculados em p/p erma lae de umidade
(GUIMARAES et al., 2008).

2.3 Determinacéo da umidade

Utilizaram-se 5 g separadamente de cada amosés éspécies do
géneroCitrus) em triplicata, emergidas em um baldo de fundmmdd (250
mL) contendo 70 mL de cicloexano. Apos o processalektilacdo, realizado
por 2 horas a temperatura de 100 + 5°C, quantdfsmw volume de agua
presente nas cascas, por meio do coletor de vigr@ean Stark. A umidade foi
calculada considerando-se o teor de agua contidoléén g da amostra
(PIMENTEL et al., 2010).

2.4 Identificacd@o e quantificacdo quimica dos dle@ssenciais

A andlise quantitativa e a identificacdo dos dansetes dos O6leos
essenciais foram realizadas na Universidade Feder@érgipe (UFS).

As andlises quantitativas dos 6leos essenciasnfoealizadas em um
cromatégrafo gasoso equipado com detector de igiizale chamas (DIC)
Shimadzu GC-17A, sob as seguintes condi¢cdes opesisi coluna capilar de
silica fundida ZB-5MS (5% dimetillpolisiloxano) co80 m x 0,25 mm i.d. X
0,25um de filme, usando He como gas de arraste com flexb,2 mL mirt. A
temperatura foi mantida a 50°C por 2 min, depoimentada 4°C mih até
atingir 200°C. Em seguida, aumentada 15°Cané atingir 300°C, mantendo-
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se essa temperatura constante por 15 min; a tetapedo injetor foi 250°C e a
temperatura do detector (ou interface), de 2808Cinfetado um volume de 0,5
pL da mistura reacional dissolvida em acetato itk et

A andlise qualitativa dos 6leos essenciais fdizada em cromatografo
a gas acoplado a espectrometro de massa CG/EM d&hnim modelo QP
5050A), equipado com coluna capilar de silica fdadiJ&W Scientific) 5%-
phenyl-95%-dimetilpolisiloxano de 30 m x 0,25 mrd.,i.0,25um de filme,
usando He como gas de arraste, com fluxo de 1,2mnt. As condicbes
cromatograficas da andlise foram as mesmas uBiizguhra CG/DIC. As
condicbes do EM foram detector de captura idnicaramo por impacto
eletrbnico e energia de impacto de 70 eV, velo@ddd varredura 1.000;
intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e feajos detectados na faixa de
40 a 500 Da. Utilizou-se também, para a identificaglos constituintes, a
comparacdo de seus indices de retencdo com oteiddulia (ADAMS, 2007).
Para o indice de retencéo, foi utilizada a equdeddan den Dool e Kratz 1963
em relacdo a uma série homéloga de n-alcanog-n@%). Também foram
utilizadas duas bibliotecas, NIST107 e NIST21, pesenitem a comparacao dos
dados dos espectros com aqueles existentes nidduias.

2.5 Avaliacdo da atividade citotdxican vitro

As avaliacdes da atividade citotoxica dos Oleo®resais do género
Citrus (C. aurantifolia, C. limon e C. sinengislos padrdes citral e limoneno e
da sua mistura (citral + limoneno) foram realizadadnstituto Carlos Chagas
(Fiocruz), Curitiba, Parana. No teste citotoxicdijlianu-se Células Vero
(fibroblastos de rim de macaco-verde da Africa).

Os 6leos essenciais e seus padrdes foram inicisdmdifuidos em

DMSO (dimetilsulféxido), e, em seguida, submetidodiluicdo seriada (1000;
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500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81 ugnho meio de DMEM (Dulbecco
Mem) suplementado com 2,5% de FBS (soro fetal lm)vim penicilina e
estreptomicina 2mM.

Em placas de 96 pocos, a suspensdo celular dé t&lifas mL' foi
distribuida, totalizando 200 pL por poco. As plaftaam incubadas a 37°C em
incubadora a 5% de G@or 24h. Em seguida, o meio foi retirado e aslaglu
lavadas com tampdo PBS (tampéao fosfato salino) gH4@go em seguida,
adicionaram-se 180 pL de meio de cultura e 20 ukalucdo de diluicdo dos
Oleos essenciais e dos padrbes, em cada poco.aéaspforam novamente
incubadas a 37°C em incubadora a 5% de @ 24h. ApGs esse periodo,
acrescentaram-se 50 pL de MTT ((brometo de 3-[ivietiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetraz6lio) (5 mg mL), em todos os pocos e a placa, foi envolvida em
papel-aluminio e incubada novamente por 3h.

Posteriormente, retirou-se o MTT dos pogos e adicEm-se 100 pL de
DMSO em cada poco para solubilizacdo dos cristaiodnazan. As placas
foram agitadas durante 5 minutos e a absorbanniespmndente a cada amostra
foi medida no leitor de ELISA (Enzyme-Linked Immwwoobent Assay) a 550
nm. A absorbancia obtida das células-controle, tn@iadas, foi considerada
como 100% de viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

A porcentagem de células inviaveis ou a porcentaggitotoxicidade
foi determinada pela equacéo:

%CI = [100 (Ac-Aa)]/Ac]

Em que:

%Cl: Porcentagem de citotocixidade ou de célulaigiueis;

Ac: absorbéancia do controle;

Aa: absorbancia da amostra analisada.
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O experimento foi disposto em delineamento intednate casualizado
(DIC) em esquema fatorial (6 x 8), sendo 6 (3 dles®enciais, 2 padrdes e sua
mistura) e 8 concentracdes. Os dados foram sutbmsedi analise de variancia
(3 repeticdes), sendo as variaveis quantitativgeifgiativas pelo teste de F
submetidas a analise de regressdo. Para a realidagidandlises estatisticas,
utilizou-se o programa estatistico Sistema de Aadalie Variancia para Dados
Balanceados — Sisvar, segundo Ferreira (2011).

A CCso(Concentracgéo efetiva para inibicdo de 50% dadas2\ero) foi
estimada por meio da equacgdo de regresséo analisadpregando o software

Origin 8.

2.6 Atividade hemolitica

A avaliacdo da atividade hemolitica dos O6leos resais do género
Citrus (C. aurantifolia, C. limon e C. sinengislos padrdes citral e limoneno e
da sua mistura (citral + limoneno) foi realizadalbaborat6rio de Bioquimica da
Universidade Federal de Lavras. Para a realizagd@xperimentos, utilizou-se
0 sangue do proprio autor do trabalho, o qual &étado no Laboratério de
Andlises Clinicas da UFLA, em tubos Vacutainer® amapacidade de 10 mL
contendo heparina sédica.

A suspenséo de eritrdcitos foi preparada, utilizesel®® mL de sangue,
com 3 repeticdes. Posteriormente, essa aliquotafdiifugada por 5 minutos a
900 x g, utilizando uma centrifuga de bancada deeta horizontal (Fanem
Baby®| Modelo 206 BL). O plasma, contendo plaquetdulas brancas e
lipidios, foi removido por aspiracdo. As célulasmelhas foram ressuspensas
em tampdo fosfato (PBS) 5 mM, pH 7,4, tampdo dmoteridade e pH
fisiolégicos, sendo novamente centrifugadas nasmagscondicdes. Apds trés
repeticBes consecutivas desse processo, obteva-sencentrado de hemacias
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gue foi mantido sob refrigeracéo (4°C). Esse camada de hemacias, com
concentracdo de 100% [100% de hematdcrito (Ht)], dituido para o
hematocrito de 0,15% (13uM de lipidios) (MALHEIRO®E PAULA,;
MEIRELLES, 1998; PRETE et al., 2011).

2.6.1 Teste hemolitico em meio isotdnico

A determinacdo da resisténcia a hemdlise foi aeminpda pela
incubacdo das suspensdes de eritrécitos (Ht 0,88¥%golucao isotbnica (PBS)
com diferentes concentracdes do 6leo essenciall@p2,0; 4,0; 5,0 e 10,0 pL
mL™). Apés incubacg&o (60 minutos a 37 °C). as amo$tmasn centrifugadas
por 5 minutos a 1500 x g (Fanem Baby®I Modelo 20§ B a concentracdo de
hemoglobina no sobrenadante, determinada espéctmdtricamente a 412 nm
(Shimadzu UV-160 1 PC). Foram realizadas medidagrigiicatas para cada
concentracdo do Oleo essencial e também para asnteyg controles: no
primeiro (cl), foram utilizados eritrocitos em PBBontrole de hemdlise
mecanica) e, no segundo (c2), foram utilizadogdeitbs em agua destilada
(controle de hemdlise total) (PRETE et al., 2011).

O efeito hemolitico (% de hemdlise) foi acompanhadedindo a
concentragdo de hemoglobina no sobrenadante, deloacmm a equacao

abaixo:
A a -~ A cl

Acz - Aca

% hemolise = x 100

Em que A, Aq e A sdo respectivamente as absorbancias da amostra,
dos controles cl e c2 em 412 nm.

Para a avaliagdo dos dados da porcentagem deisenmkbxperimento
foi disposto em delineamento inteiramente casuddizéDIC) em esquema
fatorial (6 x 6), sendo 6 (3 Oleos essenciais, Ard®s e sua mistura) e 6

concentracbes (0,6; 1,0; 2,0; 4,0; 5,0 e 10,0 ul;l)r,nt:om 3 repetigbes. O
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programa estatistico utilizado foi o Sistema delidaade Varidncia para Dados
Balanceados - Sisvar (FERREIRA, 2011), sendo ossladbmetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo testeottek®iott ao nivel de 5% de
probabilidade. Os resultados foram plotados emiagsifde barras com os
valores de porcentagem de hemodlise em relacdo reemvacdes analisadas,

empregando o software GraphPad Prism versdo 5.01.

2.6.2 Avaliacdo da oxidacdo da hemoglobina

Adicionalmente ao teste hemolitico em meio is@dnforam realizadas
varreduras nos comprimentos de onda de 500 a 70@ama avaliar se houve a
oxidag&o da hemoglobina (PRETE et al., 2011).

O Ht 0,15% totalmente hemolisado em agua foi indebcom diferentes
concentracBes dos 6leos essenciais (0,6; 1,04805,0 e 10,0 pL m'E). Apobs
incubacao de 60 minutos a 37°C, as amostras foeatnifgadas por 5 minutos
a 1500 x g (Fanem Baby®l| Modelo 206 BL) e a abswmizdda hemoglobina
presente no sobrenadante, determinada espectr@&ivicamente nos
comprimentos de onda de 500 a 700 nm (Shimadzu &v-1 PC). Os
resultados foram plotados em gréficos bidimensgrainpregando o software
Origin 8, sendo no eixo y a absorbancia das ansostrano eixo x 0s

comprimentos de de 500 a 700 nm.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade citotéxicain vitro

Pelos dados descritos na Figura 1, observa-sejgaedo aumenta a
concentracdo das amostras, ha um aumento na Egeente células inviaveis,
verificando, assim, um efeito dose-dependente eEartto, esse comportamento
mostra-se diferente entre as amostras (6leos éasencitral, limoneno,
limoneno+citral), o que pode ser confirmado pelderacdo significativa

observada entre os fatores, amostras versus coagies (P<0,05).
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Figura 1 Atividade citotéxica de trés 6leos essancdo génercCitrus, dos
padr@es citral e limoneno e da sua mistura (citréimoneno) sobre
Células Vero. (a) Limao-taiti (b) Limao-verdadeifc) Laranja (d)
Limoneno) (e) Citral e (f) Mistura (citral + limone)
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Verificou-se, por meio das equacdes de regressficals tratamentos,
gue o CGydo ébleo essencial do lim&o-verdadeiro foi 0 maseguido do limé&o-

taiti, laranja, mistura (citral + limoneno), limamee do citral.

Tabela 1 Valores do Ggdos trés Oleos essenciais do gén€ious, dos
padrdes citral e limoneno e da sua mistura (citriiinoneno) sobre
Células Vero

Oleos Essenciais Ge(ug mL™Y
Citrus aurantifolia 193,0
Citrus limon 380,0
Citrus sinensis 173,7
Limoneno 23,0
Citral 16,5
Limoneno + Citral 26,7

Legenda: Cgy(Concentracdo efetiva para inibicdo de 50% dada\Wero)

Quanto maior o valor de G§& menos ativo € o composto contra a
linhagem de célula analisada. Percebeu-se, entdacardo com os resultados
apresentados, que o padrdo limoneno, o padrad eite mistura (citral +
limoneno) tiveram valores proximos entre eles, r#@vendo um efeito
sinergistico entre na mistura do citral com o ligon

Segundo Gomes et al. (2014), os componentes qgngncontrados
nos Oleos essenciais das cascas dos trés frutosoitforam bastante
semelhantes, havendo diferencas pequenas nos taonss minoritarios.
Apesar de o componente limoneno ter sido encontrado quantidade
significativa em todas as cascas dos frutos (litaei52%, liméo-verdadeiro
53% e laranja 76%), a atividade citotoxica do padcbmparada com as dos
Oleos essenciais diferiu-se bastante. Provavelnisstweocorreu devido ao fato
de o padréo ser uma molécula Unica e os 6leosaaiseserem uma mistura de
varios compostos, exercendo os compostos minastdaro 6leo essencial um

efeito antagbnico diante dos compostos majoritaribeba et al. (2008)
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descrevem que os componentes minoritarios tém uporiamte papel na
atividade antimicrobiana do 6leo essencial, redaltalo sinergismo ou
antagonismo deles com os componentes majoritarios.

Patil et al. (2010) demonstraram efeitos citotdgicde alguns
monoterpenos obtidos a partir dB. aurantifolia em diferentes células
cancerosas humanas, incluindo adenocarcinoma elagéldo coélon.
Anteriormente, os mesmos autores, utilizando o deétte MTT, observaram
que o Oleo essencial de limao-taiti apresentoutosfecitotéxicos dose-
dependentes (6,28 mL" a 200ug mL™") em carcinoma de células do célon. Os
autores atribuiram essa citotoxicidade a presensadderentes monoterpenos
do 6leo essencial (PATIL et al., 2009).

Ha diversos estudos publicados sobre 6leos esi®da géner€itrus,
demonstrando a presenca de compostos quimicoggiciatoente ativos, bem
como compostos altamente toxicos. Essa toxicidadecp estar estreitamente
relacionada com o aumento de sua concentracdo, emwono trabalho. De
forma semelhante (JOMAA et al., 2012), utilizandéleo essencial das cascas
do limdo-verdadeiro, observou-se que a medida @oereu um aumento na
concentracdo do 6leo essencial, ocorreu também umer#o na sua
citotoxicidade diante das linhagens de célulasadeirmoma.

Silva et al. (2008), avaliando o potencial citot@ixdo 6leo essencial das
folhas deCasearia sylvestri€ontra as células Vero, observaram umsQfe
310,1 uL mL™. Esse resultado corrobora com os do presente ceshais
avaliando sua identificacdo e quantificacdo, olmese que o 6leo essencial de
C.sylvestris apresentava como constituintes majoritarios mopeters e
sesquiterpenos.

A atividade citotoxica dos Oleos essenciais prelraente esta
relacionada a lipofilicidade de seus constituirgeémicos, que devido & sua

interagcdo com a membrana citoplasmética atravepsaeae celular, rompendo
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as estruturas das diferentes camadas de polissemsiacidos graxos e
fosfolipidios, atingindo varios alvos ao mesmo tempvando, assim, a morte

celular (BAKKALI et al. 2008).

3.2 Atividade hemolitica e avaliacdo da oxidacdo deemoglobina por a¢édo

de diferentes tratamentos

A Figura 2 apresenta o efeito dos O6leos esseneimisdiferentes
concentracbes (0,6; 1; 2; 4; 5; 10 mL'l) em eritrocitos, em condicdes de
osmolaridade e pH fisioldgicos (PBS e pH 7,4). ffmise que, nas
concentracbes mais elevadas, os Oleos essencimseaf@ram um efeito

hemolitico, na sua maioria, proximo a 100%.

120+

o
T

Porcentagem de Hemolise
W [
[—] [—}
1 L

=]
L

Concentracio pL. mL”

E3 LT E3 LV o Lp B LI = I 3 MI

Figura 2 Efeito da concentracdo dos 6leos esssrsnare eritrocitos integros
(Ht 0,15%), incubados em solucéo isotdnica (PBS,7pH a 37°C.
Médias seguidas da mesma letra, sendo a minuscatanaaragdo
dentro de cada tratamento e a mailscula a comparagie as
concentracbes de cada tratamento, ndo diferemfisaniamente
entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Bawitt.

Legenda: LT = limdo-taiti; LV = limao-verdadeiroPL= laranja; LI = limoneno); Cl =

citral; Ml = mistura (citral + limoneno)
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Na andlise do perfil hemolitico (Figura 2), obserse por meio da
andlise de variancia que houve uma interacdo gigtiifa (P>0,01) entre as
concentracfes utilizadas e os tratamentos (Olessneisis, citral, limoneno,
limoneno + citral). Provavelmente, isso ocorreu gaoe as amostras nao se
comportaram de maneira semelhante em relacdo aokados da atividade
hemolitica, quando relacionado com as diferentasamracdes. Nota-se que 0s
Oleos essenciais de limdo-taiti, limao-verdadeirdamnja apresentaram um
comportamento semelhante, pois com o aumento daectvagdo do Oleo
essencial, verificou-se uma potencializacdo do tefehemolitico. Na
concentracéo 0,6L mL™, observa-se gue a membrana eritrocitaria foi cdpaz
absorver uma quantidade de 6leo essencial semlggeagorresse. Mas a partir
da concentracéo depl mL™, a membrana saturou e a lise comegou a ocorrer. E
nas concentracbes mais altas (2; 4; 5[,1[1(DnL'1), observa-se que a membrana
ja esta completamente desestruturada, ocorrendion,aa lise total da célula.
Diferentemente desse comportamento observa-se gmarpadroes (citral e
limoneno) e sua mistura (citral + limoneno) quatefeemolitico ja se apresenta
alto nas primeiras concentracdes utilizadas, mdotea constante até as
concentracdes mais elevadas, ocorrendo, assimétayablise total da célula.

Tariku et al. (2011), pesquisando o potencial Hamo dos o6leos
essenciais extraidos das cascasAdemisia absinthiumL. e tubérculos de
Echinops keberichdesfin, observaram um forte efeito, pois essssgmtaram
lise em 50% das células eritrocitarias nas conagdrs de 1,51 L™ e 2,62uL
L. Os mesmos autores encontraram, da mesma formsappaleos essenciais
extraidos das folhas dArtemisia abyssinicae de Satureja punctatassp.
punctataaltas atividades hemoliticas nas concentracd@s38@l L™ e 1,52uL
L, respectivamente (TARIKU et al., 2010). Essa fatdo hemolitica pode
ocorrer em decorréncia da lipofilicidade dos cduisties quimicos dos 6leos

essenciais. Esses compostos podem reagir com des pipidicas das
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membranas celulares, tornando-as mais permeawéisinando, assim, na lise
celular (BAKKALI et al., 2008).

As Figuras 3, 4, 5, 6, 7 e 8 referem-se ao cantloldano oxidativo da
hemoglobina, em que se utilizaram concentracOesentes (0,6; 2; 3; 4; 5; 10
uL L™ dos dleos essenciais, seus padrbes (citral enén@) e sua mistura
(citral + limoneno). Para todos os tratamentodizati-se o contetdo celular de
uma suspensao de hemaceas de Ht 0,15%.

A hemoglobina, como molécula “marcadora”, é liberam solucdo
devido a saturagdo da membrana e, como consequénaiauptura; entretanto,
a medida de lise eritrocitaria pode ser afetaddadded hemoglobina ser oxidada
pela substéncia utilizada, alterando suas propmtesiapticas. Isso pbéde ser
observado neste trabalho, pois em concentracdeseaieaiadas dos tratamentos
observou-se que a hemoglobina apresentou coloesgiora, havendo uma co-
sedimentacdo, indicando uma desnaturacédo profe@ado a essa observacao,
investigou-se a oxidacdo da hemoglobina por acAdliflerentes concentracdes

dos tratamentos utilizados.
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Figura 3 Espectros de absorcéo (500-700 nm) de ¢giebina purificada (20
UM) frente as diferentes concentracdes do limadodaittampédo Tris-
HCI 0,1 M, pH 7,4 a 3T
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Figura 4 Espectros de absor¢édo (500-700 nm) de diebina purificada (20
pM) frente as diferentes concentracbes do limdoadgdo em
tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4 a %7
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Figura 5 Espectros de absor¢édo (500-700 nm) de diebina purificada (20
M) frente as diferentes concentra¢des da laranjsaerpdo Tris-HCI
0,1M,pH 7,4a3C
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Figura 6 Espectros de absor¢cédo (500-700 nm) de diebina purificada (20
pUM) frente as diferentes concentragfes do limonendaempéo Tris-
HCI 0,1 M, pH 7,4 a 3T
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Figura 7 Espectros de absor¢cédo (500-700 nm) de diebina purificada (20
pUM) frente as diferentes concentraces do citrattampéo Tris-HCI
0,1M,pH 7,4a3C
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Figura 8 Espectros de absor¢édo (500-700 nm) de diebina purificada (20
pUM) frente as diferentes concentracdes da mistutal(e limoneno)
em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4 a°87

Observa-se por meio das Figuras 3, 4, 5, 6, 7radBalteracdo espectral
da hemoglobina, ou seja, ocorreu uma perda delzrstia nos picos de 540 e
576 nm e aparecimento de um pico em 630 nm. Es&séia que acompanha a
oxidagdo da hemoglobina foi observada quando sermtoo a concentracao dos
tratamentos utilizados. Na concentracéo d@lll(]_'l de todos os tratamentos,
observa-se uma oxidagcdo completa da oxi-Hb devidaltaracdes observadas
no referidos picos.

A oxidacdo da hemoglobina por acéo das Ultimaserdracdes de todos
os tratamentos foi o motivo de ndo se notar 100%liska nos ensaios
hemoliticos (Figura 2). A hemoglobina oxidada ddeemar hemicromos
(precursores dos corpusculos de Heiss) (PLATT & EBNE, 1995), que séo
insollveis e formam os “botbes”. Isso foi observauis precipitados das
amostras submetidas a altas concentragfes danératass. Como a hemdlise é

medida pela absorbancia da hemoglobina em solagdeituras mais baixas séo
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erroneamente interpretadas como indicativas de sneemdlise. A observacao
visual de “botdes” e a coloracéo diferenciada dadgtobina (mais escura) foi o
primeiro indicativo de oxidacdo. Assim, fica evitkero efeito oxidante das
concentragdes mais elevadas dos tratamentos shbreaglobina.
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4 CONCLUSOES

A atividade citotoxica dos seis tratamentos favatla, sendo dos
padrdes maiores que a dos trés 6leos essenciagern@b-se em todas as
amostras um efeito dose-dependente, ou seja, adanaglie aumentou a
concentragao, a citotoxicidade aumentou.

Pode-se afirmar, por meio do estudo hemolitice, agipadrées (citral e
limoneno) e sua mistura (citral + limoneno) posamimaior efeito em baixas
concentracdes (0,6 e 1,0 mL™) do que os trés 6leos essenciais. Percebeu-se
também que o efeito oxidante dos seis tratamembee sa hemoglobina foi

gradativo, observando maior atividade para conaedés mais elevadas.
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RESUMO

Atualmente existe um grande interesse no estud®ldos essenciais atuando
como antioxidante devido, principalmente, as desxtab sobre o efeito dos
radicais livres no organismo. Diante disso, no gmes estudo, avaliou-se a
atividade antioxidante de trés espécies do géfstrus, limao-taiti Citrus
aurantifolia), limao-verdadeiro itrus limon) e laranja Citrus sinensis
Diversas metodologias foram utilizadas: TBARS eodgomas avaliaram a
prevencédo da peroxidacao lipidica utilizando daisstratos lipidicos (gema de
ovo e lipossomas); DPPH, TEAC, radicais hidroxil@aéicais de 6xido nitrico,
avaliaram a capacidade de captura destes radiaisptioxidante. Também foi
determinada a capacidade de inibicdo da enzimaxidipoase, indicando
potencial anti-inflamatério e antioxidante. E tammba atividade antioxidante
por meio da capacidade de reducdo do complexo tibd@énio e da capacidade
de manutencdo da coloracdo da emuls@aroteno/acido linoleico devido a
cooxidacdo dg-caroteno pelo acido linoleico submetido a oxidag#@ensa.
Verificou-se pelos métodos TBARS e Lipossomas qdes os 6leos essenciais
tiveram um efeito pré-oxidante, ou seja, além de pébtegerem o substrato
lipidico da oxidacao, eles também oxidaram. Ja paawaliacdo da capacidade
de captura dos radicais, somente o método de DRBHapresentou atividade
antioxidante. No entanto, para os outros métodbsivavam-se resultados
antagobnicos. Isso demonstra a importancia da agdia de varios métodos de
avaliacdo da atividade antioxidante, pois métodesates fornecem resultados
diferentes. Com relacdo ao método da oxidacdo stensaf-caroteno/acido
linoleico, verificou-se que o Kgdos trés Oleos essenciais foram acima de 500
ng mLt. Para o método do fosfomolibdénio, observou-seymio da andlise de
variancia que nao houve diferenca significativa O(PS) entre os Oleos
essenciais analisados. Com isso, pode-se obsareangjtrés 6leos essenciais
testados apresentaram atividade antioxidante yastn algumas metodologias
utilizadas e, em outras, ndo. Isso pode ser deviddluéncia e diferenca de
diversos fatores inerentes a cada metodologia gfleenciam na atividade
antioxidante.

Palavraschave: Radicais livres. Peroxidacdo lipidica. viéltide anti-
inflamatoria.
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ABSTRACT

Currently there is great interest in the study efemtial oils acting as an
antioxidant, mainly due to discoveries about thieatfof free radicals in the
body. Therefore in the present study evaluatecatit®xidant activity of three
species of the genuGitrus, limes Citrus aurantifolig, lemon Citrus limon,
orange Citrus sinensis Several methods were used, TBARS Liposomes was
assessed measuring the capacity for preventing peroxidation using two
lipidic substrats (egg yolk and liposomes), DPPHAT, hydroxyl radical and
nitric oxide radicals, assessing the ability ofséheadicals capture antioxidant.
The ability to inhibit lipoxygenase enzyme was aletermined, indicating anti-
inflammatory and antioxidant potential. We alsoedetined the antioxidant
activity through the ability to reduce the molybdencomplex and the ability to
maintain the emulsiofi-caroteno/ linoleic acid coloring due to the coeation
of B-carotene by the linoleic acid submitted to inteosiglation. It was found by
the TBARS and Liposomes methods that all essentialhad a pro-oxidant
effect, ie, addition of not protecting the lipidbstrate from oxidation, they also
oxidized. As for the evaluation of the ability tapture the radicals, only the
DPPH assay showed no antioxidant activity. Howefar other methods were
obtained conflicting results. This demonstratesitiqgortance of using multiple
methods of evaluation of antioxidant activity, besa different methods provide
different results. With respect to tReCarotene bleaching method, it was found
that the 1G, of the three essential oils were above 5(@1)mL‘1. And for
phosphomolybdenum method was observed by analfysiriance there was no
significant difference (P <0.05) between essentill analyzed. Thus, we can
observe that the three essential oils tested shpagitive antioxidant activity in
some methodologies used and not others. This magubeto several factors
inherent in each methodology that influence théoaittant activity.

Keywords: Free radicals. Lipid peroxidation. Amflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

O interesse pelo estudo das substancias antidggglan por radicais
livres tem se intensificado cada vez mais, priroipate ap0s as descobertas
dos efeitos maléficos dos ultimos no organis®® antioxidantes, de uma forma
geral, sdo definidos como uma familia heterogémemaléculas que, presentes
em baixas concentra¢des, comparativamente as oolas que supostamente
protegeriam, podem prevenir ou reduzir a extens@o ddno oxidativo
(OLIVEIRA et al., 2009; MIGUEL, 2010).

Normalmente as plantas sdo capazes de produrixidantes para
controlar o estresse oxidativo causado pela ragliagdlar e oxigénio
atmosférico, entre outros fatores. Dessa formaproslutos naturais podem
representar fontes promissoras de novos compasositividade antioxidante.

A partir dos anos 80, com a comprovacao dos efeitaléficos dos
antioxidantes sintéticos (DURAN & PADILLA, 1993)prhou-se evidente o
interesse em substitui-los por antioxidantes netulam vista disso, varias
pesquisas tém sido realizadas com o objetivo déficar o potencial
antioxidante dos 6leos essenciais (ANDRADE et24113; LIMA et al., 2012,
GUIMARAES et al., 2011).

Os 0leos essenciais sdo compostos volateis caradims, geralmente,
pelo forte odor, sendo misturas complexas de digerompostos, podendo
conter em sua constituicdo cerca de 20 a 60 compsmem concentracdes
muito diferentes. Sdo caracterizados, na maiorgav#aes, por dois ou trés
componentes em concentracfes bastante elevadasseja, compostos
majoritarios (20-70%), em comparacdo com 0S outmyponentes presentes
em pequenas quantidades (BAKKALI et al., 2008).

Os Oleos essenciais do génel@itrus estdo entre 0s mais

comercializados no mundo e isso se deve pricipdabn&s indUstrias de sucos,
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gue aproveitam a casca da fruta para a producaiedoessencial, agregando
valor, assim, ao residuo (BIZZO; HOVELL; REZENDB0®).

Objetivou-se neste trabalho avaliar a atividadéosidante dos 6leos
essenciais das cascas de trés espécies do ¢éiters (Citrus aurantifolig

Citrus limone Citrus sinensig utilizando nove métodologias diferentes.



101

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal e extracdo do 6lessencial

Os materiais vegetais, limao-tai@.(aurantifolig), limao-verdadeiro.
limon) e laranja €. sinensiys foram coletados em uma propriedade préxima a
cidade de Lavras, a uma latitude 21°26'27 sul 8927 oeste, com altitude de
1049 metros, no periodo da manha, nos meses de maabril de 2012. O
processo de extragdo dos Oleos essenciais fozadalino Laboratorio de
Quimica Organica - Oleos Essenciais do DepartamelgoQuimica da
Universidade Federal de Lavras, MG. O método atlizx foi o de
hidrodestilacdo, utilizando um aparelho de Clevemgedificado (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, ANVISA, 2010). A extragéo foi

realizada em triplicata por um periodo de 2 horas.

2.2 Identificacdo e quantificacdo quimica dos dle@ssenciais

A analise quantitativa e a identificacdo dos danstes dos Oleos
essenciais foram realizadas no Departamento de iCuida Universidade
Federal de Sergipe (UFS).

As andlises quantitativas dos 6leos essenciasnforalizadas em um
cromatégrafo gasoso equipado a um detector deaigiiz de chamas (DIC)
Shimadzu GC-17A, sob as seguintes condi¢cdes opesisi coluna capilar de
silica fundida ZB-5MS (5% dimetillpolisiloxano) coB0 m x 0,25 mm i.d. X
0,25um de filme, usando He como gas de arraste com flexb,2 mL mirt. A
temperatura foi mantida a 50°C por 2 min, depoimentada 4°C mih até
atingir 200°C. Em seguida, aumentada 15°Cané atingir 300°C, mantendo-

se essa temperatura constante por 15 min; a tetafedo injetor foi 250°C e a
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temperatura do detector (ou interface), de 2808Cinfetado um volume de 0,5
pL da mistura reacional dissolvida em acetato itke et

A andlise qualitativa dos 6leos essenciais fdizada em cromatdgrafo
a gas acoplado a espectrometro de massa CG/EM d&hnim modelo QP
5050A), equipado com coluna capilar de silica fdadid&W Scientific ) (5%-
fenil-95%-dimetil-polisiloxano) de 30 m x 0,25 mmd.i 0,25um de filme,
usando He como gas de arraste, com fluxo de 1,2mint. As condicbes
cromatograficas da analise foram as mesmas utilizgohra CG-DIC. As
condicbes do EM foram detector de captura idnicaramo por impacto
eletrbnico e energia de impacto de 70 eV, velo@ddd varredura 1.000;
intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e femgos detectados na faixa de
40 a 500 Da. Utilizou-se também, para a identificaglos constituintes, a
comparacdo de seus indices de retencdo com oteiddulia (ADAMS, 2007).
Para o calculo do indice de retengéo, foi utilizadaguagéo de Van den Dool e
Kratz 1963 em relacdo a uma série homéloga deamadc(nG-nC,g). Também
foram utilizadas duas bibliotecas, NIST107 e NIST2Le permitem a
comparacédo dos dados dos espectros com aqueleEntdmas bibliotecas.

2.3 Avaliacdo da atividade antioxidante

As atividades antioxidantes dos 6leos essencaigés$ representantes
do génercCitrus (liméo-taiti, limao-verdadeiro e laranja) foramalizadas no
Laboratorio de Quimica Organica - Oleos EssendimisDepartamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras, MG é&almwratério de Ciéncias
das Plantas da Faculdade de Ciéncias e Tecnoladimigersidade do Algarve,
Faro — Portugal.

A atividade antioxidante dos 6leos essenciaigfaliada medindo-se a

capacidade de prevenir a peroxidacao lipidicazatililo dois substratos lipidicos
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(gema de ovo e lipossomas) e também avaliando acicksule de captura dos
radicais DPPH, ABTS, radicais hidroxila e radicale 6xido nitrico. A
capacidade para inibir a enzima lipoxigenase tamfeérrealizada, sugerindo,
assim, uma atividade antioxidante e anti-inflamatéfambém foi determinada
a atividade antioxidante por meio da capacidadeedacdo do complexo de
molibdénio e da capacidade de manutencdo da cétord@ emulsad-
caroteno/acido linoleico devido a cooxidacacBewaroteno pelo &cido linoleico
submetido a oxidacado intensa. A atividade antioxiel@os 6leos essenciais foi
comparada com as atividades de alguns antioxidgradsdes (BHT, &cido

ascorbico, trolox, NDGA, eugenol e manitol).

2.3.1 Atividade antioxidante do radical livre DPPH

A avaliacéo da atividade antioxidante por meicvdgodo do sequestro
dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidi® foi realizada de acordo
com as metodologias de Lopes-Lutz et al. (2008)uan@rées et al. (2011),
seguidas de pequenas modificacdes. Uma solucdandlieta de DPPH foi
preparada na concentracdo deudgOmL™. Para a avaliacdo, 2,7 mL da solucéo
de DPPH foram adiconados em tubos de ensaio, seydaladicdo de 0,3 mL
de cada diluicdo de 6leo essencial em metanol @30, 150, 100, 50; 2hg
mL™). Em paralelo, o controle negativo foi preparadmtendo todos 0s
reagentes, exceto o 6leo essencial. Para a cordpallas atividades os padrfes
BHT e acido ascoérbico foram avaliados. Apds 60 maisu leituras foram
realizadas utilizando o espectrofotémetro (Shimadiw-160 1PC) no
comprimento de onda de 517 nm (TEPE et al., 200%tividade antioxidante

(AA%) foi calculada usando a seguinte equacao:
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AAY% = [(Acn — Aamo) / Acn] * 100

Em que:

Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra.
Anc = Absorbancia do DPPH com o metanol.

A concentracdo efetiva para a avaliagdo da atieidantioxidante em

50% (EGy) foi estimada por meio da equacéo de regressao.

2.3.2 Ensaio dg-caroteno/Acido Linoleico

A avaliacdo da atividade antioxidante utilizando ensaio dop-
caroteno/acido linoleico foi realizada de acordomcas metodologias
apresentadas por Andrade et al. (2013) e Lopes-eutal. (2008), com
modifica¢des. Inicialmente foi preparada uma saug@ntendo 6QL de acido
linoleico, 600 mg de Tween 20, 6 mg plearoteno e 30 mL de cloroférmio.
Todo o cloroférmio foi removido utilizando um evapdor rotatério com um
banho a 50°C (Buchi Rotavapor R 114). Posteriorejehb0 mL de agua
destilada saturada com oxigénio foram acrescidosmisura sob agitacéo
constante. Em tubos de ensaio, 2,7 mL dessa sdloigio adicionados para 0,3
mL de cada diluicdo do 6leo essencial em metari, (200, 150, 100, 50, 25
ng mLY e o controle negativo constituido de apenas rktaBara a
comparacdo das atividades, os padrbes BHT e aadoérkaco (controles
positivos) foram avaliados. A absorbancia foi madimnediatamente no
espectrofotbmetro (Shimadzu UV-160 1PC) a 470 nmpd da leitura da
absorbancia inicial, os tubos foram incubados embamho-maria a 50°C, ao
abrigo de luz, para a rea¢édo de oxidacéo, e a dadaitura foi realizada apo6s

60 minutos de incubacado. Todas as leituras forafizaelas em triplicata.
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De acordo com Lopez-Lutz et al. (2008), a ativalaahtioxidante
(AA%) foi calculada como porcentagem de atividap@sa60 min de incubacéo,

por meio da seguinte equacao:

AA% = [1 - (Aamo-Aam/Acno -Acn] * 100

Em que:

Aamo = Absorbancia no inicio da incubagédo com a amostra
Aam = Absorbéncia depois de 1 hora de incubagdo camastra
Acno = Absorbancia no inicio da incubag¢éo com o etanol

Acn = Absorbancia depois de 1 hora de incubacgéo cetarwl

As amostras foram lidas contra um branco que mioatia emulséo
menos of-caroteno. A concentracdo efetiva para a avaliaddioatividade

antioxidante em 50% (E&g) foi estimada pela equacao de regresséo.

2.3.3 Atividade antioxidante equivalente ao TroloXTEAC)

A formacéo do cation radical ABTS ((2,2-azinol8selil-benzotiazolin-
6-acido sulfénico]) foi realizada de acordo com wms et al. (2010) e
Guerrreiro et al. (2013). Para o ensaio, 10 pL ¢Ep dessencial foram
adicionados a 990 pL da solucdo do radical ABTSk+absorvancia foi
monitorizada espectrofotometricamente a 735 nmardar6 min (Shimadzu
160-UV). A absor¢cédo de uma amostra contendo a mgsianatidade de etanol e
uma solucdo do radical ABTSe+ atuaram como controbgativo. A
porcentagem de inibicdo do radical ABTSe+ pelas sirae foi calculada de

acordo com a seguinte equacao:



106

% Efeito de captacao do radical = {{& Aam) / Acy] * 100
Em que:

Acn= Absorbancia do controle negativo

Aam= Absorbancia da amostra

Os valores foram comparados com uma curva parasvéncentracdes
de Trolox e os valores expressos em equivalentdgalex umol por (mL) de

6leo essencial.

2.3.4 Determinacao da capacidade de remoc¢éo do &xiditrico

A formagéo do 6xido nitrico (NO) ocorreu a pada decomposicao
espontanea do nitroprussiato de sodio (NPS) eméanfgsfato 20 mM (pH
7,4). Uma vez gerado, o NO interage com o oxig@ai@ produzir ions nitrito,
que foram medidos pela reacdo de Griess (BASU & RAZ2006). Neste
ensaio, a solucdo de NPS (10 mM) em tampéo detdofBS, pH = 7,4) foi
misturada com os 6leos essenciais (500 pg)me com o padrdo eugenol
(controle positivo) (500 ug mt). Em seguida foram incubados a 37°C durante
60 min na luz. A metade dessa solucdo foi mistucasha igual quantidade do
reagente de Griess, e essa solucéo foi incubad®G durante 5 minutos no
escuro. A absorvancia do croméforo (cor-de-rosa)ida a 535 nm e todos os
testes foram realizados em triplicata. O percentlaatapacidade de inibicao
(19%) foi calculado por meio da equacdo:

I (%) = (Acn — Aam) / (Acn) x 100,
Em que:
Acn= Absorbancia do controle negativo

A= Absorbancia da amostra
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2.3.5 Radical hidroxil

O ensaio de atividade captadora do radical OHrealizado de acordo
com Dandlen et al. (2010) e Boulanouar et al. (20A3mistura de reacao foi
preparada com 10 mM de FeS©7H,0O, 10 mM de EDTA, 10 mM de 2-
desoxirribose, 0,1 M de tampéo fosfato e dos &ssenciais do géneftitrus
(concentracao final de 1% p/v) em um tubo de ensaiializando um volume de
1,8 mL. Posteriormente, 200 puL de®d foram adicionados a mistura, a qual foi
incubada a 37°C durante 2 horas. Apés, 1 mL deodcidoroacético (3%) e 1
mL de &cido tiobarbitdrico (1%) foram adicionadastabo de ensaio, que foi
aquecido em banho-maria (95°C) durante 10 min. Befe esfriar até a
temperatura ambiente, a sua absorbéncia foi medida32 nm em um
espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-160). A atividadeirdeicdo do radical OHe

(1%) foi calculada utilizando a seguinte equacao:

| (%) = [(Acn-Aam) / Aca] X 100

Em que:

Acn= Absorvancia do controle negativo
Aam= Absorbancia da amostra

Os testes foram realizados em triplicata. O padranitol foi utilizado

como controle positivo (concentragéo final de 0,8%.
2.3.6 Inibicdo da atividade da lipoxigenase
O ensaio da 5-lipoxigenase é um teste de verfiwaga atividade

antioxidante dos 6leos essenciais e € utilizaddoéamcomo uma indicacdo da

atividade anti-inflamatéria dos mesmos. Esse festealizado de acordo com o
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método relatado por Miguel et al. (2014), com miodifdes. A reacdo foi
iniciada por adi¢do de 5 pL da solugéo da lipoxagen(0,054 g em 1 mL de
tampé&o de borato 0,2 M, pH 9 ) a 955 pL de tangidoorato, 20 puL de
amostra e 20 pL de acido linoleico (0,001 M).Todesdleos essenciais foram
testados na concentracdo de 10 pL*'rdlluidos 1:1 em Tween 20. Utilizou-se o
acido nordihidroguaiarético (NDGA) como controlesii@o e sua atividade
antioxidante foi avaliada nas concentracdes (3 m@},rm,s mg mL, 0,75 mg
mL™ 0,375 mg mL*; 0,1875 mg mL; 0,0937 mg mL; 0,0468 mg mL;
0,0234 mg mL*; 0,0117 mg mL). A absorbancia foi lida a cada minuto por 5
minutos e a porcentagem de inibicdo da enzimazaritlo os Gleos essenciais,
foi comparada com a curva das concentracdes do N2GAibicdo da enzima

lipoxigenase (1%) foi calculada utilizando a segeliequacéo:

1 (%) = [(Acn-Aam) / Acn] % 100

Em que:

Acn= Absorvancia do controle negativo
Aan= Absorbancia da amostra

2.3.7 Método do TBARS

As atividades antioxidantes dos Oleos essenciaisCitkus foram
determinadas medindo-se a oxidacdo dos lipideogetaa do ovo, como
descrito por Bounatirou et al. (2007). O materipidico (gema de ovo) foi
utilizado na concentracdo de 10% (p/v) em KCI (%1a/v). Essa solucgéo foi
homogeneizada por 30 segundos, colocada em uraadtrizador por 5 minutos
e, posteriormente armazenada a 4°C. Para o eB88iqiL da solucdo lipidica
10% (p/v) foram adicionados a 50 pL de dleo essémlifuido em 50 pL de

metanol (concentracao final 0,8% p/v). Em seguddticionaram-se 400 pL de
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agua destilada para completar o volume para 1 mhsteHormente,

adicionaram-se 1,5 mL de acido acético 20% (pH 8,56 mL de TBA (Acido

tiobarbitarico) 0,8% (p/v) em dodecilsulfato de i681,1% (p/v). Para o controle
negativo, utilizaram-se 100 pL de metanol e, pazardrole positivo, utilizou-se
0 BHT (concentracao final 0,015% p/v). Essa misfardevada ao vortex para
melhor homogeneizacdo e aquecida por 1 h no bamhiara 95°C. Apés o
resfriamento das amostras (temperatura ambientddcaram-se 2,5 mL de
butan-1-ol em cada tubo de ensaio e centrifugopenslO min a 3000 x g. A
absorbancia do sobrenadante foi medida a 532 nnlizantdo um

espectrofotdbmetro Schimadzu 160-UV. Todos os valdoeam expressos em

porcentagem da atividade antioxidante (%AA), caldas por meio da formula.

%AA = [(Acn-Aam)  Aca] x 100

Em que:

Acn= Absorvancia do controle negativo
Aan= Absorbancia da amostra

2.3.8 Lipossomas

A atividade antioxidante dos 6leos essenciaisafa@iliada utilizando o
método descrito por Boulanouar et al. (2013), comdifitacdes. Os lipossomas
foram obtidos a partir de 1 g de lecitina em 250dalcloroférmio. Removeu-se
totalmente o cloroférmio utilizando um evaporadmtatério a 50°C e,
posteriormente essa solucao foi submetida ao fiiexgas nitrogénio, por 30 s.
Os lipossomas foram novamente levados a um evaporathtorio por duas
horas, até a secura completa da solucédo. Foranorstios a essa solugédo 200
mL de tampéo fosfato (pH 7,4) a qual foi mantidé°@. Para o experimento,

200 pL da suspensédo de lipossomas foram incubamtas 10 puL de 6éleo
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essencial (concentracdo final 0,42% p/v), 100 pClF-¢6 mM) e 50 pL de
acido ascorbico (0,1 mM). Essa mistura foi incubddieante 1h a 35°C. Apos,
resfriou-se até a temperatura ambiente. Postenmaenéoram adicionados 2,0
mL TBA (0,6% p/v) e a mistura foi novamente incubadirante 10 min a 95°C.
Depois de resfriar novamente (temperatura ambientensaio foi realizado
conforme relatado acima para método TBARS. O BHITl utilizado como

controle positivo (concentracao final 0,005% p/v).

2.3.9 Complexo fosfomolibdénio

Uma aliquota de 0,1 mL das solu¢des dos dleosi@ase (limao-taiti,
liméo-verdadeiro e laranja) diluidos em etanol Z0.thg mL') foram
adicionados em um tubo de ensaio com 1 mL de swldedreagente (acido
sulfarico 0,6 M, 28 mM de fosfato de sédio, molitmde aménio e 4 mM). Os
tubos foram tampados e incubados em um banho-@&C durante 60 min.
Apo6s o resfriamento dos tubos de ensaio, fazeit@dea 695 nmversusum
branco (solucdo contendo 1 mL da solucéo do reagefitl mL de etanol). Os
valores da capacidade antioxidante dos Oleos eagefaram comparados com
uma curva para varias concentracdes de acido asmd®6; 13; 6,5; 3,25;
1,625; 0,8125 pg mib) e os resultados, expressos em equivalentes ragide
ascorbico por mL de dleo essencial (PRIETO; PINEBGUILAR, 1999).

2.4 Andlises Estatisticas

Para os testes de DPPHBearoteno/acido linoleico, foram feitas as
analises de variancia, seguida pelo Teste F, pardicar o efeito das
concentracBes sobre a atividade antioxidante delesalise de regresséo para

avaliar os efeitos de cada concentragdo sobrevidaate antioxidante de cada
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amostra. Para ambos os testes, utilizou-se o dealiesto inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial (5 X 6),dsertinco amostras
analisadas (limao-taiti, limao-verdadeiro, laram&lT e acido ascorbico) e seis
concentracdes (250, 200, 150, 100, 50,u85mL "), com trés repeticdeds
analises foram realizadas utilizando o program&aBiéFERREIRA, 2011) e,
por meio da analise de regressao, foi calculadanaentracdo efetiva para a
avaliacdo da atividade antioxidante de 50%:(EC

Com relagéo aos testes TEAC, TBARS, lipoxigenas@acidade de
remocado do 6xido nitrico, lipossomas, radical hidre fosfomolibdénio, foram
também feitas as andlises de varidncia, seguidatpste F, para verificar se
houve diferenca entre as amostras, de acordo coaplieacdo de cada
metodologia utilizada. Para os testes citados iameente, utilizou-se o

delineamento inteiramente casualizado (DIC), c@® tepeticdes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo método da captura do radical livre DPPH, lessdessenciais em
estudo ndo apresentaram atividade antioxidantefaixa de concentracdes
utilizadas. Ja entre os antioxidantes padr8esdiesta acido ascorbico @£
44,36pg mL™Y) e o BHT (1Go 48,84ug mL™Y) apresentaram atividades proximas
(Tabela 1).

Tabela 1 Atividade antioxidante dos 6leos essemaiaiC. aurantifolig C.
limon e C. sinensise dos antioxidantes padrbes BHT e acido
ascérbico, por meio dos métodos sequestro dosaiadizPPH e
inibicdo da oxidacdo do sisterfiaaroteno/acido linoleico

DPPH B-caroteno/acido linoleico

Oleos Essenciais 1 1
*Cl_ (ng mL ) *Cl_ (ngmL )

50 50
C. aurantifolia NI >500
C. limon NI >500
C. sinensis NI >500
BHT 48,84 <25
Acido Ascérbico 44,36 118,15

*Clso = Concentracdo de inibicdo de 50%; NI = ndo apteseinibicdo de
acordo com as concentra¢des utilizadas.

Esse método tem como objetivo avaliar a capacidiadesubstancias
utilizadas em doar hidrogénio radicalar a essecahdiEle se baseia no
descoramento de uma solucdo composta por radi€#$iBde cor violeta, para

uma solucdo composta pelo composto DPPH de coretan&IGURA 1).
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Figura 1 Estabilizacdo do radical DPPHe por umaidiante

O fato de os trés Gleos essenciais do gé@#ras ndo apresentarem
atividade antioxidante perante a metodologia qudiaana reducdo do radical
estavel DPPH pode ser justificado devido a nadidacie de doacdo de um
hidrogénio por parte dos compostos presentes ness 6éssenciais, para
neutralizar o radical DPPH. Essa auséncia de atiéicantioxidante pode estar
relacionada com a constituicdo quimica dos Olecenesais utilizados no
presente estudo. Segundo Gomes et al. (2014)eos étsenciais de limao-taiti,
limdo-verdadeiro e laranja apresentaram na suatuigds quimica, como
componente majoritario, 0 composto limoneno (52%3%5 e 76%,

respectivamente) (FIGURA 2), existindo diferengaguenas nos constituintes
minoritarios.

X
Figura 2 Estrutura quimica do limoneno
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Devido a composi¢do quimica ser predominantemeetdimoneno,
ocorre entdo uma baixa atividade antioxidante, @nhoma atividade
antioxidante, quando se utiliza o método de DPPHdjs pcompostos
hidrocarbbénicos apresentam grande dificuldade pdoar elétrons para
estabilizacdo do radical. Corroborando com o trahakstudos de Choi et al.
(2000), avaliando a atividade antioxidante de dioer6leos essenciais do
géneroCitrus, por meio do método de DPPH, relatam que a altédatle
antioxidante, apresentada por alguns deles, podesitkh causada pela
composi¢cao dos 6leos essenciais que possuem umlegado de terpenos, com
a excecdo do limoneno e do mirceno. Posteriorme&aechetti et al. (2005)
também citam que os Oleos essenciais que apreaentpredominancia de
compostos monoterpénicos as atividades antioxidgmeéo método de DPPH
eram quase ineficazes.

De acordo com o0s resultados obtidos na avaliacioatividade
antioxidante dos Oleos essenciais, pelo método xildagio do sistem-
caroteno/acido linoleico, verificou-se por meio @apiacdes de regressao dos
trés O6leos essenciais (Figura 3) que g lGos Oleos essenciais dg.
aurantifolia, C. limone C. sinensidoram acima de 500 ug rifl(Tabela 1). Foi
observado um aumento da atividade antioxidante @@maumento da
concentracdo, revelando, assim, um efeito doseadepée sobre a atividade
antioxidante dos Oleos essenciais (FIGURA 3). CalacBo a atividade
antioxidante dos padrdes BHT e acido ascérbicog{sedobservar que 04§lo
primeiro foi menor do que o kgdo segundo. Isso pode ser explicado segundo
Kulisic et al. (2004) devido aos antioxidantes pssapermanecerem mais na
fase aquosa da emulsdo e, consequentemente, rhadoslina fase lipidica,

acarretando assim uma menor eficiéncia.
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Figura 3 Porcentagem da atividade antioxidantediess essenciais de limao-
taiti, limao-verdadeiro e laranja, pelo método dalacdo do sistema
pB-caroteno/acido linoleico

Segundo Andrade et al. (2013), 6leos essencias rem terpenos
apresentam melhores valores de atividade antiovedaelo métodop-
caroteno/acido linoleico do que pelo método de DR#tb fato de o primeiro
método ser mais especifico para antioxidantesilipa$. Esse fato corrobora
com os dados deste trabalho, visto que nas megmnasertracdes, pelo método
de DPPH, os 6leos essenciais ndo apresentaractadivantioxidante.

Diversos métodos de andlise antioxidante foranerdedvidos para
avaliacdo do potencial antioxidante por meio daidade antirradicalar da
substancia em estudo. O resultado depende da fifdade do radical pelos
reagentes da reacdo de cada método (ADOM et &2)20o presente estudo,
pode-se perceber que, dependendo do método uijizzatividade antiradicalar
foi diferente. De acordo com as analises da paigemt de captura do 6xido
nitrico, o 6leo essencial de liméo-verdadeiro agrEsl 0 maior resultado entre
os 6leos essenciais (62,53%) (TABELA 2). J4 pataste da porcentagem de
inibicdo do radical hidroxil, o mesmo 6leo essénfia 0 que apresentou o
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menor resultado (13,17%) (TABELA 2). Os resultad@éma demonstram a
importancia da utilizacdo de varios métodos de iay@b da atividade
antioxidante, pois métodos diferentes fornecenralifies resultados. Segundo
Becker et al. (2004), diversos fatores influenceatividade antioxidante, como
a estrutura fisica do sistema de ensaio, a natd@zabstrato para oxidacado, a
interacdo entre os compostos utilizados, o modinidéar a oxidacdo, entre

outros.

Tabela 2 Atividade antioxidante dos 6leos essemaiai C. aurantifolig C.
limon e C. sinensise dos antioxidantes padrées eugenol e manitol,
por meio dos métodos TEAC, capacidade de captutkido nitrico
e por inibi¢do do radical hidroxil

TEAC Captura do Oxido  Inibicdo do Radical

Oleos
Essenciais  pmol mL™ nitrico (%) hidroxil (%)
C. aurantifolia 0,92 A 55,61 A 36,37 C
C. limon 0,86 A 62,53 A 13,17 D
C. sinensis 0,56 B 42,06 B 53,64 B
Eugenol - 67,91 A -
Manitol - - 58,48 A

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nacedifsignificativamente
entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de -Beitt.

Da mesma forma que o método de DPPH, o métoddEd&Te baseado
no descoramento de uma solucdo composta por radiatibnicos ABTS de
cor azul/verde. Esse método é aplicavel tanto pateoxidantes lipofilicos,
guanto para antioxidantes hidrofilicos (MACDONALDKZKS et al., 2006).
Pode-se perceber pelos resultados do método refguiel os 6leos essenciais de
C. aurantifolia e C. limon foram os que obtiveram maiores atividades
antioxidantes, 0,92 e 0,86 pumol MLrespectivamente. O mesmo ocorreu

quando se aplicou 0 método da captura do oxidatitos 6leos essenciais de
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C. aurantifolia (55,61%) eC. limon(62,53%) foram os que obtiveram maiores
atividades antioxidantes.

Estudando o 6leo essencial@i&us unshiy obtido das cascas do fruto,
residuo de uma companhia de processamento de @snéfang et al. (2009)
encontraram resultados elevados também diante sdoceda captura do radical
Oxido nitrico. Os autores encontraram valores acidea 35% para as
concentracdes que variaram de 6,125 ug mtL00 pug mL:. Esse potencial esta
diretamente ligado & atividade anti-inflamatériaispp NO patrticipa do processo
inflamatério, sendo um potente vasodilatador (CER@RA & YOSHIDA,
2002). Yoon et al. (2009), avaliando o 6leo essdri® Abies koreanaque
apresentou como componentes majoritarios o limomenocacetato de bornila,
encontraram também um efeito inibitério sobre o iamal pré-inflamatério
oxido nitrico.

A atividade anti-inflamatéria pode ser avaliadmii@ém por meio da
atividade da enzima lipoxigenase. Essa enzima isatal adicdo de uma
molécula de oxigénio a acidos graxos insaturadasando peréxidos,
iniciando, assim, a deterioracdo oxidativa. Maigcfgamente, essa enzima
participa da formacdo da cascata do acido araggimieomposto lipidico),
formando, assim, produtos responsaveis pela acéenfimmatoria (WEI,
SHIBAMOTO, 2010).

De acordo com os resultados encontrados nestallcaFIGURA 4),
observou-se que os trés 6leos essenciais do g€itens, na concentracédo de
10uL mL', apresentaram alta atividade inibitéria da enziipaxigenase,
indicando um elevado efeito antioxidante e antamftdrio, similar ao padrao
NDGA (0,03 mg mL), que é um composto conhecido inibidor da enzima
lipoxigenase (BLECHA et al., 2007).
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Figura 4 Percentual da inibicAo da enzima lipoxdégen diante dos Oleos
essenciais de limdo-taiti, limdo-verdadeiro e ImaNédias seguidas
da mesma letra ndo diferem significativamente estr&a 5% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Wei e Shibamoto (2010), estudando o efeito afitsimatorio de 20
6leos essenciais comerciais, encontraram tambénelevada atividade sobre a
enzima lipoxigenase. O Oleo essencial Gigus aurantium que apresentou
como componente majoritario o composto limonend4P3a concentracao de
5 ug mL*, apresentou uma porcentagem de atividade ardinwafloria de
aproximadamente 20%. Corroborando com o trabalbglaB e Racine (2003),
avaliando a inibicdo da enzima lipoxigenase poiordei alguns éleos essenciais
e extratos aromatizantes, encontraram para os é&sesciais d€. sinensisC.
limon e para o padrdo NDGA uma forte atividade inibitdda enzima e,
consequentemente, forte atividade anti-inflamatéria

A oxidacao lipidica foi avaliada utilizando mais eim método, pois essa
oxidacdo ocorre em varias etapas, produzindo, asbumrsas substancias. No
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ensaio que avalia a atividade antioxidante solfcenaacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitlrico, todos os 6leos essenaaisestudo apresentaram um
efeito pré-oxidante, ou seja, além de ndo protegesesubstrato lipidico da
oxidacdo, eles se oxidaram (FIGURA 5). Em outrdaypas, os componentes
guimicos dos 6leos essenciais foram oxidados, fadmaassim, compostos
reativos com o acido tiobarbiturico, resultado etividades antioxidantes

negativas.

100+ é
:: = .
YE N
< §§¢ §§ B
ol N ° \
\ \
S \
N\
-150 J_
1754 . . D .
' TBARs l ' Lipossomas '

Limo taiti (0,8% p/v)
Liméo verdadeiro (0,8% p/v)
B Laranja (08% piv)

B3 BHT (0,015% piv)

Lim3o taiti (042% p/v)
Liméo verdadeiro (0,42% p/v)
Laranja (042% p/v)

BHT (0,005% p/v)

2000

Figura 5 Percentual da atividade antioxidante desséessenciais de limao-taiti,
limdo-verdadeiro e laranja por meio dos métodos RBAe
lipossomas. Médias seguidas da mesma letra, nderenff
significativamente entre si a 5% de probabilidgudo teste de Scott-
Knott.
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Corroborando com os dados deste trabalho, Basdttal. (1998),
avaliando as propriedades antioxidantes de alglats @ssenciais comerciais,
também observaram que o 6leo essencial de lima@araentracdes de 500,
750 e 100Qug mL™* apresentou uma atividade pré-oxidante diante dmaoét
TBARSs.

Da mesma forma que o método TBARS, observou-sa pamétodo
lipossomas uma atividade pro-oxidante dos tréssékssenciais. Isso ja era
esperado, pois as condi¢fes dos dois ensaios &inaitares e o que variou foi
apenas a fonte lipidica (FIGURA 5).

Avaliou-se também a atividade antioxidante por nagoreducdo de
Molibdénio (VI) para Molibdénio (V). A solucdo-testinicial apresentou
coloracdo amarela, tornando-se verde a medida ge@ugdo de fosfato de
molibdénio se reduziu com a ac¢éo do antioxidangeaédrdo com os resultados,
do limao-taiti (0,09 g mt), lim&o-verdadeiro (0,06 g nl) e laranja (0,08 g
mL™), observou-se, por meio da analise de variancie,rgio houve diferenca
significativa (P<0,05) entre os Oleos essenciaalisatdos. Ozkan, Simsek e
Kuleasan (2007), estudando a atividade antioxidalttedleo essencial de
Satureja cilicicain vitro, utilizando o método de reducdo do mddibic,
observou uma maior atividade antioxidante, aproden@ente 100 vezes maior
que a do presente trabalho. Isso pode ser explipalddfato de o 6leo essencial
de S. cilicica apresentar diferentes componentes majoritariogioco timol
(22.76%) e carvacrol (18.90%), que sdo compostas excelentes atividades
antioxidantes ja relatadas na literatura (GUIMARA&SI., 2010; KULISIC et
al., 2004).
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4 CONCLUSOES

Pode-se observar que os trés 6leos essenciaggldesapresentaram
atividade antioxidante positiva nas metodologiag-aaroteno/acido linoleico,
TEAC, capacidade de remocdo do Oxido nitrico, @dibi do radical hidroxil,
inibicdo da atividade da lipoxigenase e fosfomdifid. Ja para os testes da
captura do radical livre DPPH, TBARS e lipossoma&p ocorreu atividade
antioxidante, havendo ainda nos dois Ultimos tastes acdo pré-oxidante. Essa
diferenca entre os resultados das metodologiazadds pode ser devido a
diversos fatores, como a diversidade de substameesiatentes na composicao
guimica do 6leo essencial, a estrutura fisica stersia de ensaio, a natureza do
substrato para oxidacdo, a interacdo entre os cEp¥atilizados, o0 modo de
iniciar a oxidagao, entre outros. Portanto, umaddgem com multiplos ensaios
€ altamente aconselhdvel, garantindo, assim, umlaomeomparacdo dos

resultados e abrangendo uma vasta gama de apbcag8siveis.



122

REFERENCIAS

ADAMS, R. P. Identification of essential oils components by gas
chromatography/mass spectroscopydth ed. Carol Stream: Allured, 2007. 804

p.

ADOM, K.K; LIU, R.H. Antioxidant activity of grainsJournal Agriculture
Food Chemistry, London, v.50, n.21, p.6182-6187, 2002.

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. FUNDACAO
OSWALDO CRUZ.Famacopeia brasileira 5. ed. Sado Paulo, 2010. 1, p. 198-
199.

ANDRADE, M. A. et al. Chemical Composition and Amtidant Activity of
Essential Oils fron€Cinnamodendron dinisischwacke an&iparuna guianensis
Aublet. Antioxidants, Basel, v. 2, n. 4, p. 384-397, 2013.

ANTUNES, M.D.C. et al. Effects of posthar-vest apation of 1-MCP and
postcutting dip treatment on the qualityand nutnigil properties of fresh-cut
kiwifruit. Journal of Agriculture and Food Chemistry, Davis, v.58, p. 6173—
6181, 2010.

BAKKALLI, F. et al. Biological effects of essentialls. Food and Chemical
Toxicology, Oxford, v. 46, n. 2, p. 446-475, 2008.

BARATTA, M. T. et al. Antimicrobial and antioxidanproperties of some
commercial essential oilBlavour and FragranceJournal, Chichester, v.13, n.
4, p. 235-244, 1998.

BASU, S. & HAZRA, B. Evaluation of nitric oxide seanging activity, in vitro
and ex vivo, of selected medicinal plants tradaibn used in inflammatory
diseasesPhytotherapy research London, v. 20, n. 10, p. 896-900, 2006.



123

BAYLAC, S.; RACINE, P. Inhibition of 5-lipoxygenasky essential oils and
other natural fragrant extract$nternational Journal of Aromatherapy,
Cambridge, v. 13, n. 2, p. 138-142, 2003.

BECKER, E. M.; NISSEN, L. R.; SKIBSTED, L. H. Anti@ant evaluation
protocols: Food quality or health effect&uropean Food Research and
Technology, Berlin, v. 219, n. 6, p. 561-571, 2004.

BIZZO, H. R.; HOVELL, A. N.; REZENDE, C. M. Oleossenciais no Brasil:
aspectos gerais, desenvolvimento e perspectumica Nova Sao Paulo, v.
32, n. 3, p. 588-594, maio/jun. 2009.

BLECHA, J. E. et al. Inhibition of IGF-1R and Ilipggenase by
nordihydroguaiaretic acid (NDGA) analogsBioorganic & medicinal
chemistry letters, New York, v. 17, n. 14, p. 4026-4029, 2007.

BOULANOUAR, B. et al. Antioxidant activities of dig Algerian plant extracts
and two essential oiléndustrial Crops and Products, v. 46, p. 85-96, 2013.

BOUNATIROU, S. et al. Chemical composition, antieint and antibacterial
activities of the essential oils isolated from Taian Thymus capitatusioff. et
Link. Food chemistry, London, v. 105, n. 1, p. 146-155, 2007.

CERQUEIRA, N. F.; YOSHIDA, W. B. Oxido nitrico: ris&o.Acta Cirurgica
Brasileira, Sao Paulo, v. 17, p. 417-423, 2002.

CHOI, H. S. et al. Radical-scavenging activitiexitfus essential oils and their
components: detection using 1, 1-diphenyl-2-pigrgtazyl. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, Davis, v. 48, n. 9, p. 4156-4161, 2000.

DANDLEN, S. A. et al. Antioxidant activity of six dtuguese thyme species
essential oilsFlavour and fragrance journal, Chichester, v. 25, n. 3, p. 150-
155, 2010.



124

DURAN R. M.; PADILLA, R. B. Actividad antioxidantele los compuestos
fendlicos.Grasas y AceitesSeuvilla, v.44, n.2, p.101-106, 1993.

FARMACOPEIA BRASILEIRA, BRASIL. Agéncia Nacional d¥igilancia
Sanitaria. Farmacopeia brasileira. 5. ed. Bra#lliszisa, 2010. v. 1, p. 198-199.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer statistical gsial system.Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, 2011.

GOMES, M. S. et al. Use of Essential Oils of then@e Citrus as Biocidal
Agents.American Journal of Plant SciencesDelaware, v. 5, p. 299-305, feb.
2014.

GUERREIRO, A. C. et al. The effect of temperatural dilm covers on the
storage ability of Arbutus unedoL. fresh fruit. Scientia Horticulturae,
Amsterdam, v. 159, p. 96-102, 2013.

GUIMARAES, A. G. et al. Bioassaguided Evaluation of Antioxidant and

Antinociceptive Activities of CarvacrolBasic & clinical pharmacology &
toxicology, Copenhagen, v. 107, n. 6, p. 949-957, 2010.

GUIMARAES, L. G. L. et al. Atividades antioxidante fungitoxica do 6leo
essencial de capim-liméo e do citritevista Ciéncia Agrondémica Fortaleza,
v. 42, p. 464-472, 2011.

KULISIC, T. et al. Use of different methods fortiag antioxidative activity of
oregano essential okood chemistry, London, v. 85, n. 4, p. 633-640, 2004.



125

LIMA, R. K. et al. Bactericidal and antioxidant &ty of essential oils from
Myristica fragrans Houtt and Salvia microphylla HBKournal of the
American Oil Chemists' Society Chicago, v. 89, n. 3, p. 523-528, 2012.

LOPES-LUTZ, D. et al. Screening of chemical comfiosj antimicrobial and
antioxidant activities oArtemisiaessential oilsPhytochemistry, New York, v.
69, n. 8, p. 1732-1738, 2008.

MACDONALD-WICKS, L. K.; WOOD, L. G.; GARG, M. L. Methodologfpr

the determination of biological antioxidant capgdit vitro: a review.Journal
of the Science of Food and Agriculture London, v. 86, n. 13, p. 2046-2056,
2006.

MIGUEL, M. G. Antioxidant activity of medicinal an@romatic plants. A
review. Flavour and fragrance journal, Chichester, v. 25, n. 5, p. 291-312,
2010.

MIGUEL, M. G. et al. Antioxidant, anti-inflammatorgnd acetylcholinesterase
inhibitory activities of propolis from different geons of Morocco.Food
Science and BiotechnologySeoul, v. 23, p. 313-322, 2014.

OLIVEIRA, A.C. et al. Fontes vegetais naturais d#iaxidantes.Quimica
Nova, Sao Paulo, v. 32, n. 3, 2009.

OZKAN, G.; SIMSEK, B.; KULEASAN, H.. Antioxidant aivities of Satureja
cilicica essential oil in butter and in vitrdournal of food engineering Essex,
V. 79, n. 4, p. 1391-1396, 2007.

PRIETO, P.; PINEDA, M.; AGUILAR, M. Spectrophotomiet Quantitation of
Antioxidant Capacity through the Formation of a §blwomolybdenum



126

Complex: Specific Application to the DeterminatiohVitamin E1.Analytical
Biochemistry, New York, v. 269, p. 337-341, 1999.

SACCHETTI, G. et al. Comparative evaluation of Ekential oils of different
origin as functional antioxidants, antiradicals amimicrobials in foods-ood
Chemistry, London, v. 91, n. 4, p. 621-632, 2005.

TEPE, B.; DAFERERA, D.; SOKMEN, A.; SOKMEN, M.; PG&SIOU, M.
Antimicrobial and antioxidant activities of the esfial oil and various extracts
of Salvia tomentosMliller (Lamiaceae)Food Chemistry, London,v. 90, p.
333-340, 2005.

WEI, A.; SHIBAMOTO, T. Antioxidant/lipoxygenase iitlitory activities and
chemical compositions of selected essential digirnal of agricultural and
food chemistry, Davis, v. 58, n. 12, p. 7218-7225, 2010.

YANG, E. J. et al. Essential oil of citrus fruit sta attenuates LPS-induced
nitric oxide production and inhibits the growthakin pathogendnternational
Journal of Agriculture & Biology , Beijing, v. 11, p. 791-794, 20009.

YOON, W. J. et al.Abies koreanaessential oil inhibitsdrug-resistant skin
pathogen growth and LPS-induced inflammatory effeétmurine macrophage.
Lipids, Champaign, v. 44, p. 471-476, 2009.



