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Resumo

Oleos essenciais podem ser obtidos de plantas e condimentos e destacam-se por
suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, o que 0s tornam interessantes
para a utilizacdo na industria de alimentos, farmacéutica e de embalagens. Objetivou-
se com o presente estudo caracterizar o 6leo essencial (OE) obtido de folhas de Citrus
bergamia através do rendimento de extracdo, da determinacdo de componentes
individuais, da atividade antimicrobiana e da capacidade antioxidante. O OE de Citrus
bergamia apresentou rendimento de 0,75%, tendo como componentes majoritarios o
linalol e o acetato de linalila. Pelos testes CIM e CBM, o OE demonstrou atividade
frente a Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Para a atividade antioxidante
avaliada pelo método ABTS, o OE apresentou boa habilidade na eliminacdo dos
radicais livres, de acordo com outros estudos sobre 6leos essenciais de folhas de
Citrus.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, atividade antioxidante, composi¢céo
guimica, rendimento de extragéo.

1. Introducdo

Os 6leos essenciais (OE) sdo constituidos por misturas complexas de compostos
volateis, que apresentam baixa massa molecular e séo insoliveis em agua (CALO et
al.,, 2015; DIMA; DIMA, 2015). Esses 06leos podem ser obtidos de plantas e
condimentos, destacam-se por suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes, o
gque os tornam interessantes para a utilizagdo na industria de alimentos, farmacéutica
e de embalagens (ATARES; CHIRALT, 2016).

A atividade antimicrobiana e antioxidante dos OE esta intimamente ligada a presenca
de terpenos como limoneno, linalol, carvacrol, timol e cresol (CALO et al., 2015;
FANCELLO et al, 2016). Os compostos bioativos que possuem capacidade
antimicrobiana e antioxidante podem ser extraidos de diversas espécies vegetais,
dentre elas as frutas citricas, cujo OE encontra-se, especialmente, na casca dos
frutos, folhas e flores (JING et al., 2014).

Os citros estdo entre as culturas mais produzidas no mundo, e seu OE pode ser
extraido por destilacdo ou prensagem a frio (DIMA; DIMA, 2015; MASSON et al.,
2016). O Citrus bergamia, conhecido como bergamota, pertence a familia Rutaceae e
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caracteriza-se por ser uma planta endémica da regido de Calabria (Itdlia), onde seu
fruto é utilizado na medicina popular como agente hipocolesterolémico, além do uso
como antisséptico e anti-inflamatoério (DI DONNA et al., 2014; SALERNO et al., 2015).

A atividade antimicrobiana de OE extraidos de frutas citricas, como a bergamota, é
atribuida principalmente a presenca de compostos como D-limoneno, linalol ou citral
(ALOUI et al., 2014). J& a atividade antioxidante esta relacionada com a presenca de
compostos fendlicos e carotenoides, além dos terpenos (LOPEZ-MUNOZ; ANTONIO-
PEREZ; DIAZ-REYES, 2015; RUSSO et al., 2016).

Os frutos de Citrus bergamia destinam-se, principalmente, a obtencdo de 6leo
essencial, o qual é comercialmente extraido da casca, conforme ja relatado em
trabalhos anteriores (FURNERI et al., 2012; LAURO et al., 2015; NAVARRA et al.,
2014; RUSSO et al., 2016). Entretanto, sao limitados os estudos cujo 6leo é extraido
das folhas e flores (JING et al., 2014).

Neste contexto, objetivou-se com o presente estudo caracterizar o OE obtido de folhas
de Citrus bergamia através do rendimento de extracdo, da determinacdo de
componentes individuais, da atividade antimicrobiana e da capacidade antioxidante.

2. Material e Métodos

2.1. Material

Folhas de bergamota (Citrus bergamia, Risso et Poiteau), coletadas em agosto de
2016, no municipio de Montenegro-RS, Brasil.

2.2. Métodos
2.2.1. Extracdo do OE

Amostras de folhas frescas de Citrus bergamia foram trituradas (liquidificador) com
adgua destilada na propor¢cdo de, aproximadamente, 1:10 (p/v), e submetidas a
hidrodestilacdo utilizando extrator Clevenger. Ap6s 4 h, o OE foi recolhido,
acondicionado em frasco de vidro e armazenado em freezer (-18 °C). Apds a obtencao
do OE, foi determinado o rendimento de extracdo utilizando a equacao 1:

Rendimento de extracio (%) = —— do bteo extraida (ml) x 100 (Equacao 1)

biomassa vegetal (mlL)

2.2.2. Determinac&o de componentes individuais por CG-MS

A determinacdo dos componentes individuais do OE de folha de bergamota foi
realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS),
utilizando coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). Em um vial de 1,5 mL
foram misturados 20 pL do OE de bergamota com 480 pL de hexano, para posterior
injecdo em um GCMS Shimadzu QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-20i e biblioteca
de espectro de massas NIST 2011.
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Os parametros de injecdo, cromatografia e espectrometria de massas foram
configurados segundo Juliani et al. (2008). Injetou-se 1 pL de amostra com
temperatura do injetor a 200 °C, no modo splitless. O gas de transporte utilizado foi
hélio, sob um fluxo de 1,08 mL.min? e velocidade linear como modo de controle de
fluxo. A temperatura foi mantida a 60 °C durante 1 min e depois aumentou-se
gradualmente 5 °C.min™ até 180 °C (mantida por 1 min). Na sequéncia, a temperatura
foi ajustada para 200 °C e os espectros de massas foram registrados no intervalo de
40 a 450 m/z. Os componentes individuais foram identificados pelo seu espectro de
massas correspondentes, obtida por comparacdo com a biblioteca interna. A
composicdo em percentagem foi obtida a partir da medicao da integragdo das areas
sob os picos.

2.2.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, realizaram-se testes de difusdo em
disco, concentragédo inibitoria minima e concentracéo bactericida minima.

2.2.3.1. Teste de difusdo em disco

A determinacdo do espectro de acédo do OE foi realizada através da técnica de difusdo
em disco (CLSI, 2015). Culturas bacterianas (Listeria monocytogenes ATCC 766,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15443,
Escherichia coli NTC 12900 e Salmonella typhimurium ATCC 14028) foram suspensas
em Agua peptonada (0,1%) obtendo a concentracdo de 10® UFC.g™* (0,5 McFarland).
O in6culo bacteriano foi semeado com swabs estéreis na superficie de placas com
Agar Mueller-Hinton (MH - Oxoid®), sobre as quais foram dispostos discos de papel
estéreis (Laborclin®) de 6 mm de diametro. Adicionou-se 10 pL do OE em cada disco
e, apés 1 h de espera para a absorcédo, as placas foram incubadas a 37 °C. Apos 24 h,
verificou-se a existéncia de halos de inibicdo, quantificando os existentes com
paquimetro digital (King.tools®). Um controle negativo com os discos adicionados de
agua destilada estéril foi utilizado, e os resultados foram expressos em mm.

2.2.3.2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima
(CBM)

A CIM foi determinada através do teste de microdiluicdo em placa (CLSI, 2015) com
placas de 96 pocos. O OE foi diluido em caldo Brain Heart Infusion (BHI-Oxoid®),
inoculado com as bactérias (L. monocytogenes, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e S.
Typhimurium) na concentracdo de 10* UFC.mL™, e adicionado de 1% de Tween 80,
obtendo-se concentracées de OE de 166,7 a 0,3 pL.mL™. As placas foram incubadas a
36 °C por 24 h e, na sequéncia, adicionou-se 20 uL de cloreto de trifenil tetrazdlio a
0,5% em todas cavidades, sendo apds incubadas por mais 15 min. A leitura foi
realizada em espectrofotdmetro de placas (Robonik® Readwel plate) a 625 nm,
considerando como CIM a maior diluicdo, onde ndo houve crescimento celular. Como
controle negativo de crescimento foi utilizado o caldo BHI com OE (50 uL.mL™) sem a
inoculacéo das bactérias, e como controle positivo de crescimento foi utilizado caldo
BHI inoculado as bactérias sem a adicdo do OE (OJEDA-SANA et al., 2013).

Para detectar a CBM, foram plaqueadas em Agar BHI aliquotas de 10 pL de cada
poco, onde houve inibicdo no teste da CIM. Foi considerada como CBM a menor
concentracdo onde ndo houve crescimento neste novo meio apés 24 h a 37 °C. Todos
os testes foram realizados em triplicata.
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2.2.4. Avaliacédo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante do OE foi realizada através de reacdo
colorimétrica com o radical ABTS (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), realizada
por espectrofotometria.

A determinacgédo foi realizada segundo o método descrito por Re et al. (1999). Uma
solucdo-mae de ABTS (7 mM) e persulfato de potassio (2,45 mM) foi preparada pela
mistura destes compostos na proporcao de 2:1, sendo esta incubada durante 12-16 h.
ApGs, a absorbancia da solugéo foi ajustada com etanol para 0,7 a 734 nm. Uma
aliquota de 10 yL de amostras reagiu com 2,9 mL da solucdo de trabalho ABTS
durante 10 min a temperatura ambiente e, entdo, a absorbancia foi medida a 734 nm.
O resultado foi expresso em pmol de equivalentes de trolox por mL de dleo, e em % de
inibic&o.

3. Resultados e Discusséao

3.1. Rendimento de extracao

A hidrodestilacéo de folhas frescas de Citrus bergamia resultou em um rendimento de
extracao de 6leo essencial de 0,75 + 0,02%. Apesar de ndo haver dados reportados
na literatura sobre o rendimento de extracdo de OE de folha de Citrus bergamia, estes
podem variar de acordo com a fonte vegetal (espécie e por¢ao vegetal), 0 método de
extracdo, a época de colheita, o tipo de solo, clima e a umidade relativa do ar (BURT,
2004). Em relacdo a extracao do 6leo de folhas de outras espécies de Citrus, como
Citrus aurantium (0,30%), Citrus deliciosa (0,20%), Citrus sunki (0,36%) e Citrus limon
(0,29%), o valor obtido foi superior (ALMEIDA et al.,, 2012; SANTOS et al., 2012;
CAMPELO et al., 2013). No entanto, outras condi¢cdes e métodos de extracdo devem
ser avaliados a fim de melhorar o resultado obtido.

3.2. Determinacéo de componentes individuais por CG-MS

A composicdo quimica do Oleo essencial de folhas de Citrus bergamia esté
apresentada na Tabela 1. Foram encontrados 13 compostos quimicos, sendo o linalol
0 composto majoritario (42,95%), seguido do acetato de linalila (23,55%), a-terpineol
(10,17%), acetato de geranil (6,90%) e 2,6-octadienal 3,7-dimetil-acetato (3,67%). Os
demais compostos somados formam aproximadamente 13% da composicdo quimica
deste Oleo.

Furneri et al. (2012) ao realizarem a determinacdo dos componentes do OE extraido
da casca de bergamota (Citrus bergamia) por cromatografia gasosa encontraram 59
compostos, dentre 0s quais destacaram-se o limoneno (25,64 a 33,69%), acetato de
linalila (20,13 a 27,05%), linalol (5,49 a 13,23%), y-terpineno (7,35 a 9,64%) e 3-pineno
(4,53 a 6,00%) como os principais compostos volateis. Comportamento semelhante foi
encontrado por Nabiha et al. (2010) ao analisar o 6leo essencial de casca de
bergamota (Citrus bergamia), em que foi verificada a presenca de 46 compostos,
sendo o limoneno o componente majoritario (59,21%), seguido do acetato de linalila
(16,83%) e linalol (9,51%). Assim, ao avaliar os compostos presentes no OE extraido
das folhas com os OE extraidos das cascas de Citrus bergamia pode-se concluir que
h& distincdo entre os compostos e de concentracdo destes. E em relacdo a
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composicdo do OE de Citrus bergamia (tanto da casca como das folhas) com o de
outras espécies citricas, observa-se que o OE de Citrus bergamia caracteriza-se por
apresentar maior concentragcdo relativa dos compostos linalol e acetato de linalila
(FURNERI et al., 2012).

De modo geral, a composi¢cdo quimica dos OE, sejam da mesma ou de diferentes
espécies, pode variar em funcdo da parte da planta utilizada para a extracao (flores,
partes verdes como hastes e folhas, casca, fruto inteiro, pericarpo ou semente), do
local de cultivo, do tipo de solo, do grau de maturacdo e do método de extracédo
(ANTUNES et al., 2017; CALO et al., 2015).

Tabela 1. Composi¢éo quimica do 6leo essencial de folha de Citrus bergamia.

Composto quimico Tempo de retencao (min) Concentracao relativa (%)
B-Pineno 6,1 1,13
B-Mirceno 6,3 1,96
D-Limoneno 7,3 0,86
trans-B-Ocimeno 7,5 2,23
Z-Ocimeno 7,8 2,23
2-Carene 8,9 0,53
Linalol 9,3 42,95
a-Terpineol 11,8 10,17
Acetato de linalila 13,6 23,55
Acetato de geranil 17,1 6,90
Cariofileno 18,2 2,26
Germacreno B 20,2 1,58

3.3. Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana avaliada pelas técnicas de disco difuséo,
CIM e CBM do OE de Citrus bergamia frente a diferentes bactérias patogénicas estao
apresentados na Tabela 2. Quanto ao teste de difusdo em disco, o OE ocasionou a
inibicdo de quatro das cinco bactérias testadas (Tabela 2), com halo de até 29,00 mm
de didmetro (Escherichia coli). Assim, com exce¢do da Listeria monocytogenes, o OE
extraido das folhas de Citrus bergamia apresentou forte inibicdo dos micro-organismos
avaliados, de acordo com a classificacdo de Delfino et al. (2008). De acordo com 0s
autores, halos de até 4 mm sao de fraca inibicdo ao micro-organismo, halos de 5 a 9
mm de média inibicdo e maiores que 10 mm de forte inibig&o.

Seguindo este mesmo critério, média inibicdo foi observada por Gomes et al. (2013)
para o OE de folhas de Citrus reticulata Blanco contra Escherichia coli e Salmonella
epidermidis, com halos de 7,0 e 8,0 mm, respectivamente. Santos et al. (2016)
observaram que OE das cascas de Citrus reticulata v. tangerine e Citrus auratium var.
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dulcis apresentam média inibicdo frente a Sthalylococcus aureus e Escherichia coli,
com halos de 4,8 € 5,3 mm (S. aureus) e 5,0 e 8,0 mm (E. coli).

Quanto a concentracdo inibitéria e bacteriostatica minima, ndo foram observadas
diferencas no espectro de acdo do OE, o qual apresentou uma CIM de 1,17 uyL.mL* e
CBM de 2,34 pL.mL™,

De acordo com Aligiannis et al. (2001), CIM de até 500 pL de extrato ou 6leo essencial
por mililitro de diluente s&o inibidores potentes, entre 600 e 1500 pL.mL* s&o
inibidores moderados e acima de 1600 uL.mL™ s&o inibidores fracos. Dessa forma,
seguindo os critérios de Aligiannis et al. (2001), pode-se considerar que o OE de Citrus
bergamia € um inibidor potente para todas as bactérias patogénicas testadas.

Utilizando esta classificacdo, Santos et al. (2016) demonstraram que OE de cascas de
Citrus reticulata v. tangerine e Citrus auratium var. dulcis apresentam forte inibicao
(CIM de 40 uL.mL™ e 160 pL.mL™, respectivamente) frente a E. coli e a Salmonella, e
CBM de 160 uL.mL™ e 320 uL.mL™, respectivamente.

Geralmente, a maioria dos OE apresentam atividade antimicrobiana superior frente a
bactérias Gram positivas, 0 que se deve as diferencas existentes entre a parede
celular destes dois grupos de bactérias. Bactérias Gram negativas possuem uma
dupla camada fosfolipidica externa, composta por lipopolissacarideos,
consequentemente pelo carater hidrofébico desta estrutura, os compostos apolares
dos Oleos essenciais encontram dificuldade para penetrar na célula bacteriana.
Enquanto nas bactérias Gram positivas 90 a 95% da parede celular € composta por
peptideoglicano, facilitando a penetracdo de componentes apolares (NAZZARO et al.,
2013). No presente estudo, observou-se que o OE ndo foi eficaz na inibicdo da
bactéria Listeria monocytogenes pelo teste de difusdo em disco, entretanto pode-se
observar atividade do OE nos demais métodos utilizados, o que demonstra a
importancia da necessidade de avaliacdo da atividade antimicrobiana por diferentes
métodos.

A atividade inibitéria do OE estd normalmente relacionada a alta concentracdo de
compostos oxigenados, como o linalol e acetato de linalila, que no presente estudo,
representam 66,5% da composi¢do (FANCELLO et al., 2016). Além disso, a agéo
antimicrobiana pode ser advinda da capacidade dos compostos em penetrar através
das membranas bacterianas para o interior das células, inibindo propriedades
funcionais e lipofilicas das mesmas (BAJPAI; BAEK; KANG, 2012). Outros fatores que
interferem na acdo dos Oleos contra micro-organismos sdo as condicdes de
crescimento e extracdo, que podem afetar as quantidades dos principais componentes
antimicrobianos dos EOs e por consequéncia, sua eficiéncia e espectro de acédo
(CALO et al., 2015).

Tabela 2. Atividade antimicrobiana por disco difusdo, CIM e CBM do OE extraido de
folhas de Citrus bergamia frente a diferentes bactérias.

Andlises

Bactéria Cepa Difusdo em CIM CBM

disco (mm)  (uL.mL™)  (uL.mL™)

Gram negativas:

Salmonella typhimurium ATCC 14028 13,67 + 3,78 1,17 2,34
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 14,67 £ 2,30 1,17 2,34
Escherichia coli NTC 12900 29,00+ 1,41 1,17 2,34
Gram positivas:

Staphylococcus aureus ATCC 25923 28,00 £ 4,24 1,17 2,34
Listeria monocytogenes ATCC 7644 - 1,17 2,34

Resultados expressos em média + desvio padrdo, para o halo de inibicdo. CIM = Concentragao
inibitéria minima, CBM = Concentrac¢ao bactericida minima

3.4. Atividade antioxidante do 6leo essencial (OE)

O OE apresentou atividade antioxidante de 1,29 + 0,08 umol Trolox equiv. mL™ de 6leo
ou 69,12 £+ 4,11% de inibicdo pelo método ABTS (KIM et al., 2002). A partir do
resultado encontrado pode-se inferir que, comparando a outros estudos com OE de
folhas de Citrus (FANCELLO et al.,, 2016; ELLOUZE et al., 2012) o OE estudado
apresenta boa habilidade de eliminar radicais livres.

Valores similares foram obtidos por Fancelo et al. (2016) ao avaliar a atividade
antioxidante de 6leo essencial de Citrus limon var. pompia na concentragéo de 1,25
mg.mL™* ap6s 50 min de reac&o. Urbizu-Gonzélez et al. (2017) encontraram resultados
semelhantes para a capacidade antioxidante de OE de folhas de Turnera diffusa
(planta medicinal) cultivada em diferentes regides do México, a qual variou de 60,85 a
72,30 em % de inibicao, dependendo da regido geografica.

De modo geral, a capacidade antioxidante de compostos vegetais pode variar em
funcdo de fatores como as condi¢cdes ambientais do clima e do solo, por diferencas
genotipicas e pelos tratos culturais aplicados durante o cultivo (CHEN et al., 2016).

4. Conclusao

O OE de folha de Citrus bergamia apresentou rendimento de extracdo de 0,75%,
tendo como componentes majoritarios o linalol e o acetato de linalila. Houve influéncia
do método utilizado na avaliagdo da atividade antimicrobiana, sendo que pelos testes
CIM e CBM, o OE apresentou atividade antimicrobiana frente a Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes. Para a atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS, o
OE apresentou boa habilidade na eliminagdo dos radicais livres, conforme outros
estudos realizados com Oleo essencial de folhas de Citrus. Outros métodos de
extracdo devem ser avaliados a fim de melhorar o rendimento do dleo. O OE
apresenta potencial de extracdo para a aplicacdo em diferentes areas como na
industria de alimentos.
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