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Resumo: A expansédo da producdo de laranja e instalacdo de agroinddstrias mitigam a necessidade de
aproveitamento dos residuos gerados. Este estudo investigou o uso de cascas residuais de laranja para
extracdo de 6leo essencial e avaliacdo de sua potencial atividade bioldgica. O 6leo essencial (OECL)
foi obtido da cultivar Valéncia (Citrus sinensis L.), adquirida no municipio de Jerébnimo Monteiro,
Brasil. As cascas frescas foram gquantificadas quanto ao teor de umidade e de éleo essencial. O OECL
foi caracterizado quanto aos seus atributos fisicos (densidade e indice refracdo), quimicos (composicao
qualitativa/quantitativa) e biologicos (atividade antioxidante, fitotoxicidade e citotoxicidade). As
cascas apresentaram 61,5% de umidade e 0,9 % de 6leo essencial, este apresentou densidade = 0,8572
g cm e indice de refragdo = 1,4712 tendo em sua composicdo: Limoneno (96,37%), Linalol (2,26%) e
B-Pineno (1,37%). Dentre as atividades biolégicas avaliadas destaca-se o forte caracter antioxidante,
concentracdo efetiva de 89 mg mL™* para sequestro de 50% do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil.
No teste de fitotoxicidade in vitro, com Lactuca sativa, verificou-se que 30 mg mL?* do OECL néo
alterou significativamente o processo germinativo, nem o crescimento radicular, mas reduziu em 90%
a emissdo de foliolos. J& no ensaio de citoxicidade in vitro, 30 mg mL* do OECL néo afetou a
viabilidade do crescimento celular da Saccharomyces cerevisiae, mas reduziu sua atividade enzimatica
em 30%. A exploragdo do OECL apresenta-se promissora quanto ao rendimento de obtengdo e
atividades bioldgicas, sendo necessarios estudos mais aprofundados de seletividade e mecanismos de
acéo.

Palavras-chave: Cultivo de laranja; manejo sustentavel; antioxidante, fitotoxicidade, citotoxicidade.

Abstract: The expansion of orange production and the installation of agro-industries mitigate the need
for waste utilization. This study investigated the use of residual orange peels for essential oil
extraction and evaluation of their potential biological activity. The essential oil (OECL) was obtained
from the Valéncia cultivar (Citrus sinensis L.), acquired in the municipality of Jerénimo Monteiro,
Brazil. The fresh peels were quantified for moisture and essential oil content. The OECL was
characterized regarding its physical (density and refractive index), chemical (qualitative/quantitative
composition) and biological (antioxidant activity, phytotoxicity and cytotoxicity) attributes. The peels
had 61.5% moisture and 0.9% essential oil, which had a density = 0.8572 g cm™ and refractive index =
1.4712, having in its composition: Limonene (96.37%) , Linalool (2.26%) and B-Pinene (1.37%).
Among the biological activities evaluated, the strong antioxidant character stands out, with an
effective concentration of 89 mg mL? for scavenging 50% of the free radical 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl. In the in vitro phytotoxicity test, with Lactuca sativa, it was found that 30 mg mL™* of
OECL did not significantly alter the germination process or root growth, but reduced leaflet emission
by 90%. In the in vitro cytotoxicity assay, 30 mg mL?* of OECL did not affect the viability of
Saccharomyces cerevisiae cell growth, but reduced its enzymatic activity by 30%. The exploration of
OECL appears promising in terms of yield and biological activities, requiring more in-depth studies of
selectivity and mechanisms of action.

Abstract: Keywords: Orange cultivation; Sustainable management; Antioxidant; Phytotoxicity;
Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor
mundial de laranja e de suco de laranja,
com producdo de 16.808.446 toneladas na
safra 2021/22, sendo responsavel por 31%
da producdo mundial da fruta e por 63,4%
do volume global de suco de laranja
(USDA, 2022). O estado do Espirito Santo,
dentro do cenario nacional apresenta
pequena expressdo, com producdo de
24.150 toneladas de frutos, o que
corresponde a 0,14% (m m™) da producio
nacional (IBGE, 2023). Contudo, pesquisas
realizadas com novas cultivares, vem
contribuindo para a consolidacdo e
expansdo de polos produtores de laranja,
em especial na regido Sul do estado
(INCAPER, 2023).

O polo de laranja localizado no
municipio de Jerbnimo Monteiro encontra-
se em expansdo, e € responsavel por
13,38% da producdo estadual, sendo
cultivadas as variedades Citrus sinensis: cv
‘Lima’, cv 'Bahia’, cv ‘Salustiana’, cv
'Valéncia e cv 'Folha Murcha' (INCAPER,
2023). Com a expansdo da producdo de
frutos na regido surge a demanda por
instalagdo de agroindustrias de
processamento do fruto, e como
consequéncia a geragdo de residuos. E em
se tratando de laranja, estes podem gerar
subprodutos de alto valor agregado, como
por exemplo, o O&leo essencial (OE)
(CASAS CARDOSO et al, 2022
PINEDA-LOZANO et al., 2022; SURI et
al., 2022). O oleo essencial da laranja tem
se mostrado promissor para ser utilizado
como bio-herbicidas, bio-pesticidas, agente
antimicrobiano, repelente de insetos, etc.
(ALANAZ et al., 2023; BATISTA et. al,
2023; BATISH et al, 2008;
BERESTETSKIY, 2023; ISMAN et al.,
2011; MAES et al, 2021; MENDES et al;
2023a,b; PATEIRO et al, 2021; TEKE e
MUTLU, 2021; VERDEGUER et al,
2020; WANG et al, 2023).

Os OEs sdo produzidos pelos
vegetais, constituidos por uma mistura
complexa de compostos lipofilicos de
baixo peso molecular e volateis, com
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predominancia de terpenos, terpendides e
fenilpropandides em sua composicao
(DEWICK, 2011). Esses podem atuar
sobre as células bacterianas, fdngicas,
vegetais e animais com varios mecanismos
de acdo, que incluem: alteracdo na
integridade e permeabilidade da membrana
celular, inibicdo enzimatica, alteracdo do
potencial eletroquimico da membrana,
inducdo e recuperacdo de estresse
oxidativo, interferéncia na sintese de DNA
e RNA, modulacdo de vias de sinalizacdo
celular, inducéo de apoptose e interferéncia
no metabolismo celular (BAKKALI et al.,
2008; BASSOLE e JULIANI, 2012;
BURT, 2004; LI et al., 2020; SHARIFI-
RAD et al., 2018).

Na composi¢do quimica do OE da
laranja (Citrus Sinensis) observa-se a
presenca majoritaria do limoneno, (81,5 a
99,6%) e de outros compostos
minoritarios, como o linalol, mirceno € a-
pineno (BRAHMI et al., 2021; BARROS
GOMES et al, 2020; DE SOUSA et al,
2023; MAGALHAES et al., 2020;
SANTOS et al, 2023).

O limoneno apresenta atividade
antioxidante, ansiolitica, gastroprotetora,
antitumorais comprovadas em ensaios in
vitro e in vivo com baixa toxicidade para
animais (ALKANAT et al.,, 2023; AL
KAMALY et al.,, 2022; BAYER et al.,,
2023; EDDIN et al., 2021; HIMED et al.,
2019; PICCIALLI et al., 2021). Os pinenos
tém despertado interesse pelo seu potencial
anti-inflamatorio, antitumoral e
antimicrobiano (BOUZENNA et al., 2017,
DA SILVA RIVAS et al., 2012; NAM et
al., 2014; XANTHIS et al, 2021) e
juntamente com o linalol atuam no
metabolismo do Oxido nitrico, que esta
intimamente relacionado a regulagdo da
atividade dos canais idnicos dependentes
de voltagem, desempenhando um papel
significativo na modulagdo da funcéo
celular e na regulacdo de processos
fisiolégicos e patoldgicos (BAKKALI et
al., 2008; JABIR et al., 2018; KIM et al.,
2018; NEPALI et al., 2014; PEANA et al.,
2006; PEREIRA et al, 2018;
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WOJTUNIK-KULESZA, 2019; ZHANG
etal., 2023).

Estudos realizados em diferentes
espécies vegetais revelam que tanto 0s
terpenos  hidrocarbonetos  (limoneno,
pineno, mirceno, sabineno) quanto oS
terpenos oxigenados (terpineol e linalol),
presentes nos OEs, manifestam acéo
fitotoxica e citotoxica nas células das
plantas: Allium cepa, Arabidopsis thaliana,
Salvinia minima, Raphanus sativus,
Lepidium sativum, Typha domingensis,
Avena fatua, Phalaris minor, Echinochloa
crus-galli, Abutilon theophrasti,
Aeschynomene indica, Digitaria ciliaris,
Amaranthus viridis, Zea mays. Estas
substancias reduzem a taxa de germinacao,
0 desenvolvimento de raizes, o
crescimento de plantulas e o acumulo de
biomassa (ABD-ELGAWAD et al., 2020;
ALVES et al., 2023; FAGODIA et al.,
2017; GETTYS et al., 2022; IBANEZ et
al., 2022; JIANG et al., 2021).

Levando em conta as possiveis
aplicacdes bioldgicas dos dleos essenciais
e a oportunidade de valorizacdo da cadeia
produtiva da laranja, este estudo teve como
objetivo extrair o 6leo essencial de cascas
de laranjas residuais e avaliar suas
propriedades biologicas.

2 MATERIAL E METODOS

O Oleo essencial foi obtido das
cascas de laranja, cultivar média/tardia
Valéncia (C. sinensis L.), adquiridas no
mercado local, com especificagdo da
unidade produtiva localizada no municipio
de Jerbnimo Monteiro, Estado do Espirito
Santo. As cascas foram submetidas a
quantificacdo do teor de umidade e
extragdo do O6leo essencial (OECL). O
OECL extraido foi caracterizado quanto
aos atributos fisicos (densidade e indice
refracdo), quimicos (composicgéo
qualitativa/quantitativa), e  bioldgicos
(atividade antioxidante, fitotoxicidade e
citotoxicidade).
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2.1 QUANTIFICAQAO DO TEOR DE
CASCA NO FRUTO E UMIDADE NAS
CASCAS DE LARANJA

A quantificacéo do teor de casca no
fruto de laranja e o teor de umidade nas
cascas foram realizados por gravimetria
IAL (2008). O fruto fresco foi pesado,
descascado manualmente e medido a
massa da casca. Foram realizadas 50
repeticdbes e o resultado expresso em
percentagem média * erro padrdo da média
(g g?). Para determinacio do teor de
umidade, cerca de um grama de cascas
frescas de laranja picadas foram
submetidas a secagem em estufa (Estufa
QUIMIS®, Q317M-22) a 105°C por 24
horas, tendo sua massa medida apos
secagem. A andlise foi realizada em
triplicata e o resultado expresso em
percentagem media + erro padrdo da
média.

22 EXTRACAO DO OLEO
ESSENCIAL DAS CASCAS DE
LARANJA (OECL)

Dez fragdes de 200 g de cascas
frescas foram submetidas a extracdo por
hidrodestilagdo em sistema Clevenger de
acordo com metodologia recomendada
pela Farmacopeia brasileira (BRASIL,
2022). A proporcdo de cascas/dgua
utilizada foi de 1:10 com tempo de
destilacdo de 3 horas. O hidrolato foi
coletado com auxilio de micropipeta e
submetido a centrifugacdo (Centrifuga
Hermle Labortechnik, Z 216 M) a 6000
rpm por 10 minutos. Apos centrifugacéo, o
OECL foi transferido para tubos Falcon
revestidos com papel aluminio e
armazenados em freezer a -20°C para
analises posteriores. O rendimento de 6leo
das cascas foi determinado por gravimetria
e 0 resultado expresso pela média + erro
padréo da media.

2.3 CARACTERIZACAO FISICA DO
OECL

A densidade do OECL foi
determinada pelo meétodo direto de
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medicdo, proposto por DE JESUS e
PALMA (2008), com algumas adaptacdes.
Foram pipetadas 0,50 mL do OECL em
dez repeticbes e medida a sua massa
correspondente. Também foi feita a
medida da massa de 0,50 mL de &gua
destilada conforme realizada com o OECL.
A densidade foi calculada através da (Eq.
1). Sendo: d = densidade do OECL; moe =
massa do OECL; Voe = volume do OECL
(0,50 mL); ma = massa de &gua e Va =
volume de agua (0,50 mL).

doe = (Moe/Voe)/(Mal/Va) (Eql)

Para medir o indice de refracdo foi
utilizada a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Foi
utilizado refratbmetro Abbé de bancada
(QUIMIS®, modelo Q767B) ajustado
previamente com Agua destilada e
temperatura do ambiente controlada a 20,0
+ 0,5°C. Os prismas do refratdbmetro foram
limpos e secos e em seguida foram
adicionadas trés gotas de OECL. Ap0s dois
minutos de estabilizacdo térmica foi
realizada a leitura. O procedimento foi
realizado em triplicata e o resultado
expresso pela média + erro padrdo média.

2.4 CARACTERIZACAO QUIMICA
DO OECL

Os compostos presentes no OECL
foram analisados por cromatografia gasosa
com deteccdo de ionizacdo de chama (CG-
DIC) (Shimadzu GC-2010 Plus) e
cromatografia  gasosa  acoplada a
espectrometria  de massa (CG-EM)
(Shimadzu GC-MS-2010). As seguintes
condicBes cromatogréaficas foram aplicadas
em ambas as andlises: colunas capilar
silica fundida (30 m x 0,25 mm) com
RTX-5MS como fase estacionaria (filme
de 0,25 m de espessura); N2 (na analise
CG-DIC) ou He (na analise CG-EM) como
gas de arraste com fluxo de 3,0 mL min;
programa de temperatura do forno de dois
minutos a temperatura inicial de 40°C,
seguido de aumentos graduais de 3°C min
até atingir 220°C, permanecendo a esta
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temperatura  durante um  minuto;
temperatura do injetor de 220°C;
temperatura do detector de 240°C; e razéo
de split 1:30. Foi injetado um volume de
1,0 pL de solucdo, contendo 3% de 6leo
essencial dissolvido em etanol para as
analises CG-DIC ou 3% de 0leo essencial
dissolvido em diclorometano para as
analises CG-EM. Estas ultimas foram
realizadas em equipamento que opera por
impacto eletrénico, com energia de
impacto de 70 eV; velocidade de varredura
de 1000; intervalo de varredura de 0,50
fragmentos/segundo; e fragmentos
detectados de 29 a 400 (m/z) (DE SOUZA
etal., 2017).

A identificacdo dos componentes
do oleo foi realizada por comparacdo dos
seus espectros de massa com 0S
disponiveis na biblioteca espectral (Wiley
Registry of Mass Spectral Data e NIST
Mass Spectrometry Data Center), bem
como o indice de retencdo (LTPRI). Foi
utilizada uma mistura de alcanos de cadeia
linear (C7-C30; Sigma, EUA) para o
calculo de LTPRI (Eq. 2). O RI calculado
para cada composto foi comparado com 0s
valores disponiveis no banco de dados
NIST.

LTPRI; = 100n+100*((tRi)~tRy/(tRn+1~tR(m)))
(Eq2)

Onde: i, € 0 composto de interesse;
n, € o nimero de atomos de carbono do
hidrocarboneto com tempo de retencédo
imediatamente anterior ao tempo de
retencdo de i; trg), € 0 tempo de retencdo
ajustado de n; trp), € 0 tempo de retencéo
ajustado de Z; trp+y, € 0 tempo de
retencdo ajustado do hidrocarboneto com
tempo de retencdo imediatamente posterior
ao tempo de retencdo de i.

O percentual relativo de cada
composto do oleo essencial foi calculado
através da razdo entre a area integral de
seus respectivos picos e a area total de
todos os constituintes da amostra, dados
estes obtidos pelas analises CG-DIC e
ajustados pela Simulacdo de Fatores de
Resposta Relativa (RRF) (Eq. 3) (TISSOT
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et al., 2012), sendo considerados o0s
compostos com area relativa acima de 1%
para a defini¢cdo da composigéo.

RRF; = ((10° * MW;))/(MWISTD * (-61,5 + 88,8
nC + 18,7 nH — 41,3 n0 + 3,8 NN + 64,0 nS — 20,2
nF — 23,5 nCl — 10,2 nBr — 1,07 nl + 127 nBENZ))
(Eq3)

Onde: i € o composto de interesse;
nC, nH, nO, nN, nS, nF, nCl, nBr, nl e
NBENZ s&o respectivamente o numero de
carbonos, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio,
enxofre, fldor, bromo, iodo, e anéis
benzénicos encontrados na estrutura do
composto. MW; e MWistp S80 0S pesos
moleculares das substancias de interesse e
do padrdo interno (ISTD, methyl
octanoate).

2.4.1 ENSAIOS DE SOLUBILIDADE
DO OECL

Os testes de solubilidade sao
utilizados para identificar as classes de
substancias organicas: S2 - Sais de acidos
organicos;  cloridratos de  amina;
aminoacidos; compostos polifuncionais
com grupos funcionais hidrofilicos:
hidratos de carbono, compostos poli-
hidroxi, acidos polibésicos, etc. SA -
Acidos carboxilicos monofuncionais com
cinco carbonos ou menos; &cidos
arilsulfénicos. SB - Aminas
monofuncionais com seis carbonos ou
menos. S1 — Alcoois, aldeidos, cetonas,
ésteres, nitrilas e amidas, com cinco
atomos de carbono ou  menos
(monofuncionais). Al - Acidos organicos
fortes: &cidos carboxilicos com mais de
seis carbonos; fendis com  grupos
retiradores de elétrons na(s) posicao(fes)
orto e/ou para; I3-dicetonas (I,3-dicetonas).
A2 — Acidos organicos fracos: fendis,
enois, oximas, imidas, sulfonamidas,
tiofendis, todos com mais de cinco atomos
de carbono. Incluem-se também as -
dicetonas, 0s compostos nitro com
hidrogénio em e as sulfonamidas.B -
Aminas alifaticas com oito ou mais
carbonos; anilinas (apenas um grupo fenil
ligado ao nitrogénio); alguns éteres. MN -
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Compostos neutros diversos contendo
nitrogénio ou enxofre e com mais de cinco
atomos de carbono. N1 — Alcoois,
aldeidos, metilcetonas, cetonas ciclicas e
ésteres com um s6 grupo funcional e mais
de cinco atomos de carbono, mas menos do
que nove. Eteres com menos de oito
atomos de carbono e epoxidos. N2 —
Alquenos, alquinos, éteres, compostos
aromaticos (especialmente 0s que tém
grupos ativantes) e cetonas (exceto as da
classe N1) (SHRINER et al., 2004,
COSTA, 2004).

Para a identificacdo de grupos
funcionais predominantes na amostra de
OECL utilizou-se a marcha analitica
proposta por SHRINER et al., (2004) com
adaptacdes. Os testes de solubilidade
foram realizados com 0s seguintes
solventes: agua destilada, hidroxido de
sédio (5% m vY); &cido cloridrico (5% m
v1), acido sulfarico (98% m v?t) e écido
fosforico (85% m v?'). O ensaio foi
realizado a temperatura ambiente (25£2°C)
por adicdo de 1,5 mL do solvente a 30 mg
da amostra de OECL, com a agitacdo
constante por cerca de 3 minutos e, ap0s
estabilizacdo, observacdo da solubilidade
da amostra.

2.5 CARACTERIZACAO BIOLOGICA
DO OECL

2.5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
IN VITRO DO OECL

A metodologia empregada na
determinacdo da atividade antioxidante foi
baseada na extingdo da absorcéo do radical
livre DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil),
proposta por BRAND-WILLIAMS et al,
(1995), citado por RUFINO et al. (2007),
com adaptacbes. Foram  preparadas
solucBes etandlicas do OECL (10, 20, 40,
83, 167 e 334 mg mL™1), antioxidante
sintético BHT (butilhidroxitolueno) (40,
60, 80, 100, 120, 400 mg mL™?) e um
controle com etanol absoluto. Também foi
construida uma curva padrdo de calibracao
para com solugdes etanolicas do DPPH nas
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seguintes concentragbes (0, 25, 50, 75,
125, 200 e 250 pmol L™).

O ensaio de atividade antioxidante
foi realizado em triplicata, partindo de 1,5
mL de solucdo da amostra (controle,
OECL e BHT) e 1,0 mL de DPPH 250
umol L. Para cada concentragdo de
amostra foi feito um branco, utilizando
etanol absoluto ao invés do DPPH. Apoés
homogeneizacdo e repouso por uma hora
em camara escuro as leituras de
absorbancias foram efetuadas a 515 nm em
espectrofotometro  UV-Vis (EDUTEC,
EEQ-9023) com diferentes brancos de
acordo com as concentracdes utilizadas. O
percentual de sequestro do OECL foi
calculado através da Eq. 4. Em que: Ao =
absorbancia do controle (auséncia de
antioxidante); A, = absorbancia da
amostra.

%Sequestro DPPH =100 * [(Ao — An)/Ac]  (Eq4)

2.5.2 FITOTOXICIDADE

O potencial fitotdxico do OECL foi
avaliado conforme método proposto por
HAZRATI et al., (2017). Os bioensaios
realizados in vitro para avaliar a
fitotoxicidade de compostos tém sido
realizados em plantas comerciais como
modelos  de  dose-resposta. Estas
apresentam  homogeneidade  genética,
germinacao uniforme, facil disponibilidade
possibilitando ensaios controlados e muitas
repeticdes amostrais (HAZRATI et al.,
2017; PAULA et al., 2015; TREVISAN et
al., 2012).

Foram preparadas emulsbes do
OECL nas concentracfes zero (controle) e
30 mg mL? (tratamento) tendo como
agente emulsionante o Tween 80 a 30 mg
mL™t. As emulsdes foram preparadas em
cuba de ultrassom (CRISTOFOLI, USC-
0353/06) a 50 Hz por 60 s. O 6leo foi
misturado em baldo volumétrico com
Tween 80 e foi sendo adicionada &gua
gradativamente a mistura até o volume
desejado. Apds homogeneizacdo das
emulsdes a agitacdo foi mantida por mais 3
minutos nas mesmas condigoes.
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O ensaio de fitotoxicidade do
OECL foi realizado em Lacuta sativa
(alface). Vinte sementes de alface foram
posicionadas em Placa de Petrri de (@ =9
cm), contendo papel de filtro umedecido
com 2,0 mL das emulsées de OECL (0 ou
30 mg mL1) em trés repeticdes cada. As
placas foram dispostas em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em camara
de germinacdo e incubadas com controle
de temperatura (24°C£1), luminosidade
(3,52+1,50 J s1) e fotoperiodo (16 horas de
luz e 8 horas de escuro). O numero de
sementes germinadas, o desenvolvimento
de raizes e o desenvolvimento da parte
aérea foram observados apés sete dias de
exposicdo aos tratamentos. Os dados foram
submetidos a andlise descritiva e testados
pelo teste t de Student (p<0,05).

2.5.3 CITOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade do
OECL foi realizada em leveduras do tipo
(Saccharomyces  cerevisiae). A S.
cerevisiae pode ser utilizada como modelo
microbioldgico unicelular eucariotico em
pesquisa in vitro nas areas das ciéncias
Bioldgicas e Biomédicas relacionadas ao
efeito de dose-resposta, por apresentarem
caracteristicas celulares muito semelhantes
as de células humanas, além de permitir a
realizacdo de experimentos controlados
com um grande numero de repeticbes
amostrais (BRONZETTI et al., 1990; DE
FREITAS et al., 2003; KASEMETS et al.,
2009; MORANO et al., 2012). O meio
nutritivo utilizado foi sacarose 0,080 mol
L. Os ensaios foram realizados com o
OECL nas concentrac@es zero (controle) e
30 mg mL* (tratamento) em trés repeticdes
cada.

Para 0 ensaio foram misturados em
tubos do tipo eppendorf, zero ou 60 mg de
OECL, 20 mg de fermento bioldgico seco
(marca Fleischmann® e 2,0 mL de
sacarose 0,080 mol L™ Os tubos foram
incubados em estufa a 40°C, com agitagéo
horizontal 30 rpm por 240 minutos, e
centrifugados (Hermle Labortechnik, Z
216 M) por 10 minutos a 6000 rpm. Os
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sobrenadantes  foram  submetidos a
quantificacdo dos teores de agUcares
redutores (glicose + frutose) pelo método
ADNS (VASCONCELOS et al., 2013 e
SANTOS et al.,, 2017) e as massas do
corpo de fundo foram medidas apos
secagem ao ar por 24 horas para
mensuracdo da taxa de crescimento celular
(biomassa) (MAUERHOFER et al., 2019;
LI e MIRA, 2010). Os dados foram
submetidos & andlise descritiva e testados
pelo teste t de Student (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apontam que, em
média, 12,5 + 2,0% em massa da laranja
correspondem a casca e estas apresentaram
61,496 + 0,204% (g g*) de umidade. O
teor de 6leo obtido na hidrodestilagdo das
cascas frescas foi de 0,909 + 0,050% (g g
1, valor este satisfatorio em se tratando de
6leo essencial. Em estudos realizados por
SANTOS et al., (2023) com 30 diferentes
espécies de laranjas, encontrou teor de 6leo
variando de 0,23 a 5,57% (g g}).

3.1 CARACTERIZACAO FIiSICA DO
OECL

O OECL apresentou-se incolor,
translicido e com aroma citrico
caracteristico da fruta, com densidade (d) =
0,8572 + 0,0063 g cm?® e indice de
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refracdo (IR) = 1,4712 + 0,0005. A medida
de densidade e o indice de refracdo séo os
pardmetros fisicos, o conhecimento destes
parametros visa garantir o controle de
qualidade e pureza do produto, pois sdo
caracteristicas intrinsecas para cada tipo de
6leo, e sdo alteradas por adulteracdo,
oxidacdo e degradacdo térmica (DO et al.,
2015; TUREK e STINTZING, 2013). Os
valores obtidos para estes parametros em
conformidade com a ISO 3140 (2019) e
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2019)
para 6leo essencial, obtido por prensagem
das cascas de laranja (d= 0,842 a 0,850g
cm® e IR = 1,470 a 1,476). Valores
semelhantes foram  encontrados  por
diversos autores para O6leo essencial de
laranja obtido por hidrodestilacdo das
cascas: Oliveira Everton et al. (2020), d =
0,8500 e IR = 1,476; Borges et al. (2021),
d = 0,849 e IR = 1,4724 e Andriyevsky et
al. (2016),d = 0,845 ¢ IR = 1,470.

3.2 CARACTERIZACAO
CROMATOGRAFICA DO OECL

A anélise cromatogréfica do OECL
permitiu a identificacdo de trés compostos
majoritarios (Figura 1, Tabela 1 e Tabela
2). Os compostos identificados foram o f-
Pineno, Limoneno e o Linalol (Figura 2).
Com predominancia de monoterpenos
hidrocarbonetos (97,74%).

Tabela 1 - Caracterizacdo cromatografica do OECL com deteccdo por espectrometria de

massas.

Compostos Tr(min.)

Padrao de fragmentacgdo (m/z e intensidade relativa)

B-Pineno 10,825
Limoneno 12,524
Linalol 15,778

136(10); 121(10); 107(5); 93(100); 79(30); 69(80); 53(10%); 41(80%)
136(30); 121(30); 107(30); 93(75); 79(40); 68(100); 53(20); 39(20)
154(5); 136(10); 121(30); 105(10); 93(80); 80(40); 71(100); 55(60); 41(50)

OECL — Oleo essencial da casca da laranja; Tr: tempo de retencdo em minutos; m/z: relagio massa/carga.

Fonte: Autor (2023).
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Figura 1 - Perfil cromatografico do OECL
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OECL — Oleo essencial da casca da laranja; A — Perfil cromatografico do OECL; B — Perfil
cromatografico OECL comparado com padrdes externos.
Fonte: Autor (2024).

Tabela 2 - Caracterizacdo cromatogréafica do OECL com deteccdo por ionizagdo de chama.

%A

Pico RT (min.) %A (RRF) IKca IRtab Composto Identificacéo
1 10,852 1.37 1,05(1,37) 991 992 B-Pineno IKIMS
2 12,524 96.70 73,98(96,37) 1029 1028 Limoneno IK/MS/Padrdo
3 15,778 1.93 1.74(2,26) 1101 1101 Linalol IK/MS/Padréo

Monoterpeno
hidrocarboneto 98,07 75,03(97.74)

Monoterpeno oxigenado 1,93 1,74(2,26)

Sesquiterpeno

hidrocarboneto

Sesquiterpeno oxigenado - -

Total 100,00 76,77(100,00)

OECL - Oleo essencial da casca da laranja; RT (Tempo de retencdo — minutos); %A (area relativa); %A (RRF) (area
relativa corrigida pelo RRF); IKca (Indice de Retencdo Calculado); IKta (Indice de Retencdo tabelado); MS
(Espectrometria da massas).

Fonte: Autor (2024).
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Figura 2. Estrutura molecular dos constituintes majoritarios do OECL (Oleo essencial da

casca da laranja)

1) B-Pineno

Fonte: Autor (2024).

3.3 ENSAIO DE SOLUBILIDADE DO
OECL

O OECL, quando em contato com
agua destilada, solucdo de NaOH 5% (m v
1, HCI 5% (v v!) e H3PO4 85% (m v?1)
apresentou-se insoltvel. Ja na presenca da
solucéo de H2SO4 96% (m v'') apresentou-
se soltvel (Tabela 3) sendo classificado na
classe N2 (alquenos, alquinos, éteres,
compostos aromaticos), 0 que corrobora

2) Limoneno

HO

X

X

3) Linalol

com os resultados obtidos na composicao
quimica do OECL, presenca de compostos
de cadeia hidrocarbonica poli-insaturada e
com comportamento apolar (hidrofilico)
acentuado: Limoneno (96,37%), B-Pineno
(1,37%) e Linalol (2,26%) (Tabela 1,
Tabela 2, Figura 1 e Figura 2).

Tabela 3. Resultados obtidos na identificacdo do OECL pelo teste de solubilidade.

NaOH

AMOSTRA Agua 506 m v-l

5%m v

H>SO, HsPO4

*
96% mv! 850 myi  Classe

OECL InsolUvel Insoluvel

Insoluvel Soluvel

InsolUvel N2

"Classe N2: Alcenos, alcinos, éteres, alguns compostos aromaticos (com grupos ativantes) (SHRINER et al.,

2004; COSTA, 2004).
Fonte: autor, 2024

34 DETERMINACAO DE
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN
VITRO (DPPH)

O estudo comparativo entre OECL
e 0 antioxidante sintético BHT (Figura 3A
e 3C), permite dizer que o OECL exerce
uma atividade antioxidante trés vezes
maior que o BHT. OECL apresentou
concentragOes efetivas de 89 mg mL™? e
472 mg mL? respectivamente para
sequestro de 50% (CEso) e 90% (CEso) do
radical livie DPPH (250 pmol L),

enquanto as concentracfes efetivas do
BHT foram, CEso = 343 mg mL e CEg =
1489 mg mL? (Figura 3B). Relatos da
acdo antioxidante de o6leo essencial de
laranja estdo disponiveis na literatura, no
entanto apontam a utilizagdo de
concentragdes menores de OECL para
obtencdo do mesmo efeito sequestrante
(CEso): 37,25 + 2,85 mg'mL? (TORRES-
ALVAREZ et al., 2017), 752.26 pg-mL™
(BEN MIRI et al., 2018) e 4,72 ug'mL?
(ORSO et al., 2022).
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Figura 3- Atividade antioxidante do OECL
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OECL — Oleo essencial da casca da laranja; A — Sequestro de DPPH pelo BHT (antioxidante sintético); B — Sequestro
de DPPH pelo OECL; C — Estudo comparativo do OECL com BHT 200 (mg mL!) limite maximo estabelecido para

usos em alimentos.
Fonte: Autor (2024).

A acdo antioxidante observada esta
diretamente relacionada aos compostos
majoritarios  presentes no  OECL,
limoneno, p-pineno e linalol. Estudos
realizados in vitro e in vivo apontam que
tratamentos contendo estes compostos em
células animais e vegetais exercem efeito
citoprotetor atraves da neutralizagdo de
ERO (espécies reativas do oxigénio),

otimizagdo dos sistemas de defesa
antioxidante e reducdo do estresse
oxidativo (BAYER et al, 2023

BOUZENNA et al., 2017; JABIR et al.,
2018; HIMED et al., 2019; PICCIALLI et
al., 2021; SEOL et al., 2016; XANTHIS et
al., 2021).

C (mg mL?)

Os resultados obtidos indicam
potencialidade para o uso do OECL como
agente antioxidante em animais e vegetais.

Nos animais os radicais livres sdo
frequentemente produzidos como
subprodutos naturais do metabolismo

celular; e em vegetais os radicais livres
surgem como resposta a0  estresse
ambiental, como exposicdo a luz solar
intensa ou agdo de agentes patogénicos
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015;
FOYER e NOCTOR, 2011; MITTLER,
2002; VALKO et al., 2006).
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35 AVALIACAO DA
FITOTOXICIDADE E
CITOTOXICIDADE DO OECL

Os resultados observados para
fitoxicidade apontam que o contato da
semente com a emulsdo de OECL na
concentragdo 30 mg mL™* (Figura 4A) nio
alterou significativamente 0 processo
germinativo da L. sativa. O mesmo foi
observado para o crescimento radicular
(Figura 4B), este é um indicio que 0s
compostos predominantes presentes no
OECL, como os hidrocarbonetos poli-
insaturados ndo afetam os mecanismos de
germinacdo e de emissdo de radicelas
(raizes).

" ~

IEsGIencla

J& o desenvolvimento da parte
aérea (folhas) foi drasticamente afetada
(Figura 4C), com reducdo de 90% na
emissdo de foliolos (folhas). A acdo
fitotoxica pode ser provocada por
alteracBes bioquimicas que interferem no
desenvolvimento celular, com a inibicéo da
sintese ou acdo de enzimas que atuam no
meristema apical da parte aérea da planta
(MARCHI et al., 2008). Possivelmente o
carater lipofilico dos compostos presentes
no OECL tem um efeito sobre as rotas
metabolicas do desenvolvimento foliar
(GOBARA, 2019; TAIZ et al., 2017).

Figura 4. Fitotoxicidade in vitro do OECL sobre a Lacuta sativa.
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OECL — Oleo essencial da casca da laranja; A — Efeito germinativo; B — Desenvolvimento raizes; C —
Desenvolvimento da parte aérea; Teste t-Student para amostras independentes com variancias iguais; *p < 0,05,
indica diferencas entre médias na presenca e auséncia do OECL.

Fonte: Autor (2024).

Os resultados observados nos
ensaios de citoxicidade apontam que a
presenca de 30 mg mL* de OECL (Figura
5A) no meio nutritivo ndo afeta a
viabilidade celular da S. cerevisiae, pois
ndo  foram  observadas  diferencas

estatisticas em relagdo ao controle no que
se refere a taxa de crescimento celular. A
viabilidade de crescimento  celular
manteve-se estavel e constante em todos o0s
ensaios realizados.
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Figura 5. Citotoxicidade in vitro do OECL sobre a Saccharomyces. cerevisiae.
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OECL - Oleo essencial da casca da laranja; A — Crescimento e viabilidade celular; B — Alteragfo na eficiéncia
enzimética. Teste t-Student para amostras independentes com variancias iguais; *p < 0,05, indica diferencas

entre médias na presenca e auséncia do OECL.
Fonte: Autor (2024).

J4 para a atividade enzimaética
(Figura 4B) foram observadas diferencas
estatisticas em relacdo ao controle no que
se refere a capacidade da Saccharomyces
processar o substrato sacarose pela acdo da
enzima invertase. Houve reducdo de 30%
na eficiéncia de conversdo da sacarose em
glicose e frutose. Indicativo estes de que 0s
compostos presentes no OECL
apresentaram  propriedades  citotoxicas
sobre as células (eucarioticas) da levedura
alterando seu metabolismo enzimaético,
mas nao sua capacidade reprodutiva
(NELSON e COX, 2022; SINGH et al.,
2010).

De forma geral, as atividades
fitotoxicas e citotoxicas observadas
apontam para uma relacdo direta com a
composicdo do OECL. Embora seus
mecanismos de acdo ndo estejam
totalmente elucidados, sabe-se que existe
uma acdo mais efetiva dos monoterpenos
oxigenados (hidrofilicos) na germinacao,
na supresséo do ciclo meristematico, e no
aumento da formacdo de aberracGes
cromossémicas. E por outro lado, os
monoterpenos hidrocarbonetos
(lipofilicos), devido a sua maior
capacidade de penetracdo nas membranas,
reduzem ou restringem a respiragdo
mitocondrial e induzem a peroxidagéo
lipidica, afetando diretamente a formacao
dos microtibulo, o que proporciona a

ruptura da membrana plasmatica e
extravasamento do contetdo celular
(ABD-ELGAWAD et al., 2020; ALVES et
al., 2023; FAGODIA et al, 2017;
GETTYS et al., 2022; IBANEZ et al.,
2022; JIANG et al., 2021).

4 CONCLUSAO

A exploracdo do OECL das cascas
residuais de laranja  apresenta-se
promissora quanto ao rendimento de
obtencdo e  atividades  bioldgicas,
principalmente por se tratar de um
subproduto obtido de uma fonte residual.
Foi possivel obter um éleo essencial com
parametros fisicos dentro dos padrdes de
qualidade estabelecidos para Oleo de
laranja doce, em sua composicdo gquimica
houve predominancia de substancias com
atividades bioldgicas conhecidas, limoneno
(96,37%), PB-pineno (1,37% e linalol
(2,26%). O OECL mostrou-se efetivo
como agente antioxidante, com CEso = 89
mg mL™* sobre 0 DPPH, apresentou efeito
fitotoxico sobre o desenvolvimento de
foliolos em plantas dicotiledéneas e com
propriedade de inibicdo da atividade
enzimética em leveduras em concentragoes
de at¢ 30 mg mL?% Estudos mais
aprofundados devem ser realizados para
desenvolvimento de técnicas de aplicagdo
mais eficazes, elucida¢do dos mecanismos
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de acéo e a avaliacdo de sua seletividade e
espectro de acao.
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