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Resumo

Indubitavelmente, os 6leos essenciais atraem cada vez mais o interesse da populagao por sua eficién-
cia organica beneficente. No presente estudo avaliou-se o potencial antibacteriano e a atividade an-
tioxidante dos 6leos essenciais citricos de Citrus aurantium var. dulcis (laranja doce), Passiflora edulis
(maracuja) e Citrus reticulata v. tangerine (tangerina) frente a bactérias lacticas e patogénicas. Foram
utilizadas bactérias lacticas de Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
e as bactérias patogénigcas Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella sp. Os 6leos essen-
ciais de Citrus aurantium var. dulcis, Passiflora edulis e Citrus reticulata v. tangerine foram adquiridos
comercialmente. Foi realizado o screening da atividade antibacteriana, a determinagdo da Concentra-
¢ao Inibitéria Minima (CIM) e a Concentragao Bactericida Minima (CBM). A atividade antioxidante foi
realizada pela metodologia de DPPH, e o tratamento de dados foi realizado com o software BioEstat.
Os trés oleos apresentaram efeitos inibitorios frente as bactérias patogénicas experimentadas, contudo
os resultados foram discrepantes entre si. Com relagéo a CIM e a CBM, o 6leo essencial citrico de Ci-
trus reticulata v. tangerine apresentou melhores resultados no controle da Salmonella e E. coli. Quanto
a atividade antioxidante, os 6leos essenciais de Citrus aurantium var. dulcis e Passiflora edulis apresen-
taram baixa atividade antioxidante, enquanto o 6leo essencial citrico de Citrus reticulata v. tangerine,
ndo apresentou capacidade antioxidante significativa. Conclui-se que os 6leos demonstraram ativida-
de antimicrobiana com potencial para inclusdo em alimentos, no entanto, estudos desta atividade na
matriz alimentar demandam outras pesquisas para verificar a possivel interferéncia desses 6leos, em
especial na viabilidade das bactérias lacticas.

Palavras-chave: Bactéria. Citrus. Conservantes de alimentos. Microbiologia de alimentos.

Antibacterial and antioxidant activity of essential oils citrus with potentiality for
inclusion as additives in foods

Abstract

Undoubtedly, the essential oils increasingly attracted the interest of the population by their organic
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efficiency benefit. The present study evaluated the potential antibacterial and antioxidant activity of es-
sential oils of Citrus aurantium var. dulcis (sweet orange), Passiflora edulis (passion fruit) and Citrus reti-
culata v. tangerine (Tangerine) of the lactic acid bacteria and pathogenic. Were used lactic acid bacteria
of Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus and pathogenic bacteria
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella sp. The essential oils of Citrus aurantium var.
dulcis, Passiflora edulis and Citrus reticulata v. tangerine were purchased commercially. It was carried
out the screening of antibacterial activity, determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal concentration (CBM). The antioxidant activity was held by the DPPH methodo-
logy, and the processing of data was performed with the software BioEstat. The three oils showed
inhibitory effects against the pathogenic bacteria tested, however the results were conflicting with each
other. With respect to the machinery rings and the CBM, the citrus essential oil from Citrus reticulata v.
tangerine presented better results on the control of Salmonella and E. coli. As for antioxidant activity, es-
sential oils of Citrus aurantium var. dulcis and Passiflora edulis presented low antioxidant activity, while
the citrus essential oil from Citrus reticulata v. tangerine, showed no significant antioxidant capacity. It
was observed that the oils have demonstrated antimicrobial activity with potential for inclusion in food,
however, studies of this activity in food require further research to check the possible interference of

these oils, particularly on the viability of the lactic acid bacteria.

Keywords: Bacteria. Citrus. Food preservatives. Food microbiology.

Introdugéao

O Brasil € um dos grandes produtores
de frutas citricas e os subprodutos gerados des-
ses frutos tem sido de grande interesse para as
industrias alimenticias (BIZZO; HOVELL; RE-
ZENDE, 2009). O uso indiscriminado de aditivos
quimicos tem gerado problemas de saude publi-
ca mundial causando efeitos deletérios a saude
da populagdo. Entre os patdégenos de origem
alimentar pode-se elencar o Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Salmonella enterica, e Pseudomonas aeru-
ginosa, no qual sao responsaveis por elevados
numero de doengas e mortes em todo o mundo
transmitidas pela ingestao de alimentos e produ-
tos contaminados (RICKIE et al., 2005; OUSSA-
LAH et al., 2007).

Com o intuito de melhorar a vida de
prateleira dos alimentos mantendo uma alimen-
tacdo saudavel, observa-se a utilizagdo dos
subprodutos da casca da laranja, da tangerina
e das sementes do maracuja, no qual extrai-se
os Oleos essenciais citricos para o controle de
bactérias patogénicas (SOLOMAKOSA et al,,
2008), sendo assim patenteiam uma nova pers-
pectiva para a producao de alimentos sem aditi-
vos ou conservantes quimicos (OLIVEIRA et al.,
2011). O dleo Citrus aurantium var. dulcis (laran-
ja doce) é obtido por prensagem a frio da casca
dos frutos, possui cor amarela a castanho e odor
citrico. O limoneno é o composto majoritario res-
ponsavel por auxiliar no tratamento de disturbios

psiquiatricos e na reducao de estresse psicolo-
gico, pois apresenta agdo antidepressiva sobre
o sistema nervoso central (LEITE et al., 2008).

O o6leo de Passiflora edulis (maracuja)
€ extraido por prensagem a frio das sementes,
resulta em um liquido amarelo, de odor caracte-
ristico, contendo polifendis, triterpenos e este-
réides, entre outros. O dleo de Citrus reticulata
v. tangerine (tangerina) é obtido por prensagem
a frio da casca dos frutos, possui cor alaranja-
da de odor citrico caracteristico do fruto sendo
o limoneno e d-terpineno os principais compos-
tos (TEIXEIRA; MARQUES; PIO, 2014). Poucos
estudos foram realizados sobre o fruto, mas os
compostos possuem efeitos ansioliticos de for-
ma parecida com o da laranja doce, pois apre-
senta na constituicdo um composto em comum,
o limoneno (PIMENTA et al., 2016).

Tendo em vista o crescente interesse
pelos 6leos essenciais associado a importancia
da disponibilizagdo de produtos seguros e sau-
daveis para a populagao, o presente trabalho
avaliou o potencial antibacteriano e antioxidante
dos dleos essenciais citricos de Citrus auran-
tium var. dulcis, Passiflora edulis e Citrus reti-
culata v. tangerine frente a bactérias lacticas e
patogénicas.

Material e métodos

Trata-se de um estudo descritivo, quan-
titativo, sendo as analises microbioldgicas rea-
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lizadas no laboratério de Sanidade Animal no
Centro de Pesquisas em Ciéncias Agrarias -
CPCA do Instituto de Ciéncias Agrarias da Uni-
versidade Federal de Minas Gerais, em Montes
Claros — MG. As cepas de bactérias patogéni-
cas ATTCC de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonela spp. e a cultura mista de
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus del-
brueckii ssp. bulgaricus utilizadas nas analises,
foram adquiridas do banco de bactérias do labo-
ratorio de Sanidade Animal. Os dleos essenciais
citricos de Citrus aurantium var. dulcis, Passiflo-
ra edulis e Citrus reticulata v. tangerine adquiri-
dos comercialmente.

O screening da atividade antibacteriana
foi desenvolvido pelo método de difusao em pla-
cas nos discos de papel, baseado no proposto
pelo CLSI (2015b) com adequacgdes. Os discos
de papel filtro de 6 mm de didmetro foram im-
pregnados com 20 uL do éleo essencial citrico
e colocados no centro da placa de Petri, na qual
continha a suspensao e o meio de cultura Miller
Hinton solidificado. Posterior, as placas foram
incubacao por 24 horas a 37°C, no final do pe-
riodo, os halos de inibicdo foram medidos e ex-
pressos em mm.

A determinagdo da concentragdo ini-
bitéria minima (CIM) foi realizada pelo método
de macrodiluigdo em tubos de ensaio conforme
CLSI (2015a) com modificagbes. Os tubos de
ensaio contendo o caldo nutriente foram prepa-
rados e, suplementados com as concentragdes
de 20 a 320 pL/mL dos éleos essenciais citricos.
Essas foram ajustadas para obter um volume
total de 3 mL e em seguida, inoculou-se uma
suspensao das bactérias lacticas e patogénicas,
os tubos foram incubados a 35+2°C por 24 ho-
ras. A CIM foi a de mais baixa concentracao da
substancia testada na qual ocorreu a inibigao
do crescimento bacteriano visivel, ou seja, pela
turvacdo, e para confirmar a auséncia de cres-
cimento foi adicionado posteriormente o cloreto
de trifeniltetrazélio (TTC).

Apos a observacgao, aliquotas de 100 pL
dos tubos que ndo apresentaram crescimento
bacteriano visivel com a concentragdo do an-
timicrobiano representado pela CIM, e de dois
tubos com concentragdes superiores, foram ino-
culadas em placas contendo Agar TSA e incuba-
das a 24 horas por 37°C. Para a concentragao

bactericida minima CBM foi considerada como a
menor concentragado do 6leo essencial, no qual
as cepas testes ndo apresentaram capacidade
de crescimento no Agar.

A atividade antioxidante foi realizada no
Laboratério de Plantas Medicinais do Instituto
de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal
de Minas Gerais — ICA/UFMG. A atividade an-
tioxidante foi determinada pelo método DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila), segundo Bozin et
al., (2006), e o DPPH adquirido comercialmen-
te. Utilizou-se 2,0 mg de DPPH (90 mM) diluidos
em 50 mL de metanol. As solugbes estoques
dos ¢6leos essenciais citricos foram preparadas
com 0,1 g, diluidos em 100 mL de metanol. As
concentragdes utilizadas para as analises foram
de 400 a 25 pL/mL de cada 6leo essencial citrico
analisado.

Aliquotas da solugéo de 6leo (3 mL), de
cada concentracao, foram transferidas para um
tubo de ensaio e adicionado 1 mL da solugéo de
DPPH. Os tubos foram mantidos por 60 minutos
no escuro. O consumo do DPPH foi realizado
a 515 nm em espectrofotdbmetro (Cary 60 colo-
car marca e modelo). Foram calculados o indice
DPPH, o IC,, (quantidade suficiente para 50%
de inibicdo) e a agédo antioxidante dos O6leos
essenciais citricos foi expressa pelo indice de
Atividade Antioxidante (IAA). A agéo antioxidan-
te foi considerada baixa quando o IAA < 0,5,
acado moderada quando o AAI estiver entre 0,5
e 1,0, agdo antioxidante forte quando o IAA for
de 1,0 a 2,0, e acao muito forte para valor de
IAA > 2,0. Todas as solugbes das amostras e
padrées, bem como as solugdes de DPPH, fo-
ram preparadas diariamente antes da utilizagao.
As analises foram realizadas em ftriplicata, e os
resultados submetido a analise de variancia e
teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia,
no software BioEstat.

Resultados e discussao

Os oleos essenciais citricos de Citrus
aurantium var. dulcis, Passiflora edulis e Citrus
reticulata v. tangerine apresentaram atividade
antibacteriana frente a todas as bactérias anali-
sadas, conforme Tabela 1. O 6leo de Citrus reti-
culata v. tangerine apresentou maiores halos de
inibicdo bacteriana, sendo que a menor concen-
tragdo capaz de inibir o crescimento de E. coli e
a Salmonella foi de 40 pL/mL.
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Tabela 1 — Screennig da atividade antimicrobiana em pL/mL dos 6leos essenciais citricos de Citrus
aurantium var. dulcis, Passiflora edulis e Citrus reticulata v. tangerine frente a cultura mista
de Streptococcus thermophilus e o Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, e para as bac-
térias patogénicas Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Escherichia coli.

Menor concentragao dos 6leos com diametros médios de = 10 mm

E. coli Salmonella sp. S. aureus Cultura mista
Citrus auratium var. dulcis 320 320 320 320
Passiflora edulis 80 160 160 320
Citrus reticulata v. tangerine 40 40 320 320

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

Segundo Mothana e Lindequist (2005),
halos de inibicdo de 8 a 13 mm sao considera-
dos extratos com poder de agdo moderadamen-
te ativos, ja halos de inibicdo maiores que 14
mm s&o extratos muito ativos. Com base nesse
critério, para o S. aureus, os 6leos de Citrus au-
rantium var. dulcis, Passiflora edulis e Citrus re-
ticulata v. tangerine foram moderadamente ativo
nas concentragdes de 320 yL/mL, 160 yL/mL e
80 yL/mL.

Para Salmonella sp., os 6leos essen-
ciais citricos testados foram moderadamente
ativos nas mesmas concentragdes anteriores e
apenas o 6leo de Citrus reticulata v. tangerine
foi moderadamente ativo em menor concentra-
¢ao (40 pL/mL), apresentando um halo médio de
10 mm e muito ativo na concentracdo de 320
pL/mL, com halo de inibicdo médio de 16 mm.
J4, para E. coli, cada um dos 6leos apresentou
efeitos distintos nas diferentes concentragdes,
conforme demonstrado no Grafico 1.

No presente trabalho, ndo foi possivel
calcular a atividade antioxidante da tangerina,
quanto aos valores de IAA, foram encontrados
entre 0,6 a 0,8, conforme descrito na tabela 2.
Verifica-se no estudo realizado por Couto e Can-
niatti-Brazaca (2010), no qual as analises rela-
cionadas a capacidade antioxidante dos com-
postos citricos demonstraram uma diferenca
consideravel na atividade antioxidante, quando
comparados diferentes variedades de laranjas e
tangerinas de significado comercial.

Conforme Andrade et al., (2012), quan-
do um composto apresenta baixo teor dos com-
postos responsaveis por capturar os radicais
livres, este fator pode ser responsavel pela fal-
ta de atividade antioxidante significativa, o que
pode ter ocorrido com o 6leo essencial de Citrus
reticulata v. tangerine, conforme demonstrado
na Tabela 2.
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Grafico 1 — Relagdo entre as diferentes concentragdes dos 6leos e o halo de inibicdo médio produzido
frente a cultura mista de Streptococcus thermophilus e o Lactobacillus delbrueckii ssp. bul-
garicus, e para as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Salmonella e Escherichia

coli.
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2016.

Tabela 2 — Concentragao efetiva 50% (uL/mL) e indice de atividade antioxidante dos éleos essenciais
citricos de Citrus aurantium var. dulcis, Passiflora edulis e Citrus reticulata v. tangerine.

Amostras CE,, (uL/mL) IAA
Citrus aurantium var. dulcis 63,12 0,633628
Passiflora edulis 49,19 0,813039
Citrus reticulata v. tangerine - -
BHT 161,44 0,247771

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

No estudo realizado por Silva et al.,

(2013), verificaram nos estudos in vitro e in vivo
atividade antioxidante contra danos oxidativos
na proteina, sendo considerados como novas
fontes de antioxidantes naturais.

Com relagdo a CIM e a CBM, o dleo

essencial de Citrus aurantium var. dulcis apre-
sentou melhores resultados no controle de S.
aureus. Segundo Anagnostopoulou et al., (2006)
esse 6leo pode ser utilizado como substancia
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conservante em alimentos, devido ao alto con-
teudo de compostos fendlicos e atividade antio-
xidante encontrados na amostra.

A agao contra as demais bactérias pa-
togénicas testadas apenas obteve resultados
positivos nas concentragées mais altas do ex-
perimento, assim como o 6leo essencial de
Passiflora edulis que nao apresentou diferenca

inibitéria e bactericida entre as cepas das bac-
térias testadas. As sementes do maracuja sao
consideradas boas fontes de acidos graxos es-
senciais (ZERAIK et al., 2010) além dos triterpe-
nos e esteroides, substancias que foram apon-
tadas como responsavel pelo efeito contra o S.
aureus, no estudo realizado por Miranda (2013),
(Tabela 3).

Tabela 3 — Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) obtida em
macrodiluigdo em tubos para os 6leos essenciais citricos frente a cultura mista de Strepto-
coccus thermophilus e o Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, e para as bactérias pato-
génicas Staphylococcus aureus, Salmonella e Escherichia coli.

Citrus auratium var.

Passiflora edulis (uL/

Citrus reticulata v.

Bactérias dulcis (uL/mL) mL) tangerine (uL/mL)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Cultura lactica 20 40

S. aureus 20 40 160 320 *2

Salmonella 160 320 80 160 40 80

E. coli 160 320 160 320 80 160

*1 Todos os resultados foram positivos para o crescimento das bactérias nas diferentes concentragdes testadas.
*2 Todos os resultados foram negativos para o crescimento das bactérias nas diferentes concentragdes testadas.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

Verificou-se que o d6leo essencial de
Citrus reticulata v. tangerine apresentou melhor
atividade tanto contra Salmonella, como contra
E. coli, quando comparado com os demais 6leos
testados. A diferenca de agdo antibacteriana dos
Oleos é devido a complexidade da composigao
quimica de cada um dos mesmos, no qual dife-
rem quanto a presenca de uma ou mais subs-
tancias (BAKKALI et al., 2008).

Os resultados de acgao inibitéria e bac-
tericida contra a cultura mista de bactérias lacti-
cas (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus) foram distintos entre
os 6leos essenciais citricos. Na tabela 4, obser-
va-se 0 halo médio de inibicdo dos 6leos inde-
pendente das concentragbes em que foram tes-
tados, além do potencial e efetividade de agéo
de cada um dos mesmos.

Tabela 4 — Sensibilidade de cepas bacterianas frente a acdo de diferentes 6leos essenciais citricos
(resultados expressos em didmetro dos halos de inibigdo do crescimento microbiano).

. S. aureus E. coli Salmonella Cultura Mista
Oleo Essencial
Citrico Halo de Inibicado Halo de Inibicao Halo de Inibicao  Halo de Inibigao
(mm) (mm) (mm) (mm)
Passiflora edulis 6,33a 11,00b 8,44b 5,55b
Citrus auratium 5,27ab 8,00c 6,38¢ 4,88a
var. dulcis
Citrus reticulata v. 4.88b 511a 5.38a 4.61b

tangerine

Letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

A composigao dos 6leos pode variar em
decorréncia de diversos fatores que vao desde

as condigdes do local e clima, cultivo do fruto,
forma de extragdo e armazenamento do produ-
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to, podem alterar a composigao dos 6leos e con-
sequentemente diminuir o potencial antimicro-
biano (BURT, 2007; NASCIMENTO et al., 2007).

Conclusao

Os o6leos essenciais citricos apresen-
taram efeitos inibitérios frente as bactérias pa-
togénicas experimentadas. O dleo essencial
de Citrus reticulata v. tangerine obteve maiores
efeitos contra as bactérias testadas de uma for-
ma geral, contudo o uso deste como conservan-
te ou aditivo quimico em produtos alimenticios

deve ser avaliado, devido aos efeitos inibitérios
sobre o crescimento e sobrevivéncia das bacté-
rias lacticas, para a utilizagcdo em especial nos
produtos lacticos.

Enquanto que para a atividade antioxi-
dante, os d6leos de Citrus aurantium var. dulcis
e Passiflora edulis mantiveram uma atividade
antioxidante baixa, e o 6leo essencial de Citrus
reticulata v. tangerine, ndo apresentou ativida-
de. Logo, estudos para a utilizagdo na matriz ali-
mentar demandam ser realizados, para verificar
o potencial na inclusdo em alimentos.
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