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RESUMO

O consumo da laranja e o crescente descarte das cascas utilizada no processo traz consigo a
geragao de grandes montantes de residuo vegetal pos extragao. Considerando este cenario, ¢
importante que estratégias de utilizacao e agregacao de valor ao residuo sejam consideradas nos
processos de extragdo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢ado
quimica, atividade inseticida, antimicrobiana e inibitdria frente a enzima acetilcolinesterase, do
oleo essencial das cascas de Citrus sinensis (L.). O Oleo essencial das cascas de C. sinensis
(OE-LJ) foi extraido por meio de hidrodestilacdo, em aparelho clevenger, durante 4 horas e
analisados por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM). A
bioatividade inseticida por fumigacdo foi avaliada em adultos de Sitophilus oryzae, utilizando
o limoneno (pureza > 95%) como padrao. As leituras de mortalidade foram feitas apos 24, 48 e
72 horas de exposicdo. A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando a técnica de difusdo
em agar frente as cepas Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Mycobacterium smegmatis e
Candida albicans. O potencial inibitorio frente a enzima acetilcolinesterase (AChE) foi
realizada in vitro e in silico. O perfil quimico da amostra, revelou a presenca de 33 substancias.
Pelo cromatograma foi possivel identificar seis compostos majoritarios, a saber: o -
Citroneleno (7,33%), trans Pineno (9,63%), Car-3-em-2-one (8,43%), Limonen-10-ol (8,26%)),
o o-Humuleno (10,52 B- e Acoradieno (12,47%). Das avaliagdes bioldgicas realizadas, foi
identificada uma atividade antimicrobiana do OE-LJ e do limoneno frente a E. faecalis, E. coli,
M. smegmatis e C. albicans. O bioensaio inseticida avaliou a interferéncia do OE-LJ e do
limoneno na fisiologia nutricional do gorgulho. Foi verificado que o monoterpeno causou uma
mortalidade significativa, promovendo danos fisiologicos ao S. oryzae. O OE-LJ apresentou
atividade anticolinesterasica in vitro, Clso = 72 pg/mL. No teste in silico, os compostos [3-
citronelaleno, limoneno, B-acoradieno e a-humuleno inibiram a enzima acetilcolinesterase, com
energias de ligagdo variando entre -6,2 e -9,6 kcal/mol. Esses valores foram proximos aos da
galantamina, com energia de ligagio de -9,8 kcal/mol e RMSD de 0,3678 A. Os resultados
indicam que o OE das cascas de C. sinensis apresenta-se como uma fonte de compostos com
propriedades antimicrobianas, anticolinesterdsica e inseticidas, sendo o limoneno um
constituinte promissor para o desenvolvimento de novas tecnologias a serem aplicadas no
manejo sustentavel, por sua acdo inseticida.

Palavras-chaves: Oleo essencial, Atividades bioldgicas, Economia Circular, Sustentabilidade.



ABSTRACT

The consumption of oranges and the growing disposal of Citrus peels used in the process result
in the generation of large amounts of post-extraction vegetable waste. Considering this scenario,
it is important that strategies for using and adding value to the residue are considered in the
extraction processes. In this context, the aim of this study was to evaluate the chemical
composition, insecticidal and antimicrobial activity of the essential oil from the peels of Citrus
sinensis (L.) (OE-LJ). The essential oil from the peels of Citrus sinensis was extracted by
hydrodistillation in a clevenger for 4 hours and analyzed by Gas Chromatography Coupled with
Mass Spectrometry (GC-MS). For biological activity, the agar diffusion technique was used
against the following strains: Escherichia coli (ATC25922), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Candida albicans (ATCC 10231), Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468).
Insecticidal bioactivity by fumigation was assessed on adults of Sitophilus oryzae, using
limonene (purity > 95%) as a standard. Mortality readings were taken after 24, 48 and 72 hours
of exposure. At a concentration of 914.20 puL/L, limonene showed the highest mortality rate,
with an average of 14.9% and a standard error of + 1.46, indicating its potential as a
bioinsecticide agent. The inhibitory potential against the enzyme acetylcholinesterase (AChE)
was carried out in vitro and in silico. The chemical profile of the sample revealed the presence
of 33 substances. The mass spectrum identified six major compounds: B-Citronellene (7.33%),
trans-Pinene (9.63%), Car-3-in-2-one (8.43%), Limonen-10-ol (8.26%), a-Humulene (10.52 -
and Acoradiene (12.47%). The biological evaluations carried out identified the antimicrobial
activity of OE-LJ and limonene against Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Mycobacterium smegmatis and Candida albicans. The insecticide bioassay evaluated the
interference of OE-LJ and limonene on the nutritional physiology of the weevil. It was found
that the monoterpene caused significant mortality and physiological damage to S. oryzae. OE-
LJ showed anticholinesterase activity in vitro, CI50 = 72 pg/mL. In the in silico test, the
compounds B-citronellalene, limonene, B-acoradiene and a-humulene inhibited the enzyme
acetylcholinesterase, with binding energies ranging from -6.2 to -9.6 kcal/mol. These values
were close to those of galantamine, with a binding energy of -9.8 kcal/mol and RMSD of 0.3678
A. The results indicate that the EO of C. sinensis peels is a source of compounds with
antimicrobial, anticholinesterase and insecticidal properties, with limonene being a promising
constituent for the development of new technologies to be applied in sustainable management,
due to its insecticidal action.

Keywords: Essential oil, Biological activities, Circular Economy, Sustainability.
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1 INTRODUGCAO

As plantas sdo amplamente utilizadas na prevencdo, tratamento e cura de diversas
doencas (Oliveira., et al 2020). Diferentes espécies de plantas estdo sendo estudadas, bem
como o isolamento de seus principios ativos, servindo como modelagem de novos farmacos.
Os produtos naturais estdo cada vez mais em evidéncia, e 0s 6leos essenciais ganham destaque
por sua mistura de substancias complexas e volateis, que atuam como sistemas de defesa no
reino vegetal, visto que sdo fontes de agentes biocidas e apresentam atividades bactericidas,
inseticidas e fungicidas. (Gomes., et al 2015).

A ascendéncia de um processo de crise ambiental ao longo das Gltimas décadas, o qual
muito se deve a acao antropica, caracteriza um cenario carente de medidas sustentaveis efetivas
(Pires., et al 2017). A implementacdo de processos menos agressivos ao meio ambiente, a qual
passa essencialmente pela engenharia quimica, corrobora ao desenvolvimento de bioinddstrias,
atuando fundamentalmente sobre o reaproveitamento de residuos, como abordado no Programa
de Quimica Verde da Pfizer (Colberg et al., 2021). Dentre os produtos que podem ser extraidos
da biomassa destacam-se 0s 6leos essenciais, amplamente aplicados na atividade industrial no
ambito farmacéutico, na producdo de alimentos e cosméticos em geral.

A Economia Circular é vista como uma abordagem inovadora que busca reduzir o uso
de recursos naturais por meio da diminuicdo de desperdicios e do reaproveitamento de residuos
(Leitdo, 2015). Ao eliminar os desperdicios na cadeia industrial, é possivel diminuir os custos
de producdo e reduzir a dependéncia de recursos naturais (Ellen., et al 2012). Sua
implementacdo envolve trés aspectos fundamentais: a reducdo do impacto ambiental, os
beneficios econdmicos e a mitigacdo da escassez de recursos naturais (Mostaghel; Oghazi, et
al., 2018).

O conceito de Economia Circular se inspira no funcionamento da natureza, onde ndo ha
geracdo de residuos. Esse modelo utiliza os recursos repetidamente, minimizando a extracéo de
matérias-primas e a producéo de residuos (Leitdo et al., 2015; House Of Commons., et al 2014).
Ele est4 alinhado com os principios do desenvolvimento sustentavel e, por meio da inovacéo e
do design, visa "fechar o ciclo de vida" dos produtos, aumentando a eficiéncia no uso dos
recursos naturais e promovendo ganhos econémicos, sociais e ambientais (Leitdo et al., 2015;
Ghisellini et al., 2016; Korhonen et al., 2017).

De acordo com Reis, Fadigas e Carvalho (2012), a ideia de que o desenvolvimento
depende de um crescimento econdémico descontrolado leva a exploracdo excessiva dos recursos

naturais e ao consumo exacerbado, gerando grandes quantidades de residuos sélidos urbanos.



Esses residuos, frequentemente descartados em aterros ou diretamente no meio ambiente,
causam sérios impactos ambientais, pois essa problemética decorre do modelo econémico
linear, baseado em "extrair, transformar, produzir, consumir e descartar”, que agrava a escassez
de recursos e a producdo de residuos. Como alternativa, a Economia Circular propde
reaproveitar, reutilizar e reciclar materiais, fechando o ciclo de vida dos produtos e promovendo
beneficios econémicos, sociais e ambientais.

A preocupacdo crescente com as questdes ambientais tem mobilizado diversos setores
da industria. Tanto Orgdos governamentais quanto empresas estdo se esforcando para
implementar politicas ambientais que reduzam os impactos negativos ao meio ambiente. Como
parte desse esforco, resolucBes relacionadas a gestdo de residuos tém sido constantemente
revisadas, estabelecendo diretrizes para a classificacdo, tratamento, manuseio e descarte
adequado desses materiais (Pelizer et al., 2007).

No contexto agricola e econdmico, a laranja possui grande relevancia para o Brasil. O
pais é responsavel por cerca de 90% da producéo de laranjas na América do Sul, representando
34% da producdo mundial dessa fruta (Tribess et al., 2001).

Os residuos industriais, apds sua geracdo, necessitam de um destino apropriado, pois
sua acumulacdo no local de producéo pode causar sérios problemas ambientais. Além disso, 0s
residuos representam desperdicio de matéria-prima e energia, exigindo investimentos
consideraveis em tecnologias e processos para controlar a poluicao (Pelizer et al., 2007).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar os bioativos do 6leo
essencial obtido das cascas de Citrus sinensis. A pesquisa incluiu os efeitos antimicrobianos e
a bioatividade inseticida, avaliada por meio do método de fumigacdo, além da analise da
capacidade inibitdria do 6leo sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE), tanto por métodos in
vitro quanto in silico. Foram explorados o potencial bioativo do 6leo essencial extraido das
cascas, um subproduto frequentemente descartado, o que visa contribui para a valorizacéo de
residuos agroindustriais, fomentando a economia circular.

Além disso, o desenvolvimento de produtos naturais com atividade antimicrobiana e
inseticida pode reduzir a dependéncia de compostos sintéticos, que frequentemente possuem
alto custo e impactos ambientais adversos pois 0 uso racional dos recursos da espécie, aliado
ao incentivo para praticas de manejo sustentavel, reforca a preservacdo ambiental e a reducgéo
do desperdicio, estabelecendo um equilibrio entre a exploracdo econémica e a conservagdo dos

ecossistemas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Economia circular

O desenvolvimento sustentavel € um conceito que busca equilibrar progresso
econdmico, preservacdo ambiental e justica social. Garcia e Naime (2004) enfatizam que esse
equilibrio exige a participacdo de diversos grupos sociais para alcancar qualidade de vida e
equidade. Da mesma forma, Reis, Fadigas e Carvalho (2012) destacam que o desenvolvimento
sustentavel é uma forma de enfrentar problemas como desastres ecologicos, pobreza e ma
distribuicdo de recursos, mas ressaltam que isso demanda mudancgas na organizagao social, no
uso de recursos naturais e nos sistemas produtivos.

A Economia Circular é uma fonte de inovacdo que, por meio de estratégias como o
design sustentavel, busca "fechar o ciclo de vida" dos produtos, aumentando a eficiéncia no uso
de recursos naturais e gerando beneficios ambientais, econdmicos e sociais (Leitdo et al., 2015;
Ghisellini et al., 2016). A reducdo de desperdicios minimiza custos de producdo e a
dependéncia de recursos nao renovaveis (Ellen MacArthur Foundation, 2012). Além disso,
aborda aspectos cruciais, como mitigacdo do impacto ambiental, geracdo de beneficios
econdmicos e enfrentamento da escassez de recursos naturais (Mostaghel et al., 2018).

Como alternativa ao modelo linear de producgéo, a Economia Circular estabelece um
novo paradigma de sustentabilidade. Inspirada nos ciclos naturais, em que ndo ha geracao de
residuos, promove o reaproveitamento de materiais e a reducdao do consumo de matérias-primas
(Leitdo et al., 2015; House of Commons et al., 2014). Estudos de Korhonen et al., (2017) e
Feldmann et al. (2018) destacam seus impactos positivos no meio ambiente e na economia,

evidenciando sua capacidade de alinhar crescimento econémico e sustentabilidade ambiental.

2.2 Produtos Naturais

As plantas medicinais desempenham um papel significativo nos sistemas de medicina
tradicional, sendo a base desses tratamentos. Apesar de alguns beneficios terapéuticos dessas
plantas ainda carecerem de comprovacao cientifica, seus extratos sdo amplamente buscados
devido a presenga de substancias bioativas. No entanto, a utilizagdo continua dessas plantas
como recurso terapéutico para diversas enfermidades exige uma abordagem cientifica
(Nkantchoua et al., 2018).

Planta medicinal pode ser definida como qualquer espécie vegetal, cultivada ou néo, que
seja utilizada com fins terapéuticos. Ja o fitoterapico € o medicamento obtido e elaborado
tecnicamente, utilizando matérias-primas vegetais, com objetivos profilaticos, curativos ou

diagndsticos, proporcionando beneficios ao usuério. Ele €é caracterizado pelo conhecimento de
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sua eficécia e riscos, bem como pela reprodutibilidade e consisténcia de sua qualidade (Brasil,
2010). De acordo com Lorenzi e Matos (2012), as plantas medicinais tém sido utilizadas desde
os primordios da humanidade até os dias atuais para a prevencado e recuperacao da satde, com
0 conhecimento sendo transmitido de geracdo em geracdo. Diversas doencas tém sido tratadas
com chaés, tinturas, cataplasmas e unguentos feitos a partir dessas plantas.

A capacidade das plantas de biossintetizar compostos esta diretamente relacionada ao
tipo de atividade bioldgica que elas sdo capazes de promover, uma vez que essa producéo esta
vinculada ao metabolismo secundario das espécies vegetais. Os compostos gerados pelas
plantas desempenham fun¢des essenciais como protecdo contra herbivoros e microrganismos,
defesa contra radiagdo ultravioleta, atracdo de polinizadores e producdo de substéncias
alelopaticas, sendo armazenados em diferentes partes da planta, frequentemente nas areas mais
vulneraveis (Simdes et al., 2010). A concentracdo desses compostos pode ser influenciada por
fatores externos, como o indice pluviométrico, a composicdo do solo, a intensidade da luz solar

e a estacdo do ano (Barcelos et al., 2017).

2.3 Oleos essenciais

O termo 6leo essencial (OEs) origina-se do conceito de quinta essentia, proposto no
século X V1 pelo reformador da medicina Paracelsus VVon Hohenheim (Burt et al., 2004). Esses
6leos sdo misturas complexas de diversos compostos, podendo conter entre 20 e 60
componentes em concentracdes variadas. Geralmente, sdo caracterizados por dois ou trés
compostos predominantes, conhecidos como compostos majoritarios, que podem representar
de 20 a 70% de sua composicdo, enquanto os demais componentes estdo presentes em
concentracdes muito menores (Bakkali et al.,2008).

Os OEs, também sdo chamados de compostos volateis, devido a sua capacidade de
conferir aromas agradaveis e sabores caracteristicos. A temperatura ambiente, eles se
apresentam como liquidos oleosos de alta volatilidade, o que os distingue dos 6leos fixos. Esses
compostos séo lipofilicos, ou seja, insolGveis em agua, mas sollveis em solventes organicos.
De maneira geral, os 6leos essenciais séo instaveis, especialmente quando expostos a luz, calor,
umidade, ar e metais (Simdes et al., 2007).

Sua composicgéo inclui uma variedade de classes de compostos, como hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois, esteres, éteres, 0xidos,
perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas (Simdes et al., 2007). De modo
geral, possuem diversas propriedades bioldgicas, incluindo atividade antioxidante (Wannes et

al., 2010), acdo analgésica e anti-inflamatoria (Mendes et al., 2010), propriedades fungicidas
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(Carmo et al., 2008), atividade antitumoral (Silva et al., 2008) e acédo larvicida (Rajkumar et
al., 2010).

Ponce e colaboradores descrevem que os 6leos essenciais (OEs) tém sido considerados
alternativas promissoras aos conservantes sintéticos devido as suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, com um amplo espectro de atividades bioldgicas pois esses
compostos naturais oferecem beneficios adicionais, como a ndo toxicidade, o que tem gerado
crescente interesse em sua exploracdo para diversas aplicacdes, especialmente no setor
alimenticio e cosmético. A pesquisa sobre o potencial antioxidante e antimicrobiano dos 6leos
essenciais tem aumentado a medida que se reconhece sua eficacia e seguranga em comparagao

com substancias sintéticas.

2.4 Familia Rutaceae

A familia Rutaceae ¢ conhecida por apresentar géneros aromaticos, entre eles um bastante
conhecido o género Citrus que possui destaque na economia mundial devido a presenca de
6leos essenciais utilizados em diversas areas industriais e contribuem beneficamente a satide
populacional (Perveen; Qaiser, 2005; Djabou et al., 2013). Pode ser extraido de diferentes
espécies do género, como, C. sinensis, C. reticulata, C. limon, C. grandis e C. paradisi (Xu et
al.,2013).

Os componentes da familia Rutaceae sdo fortemente aromaticos devido ser presente os
Oleos essenciais que possuem importancia consideravel como fonte de frutas citricas. (Lopes ef
al.,2013).

O Brasil é o maior produtor de citricos do mundo, com destaque para o estado de Séo
Paulo, responsavel pela maior parte da exportacdo de suco concentrado de laranja. A producédo
industrial de suco gera uma grande quantidade de residuos, como cascas, sementes e polpas,
que tém sido amplamente reaproveitados como subprodutos em diversos setores. Esses residuos
sdo utilizados para a obtencao de 6leo essencial, producéo de racoes, fabricacdo de esséncias
aromaticas e até na producao de alcool, demonstrando o potencial econdmico e ambiental desse
aproveitamento (Fernandes et al., 2010).

A busca pelo conhecimento sobre as plantas aromaticas ¢ bastante milenar, sendo que
antigas civilizagdes utilizavam partes das plantas para fins religiosos, cosméticos e medicinais,
baseadas no conhecimento popular para tratar muitas doengas. As industrias de produtos
cosméticos, farmacologicos, alimenticios, biotecnologicos e organicos nos ultimos anos tem
demonstrado bastante interesse no desenvolvimento deste setor, criando linha de produtos que

contenham compostos ativos naturais baseados em estudos cientificos (Serafini et al., 2002).
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A extragdo de 6leos essenciais dos frutos citricos exige o conhecimento da anatomia da
casca, dividida em flavedo e albedo. Assim, é de suma importancia entender a localizacdo dos
oOleos essenciais no vegetal. Dessa forma, temos que os frutos citricos podem ser segmentados
em duas partes principais, a casca e polpa (Figura 1). O flavedo, camada externa e colorida, é
rico em glandulas que armazenam os 6leos essenciais, enquanto o albedo, camada interna e
branca, é rico em pectina e ndo contém OGleos. Para liberar os 6leos essenciais, € necessario
romper essas glandulas por meio de métodos como prensagem a frio ou destilacdo, otimizando
0 processo e preservando as propriedades do 6leo.

Figura 1. Ilustragdo das cascas de Citrus sp.

Vesiculas de suco

Nucleo

Flavedo
51 Oleo

Albedo » l

Semente Segmentacao

 Parede de segmentacido

Fonte: Azevedo, 2018.

Nos Oleos essenciais de citricos, o limoneno é o principal componente majoritario,
representando entre 90% e 96% da composicao total (Figura 2). Essa alta concentragéo torna o
limoneno um marcador quimico importante desses 0leos e contribui diretamente para suas
propriedades bioldgicas e aplicagcdes industriais. O limoneno, pertencente a classe dos
monoterpenos, é responsavel pelo aroma caracteristico dos citricos e possui diversas atividades
biolégicas, como acdo antimicrobiana, inseticida e antioxidante, além de ser amplamente
utilizado nas inddstrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos.Os dois enantibmeros do
limoneno sdo os mais abundantes monoterpenos na natureza. S-(-)-limoneno € principalmente
encontrado numa variedade de plantas e ervas como Mentha spp, enquanto R-(+)-limoneno € o
componente majoritario dos 6leos das cascas de limdo e laranja, sendo a prevencdo da
desidratacdo e inibicdo de crescimento microbiano suas fungdes naturais nos vegetais

(Demyttenaere; Vanoverschelde; De Kimpe et al., 2004).
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Figura 2- Estrutura quimica da limoneno (monoterpeno)

=

Fonte: O autor, 2024

2.5 Citrus sinensis e suas atividades bioldgicas

A espécie Citrus sinensis L. Osbeck, conhecida como laranja doce, é caracterizada por
arvores de porte médio a grande, que produz frutos esféricos de coloracgéo laranja vibrante. Cada
arvore pode produzir até 200 kg de frutos por safra. Acredita-se que essa variedade tenha origem
espanhola, embora tenha se adaptado perfeitamente as condi¢Ges climéticas e de solo brasileiras
(Queiroz et al., 2016).

Esta é a espécie citrica mais amplamente cultivada e comercializada no mundo. O
fruto de C. sinensis é reconhecido principalmente por seu contetdo de vitamina C e
também, por ser uma importante fonte de outros fitoquimicos, como fendlicos e
carotenodides (Oikeh El et al Martinez, 2016).

Dentre os componentes mais abundantes encontrados no 6leo essencial de C. sinensis,
destaca-se o limoneno, com sua composi¢ao variando de 32 a 98%. Outros compostos de menor
teor, consiste principalmente em o-pineno, Sabineno, B-pineno, 6xido de linalol, limoneno,
oxido de limoneno, beta-terpineol, carveol (Verma et al., 2015). Galvao e colaboradores (2015),
analisaram o OE C. sinensis (L.) e observaram a presenga de mistura de terpenos,
hidrocarbonetos e compostos oxigenados.

O oleo essencial extraido da casca da laranja é amplamente valorizado por suas
aplicagdes na industria cosmética, farmacéutica e alimenticia, além de ser reconhecido por suas
propriedades terapéuticas. A utilizacdo de subprodutos da producéo de laranja ndo so agrega
valor a cadeia produtiva como também contribui para praticas mais sustentaveis, alinhadas aos
principios da economia circular. (Lima et al., 2018).

A Tabela 1 apresenta os relatos de atividades biologicas do 6leo essencial de Citrus

sinensis (L.) Osbeck. A tabela descreve diversas atividades, incluindo antimicrobiana,
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inseticida, anticolinesterdsica e antioxidante, com destaque para as concentracdes que

demonstraram eficacia, como o ICso (concentragdo inibitoria que provoca 50% de efeito)

Tabela 1: Relatos de atividades bioldgicas do 6leo essencial Citrus sinensis (L.) Osbeck

Citrus sinensis (L.)

Material Parte
Vesetal usada do Atividade ICs0 ou CLs0* Referéncia
g fruto
Atividade antimicrobiana
frente a Escherichia coli .
Cascas  Flavedo (ATCC 25922) ¢ Staphylo 51,6 mg !~ Oliveiraetal, 2020
coccus aureus (ATCC 25923).
Cascas Flavedo Atividade larvicida 199.01 pg. mL™! Barros, et al., 2021
. . . . . _1
Cascas Flavedo Atividade antimicrobiana 100,08 mg. L Barros, et al. 2020
Moluscida

CLs0*: Concentragio Letal de 50%; ICso. Concentrago Inibitéria (CI). Fonte: Autor, 2024.

A sensibilidade de um microrganismo a um determinado agente pode ser avaliada pela
determinagdo da concentracdo inibitdria minima (CIM), que representa a menor quantidade do
agente capaz de inibir o crescimento microbiano, via técnicas como a diluicdo em placas ou
microdilui¢do em tubos (Oliveira et al., 2009; CLSI, 2012). Segundo Menezes et al. (2009), os
Oleos essenciais apresentam boa atividade antimicrobiana quando sua concentragdo minima
inibitéria (CIM) ¢ inferior a 100 mg/mL. Ressalta-se a importancia de se entender sobre o
mecanismo de acdo dos 6leos essenciais (Oliveira et al., 2012), dado que este ¢ exercido pelas
mutacoes morfoldgicas e funcionais da estrutura celular (Burt et al., 2004; Rasooli & Abyaneh
et al., 2004). Sobre as bactérias, ocorre a degradagdo da parede celular, que com o rompimento
desta barreira permedvel, sio comprometidas suas fungdes celulares, incluindo regulagdo
metabolica e manutencdo do estado energético (Nazzaro et al., 2013). Para os fungos, os 6leos
essenciais podem afetar a barreira de protecdo dos esporos ou agir antes da sua formacao,
promovendo o desenvolvimento anormal e/ou rompimento dos tubos germinativos (Dantigny

& Nanguy, et al., 2009).

2.6 Inseticidas

Inseticidas sdo substancias quimicas, sintéticas ou naturais, utilizadas no controle de
insetos, promovendo sua morte ou inibindo comportamentos destrutivos (Ware; Whitacre et al.,
2012). Na agricultura, seu uso tem sido essencial para a manutencdo e o aumento da
produtividade, especialmente em monoculturas, devido as perdas significativas causadas por

pragas (Santos et al., 2007). Apesar de desafios relacionados ao impacto ambiental e a
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resisténcia de pragas, os inseticidas sintéticos permanecem indispensaveis e continuardo
desempenhando um papel crucial em programas de manejo integrado de pragas (Hassan;
Prijono et al., 2011).

Na natureza, substancias quimicas originadas do metabolismo secundéario de plantas
desempenham funcdes defensivas importantes contra insetos herbivoros. Essas substancias
podem inibir a alimentagéo, reduzir a oviposicéo, prejudicar o desenvolvimento larval (Isman
et al., 2006) ou, de forma indireta, atrair polinizadores e inimigos naturais, contribuindo para a

protecao da planta.

2.7 Docking molecular

A doenca de Alzheimer, principal causa de deméncia entre idosos, afeta cerca de 10%
da populagdo com mais de 65 anos (Racchi et al., 2004). Uma das estratégias para tratar a DA
é a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (IAChE), que aumenta a concentracdo e a duracdo da
acao da acetilcolina sinaptica, contribuindo para minimizar as alteracdes cognitivas. A busca
por inibidores naturais dessa enzima tem se intensificado, representando uma alternativa
promissora no tratamento dessa condigéo (Rolling et al., 2004).

Essas evidéncias reforcam o potencial dos 6leos essenciais citricos ndo apenas como
agentes terapéuticos para disturbios neuroldgicos e infecciosos, mas também como uma fonte
natural viavel de compostos bioativos para o desenvolvimento de novos tratamentos.

Estudos prévios sobre o 6leo volatil das cascas de frutas citricas, como Citrus sinensis
(laranja doce) e Citrus aurantium (laranja-azeda), revelam uma ampla gama de propriedades
farmacoldgicas e terapéuticas. O 6leo essencial extraido dessas cascas demonstrou atividades
ansioliticas e hipnéticas, como relatado por Carvalho (2002). Além disso, a C. sinensis
apresentou potente efeito in vitro contra o rotavirus e atividade antimicrobiana, ampliando seu
potencial como agente terapéutico (KIM et al., 2000).

Chaiyana e colaboradores, (2012) destacaram o interesse crescente no uso de 6leos
essenciais para inibir enzimas relacionadas a doenca de Alzheimer (DA), dada a sua
disponibilidade e potencial terapéutico. Estudos de Ademosun e Oboh (2014) mostraram que
0s 0Oleos essenciais extraidos das cascas e sementes da laranja doce inibem enzimas colinérgicas
e monoaminérgicas, além de exibirem propriedades antioxidantes. Foi constatado que o 6leo
essencial das cascas tem maior capacidade de inibi¢do das enzimas colinérgicas em comparagao
com os Oleos extraidos das sementes, embora tenha menor efeito sobre a peroxidacgéo lipidica

induzida por monoamina oxidase (MAOQO) e ferro (Fe*").
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a composicao quimica e propriedades biologicas do 6leo essencial das cascas de

C. sinensis, com potencial impacto na economia.

3.2 Objetivos especificos

= |dentificar a composi¢do quimica da mostra de 6leo essencial por CG-EM,;

= Auvaliar o potencial antimicrobiano do 6leo essencial frente Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli (ATC25922), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Candida albicans (ATCC 10231), Mycobacterium smegmatis (ATCC 14468), e
correlacionar a composicao quimica com as atividades bioldgicas encontradas;

= Auvaliar o potencial inseticida do 6leo essencial frente a Sitophilus oryzae;

= Determinar potencial inibitorio in vitro frente a enzima acetilcolinesterase (AChE) e in
silico através de simulagdes de docking molecular pelos programas AutoDock Viana;

= Contribuir com a valorizacdo da biomassa de C. sinensis.
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta do material botanico.

Os frutos de Citrus sinensis (L.) foram obtidas em comercio as 08h0OOmin no municipio
de Itacoatiara- Amazonas (3.144073” S -58.44539 W), no dia 09 de setembro de 2022. O

material foi submetido a extragdo do dleo essencial de acordo com a descri¢do a seguir:

4.2 Extracao do oleo essencial dos frutos de C. sinensis (L.)

O oleo essencial das cascas frescas da laranja doce foi obtido pelo método de
hidrodestilacao. Nesta técnica utilizou-se um aparelho do tipo Clevenger, onde primeiramente
pesou-se as cascas em balanga analitica (1,073 kg) e em seguida, foram colocadas em balao de
fundo redondo (com capacidade de 5000 mL) juntamente com 3000 mL de dgua destilada, que
ficaram em ebuli¢do durante 4h a partir da fervura estabelecida. Em seguida, coletou-se a
amostra de 6leo essencial e para separar a dgua, utilizou-se a centrifuga por 10 minutos a 3500
rpm. Com auxilio de uma micropipeta graduada, foi possivel retirar o 6leo essencial, o qual foi
armazenado em tubo de Eppendorf, vedado e conservado a -4°C. O rendimento obtido do dleo
essencial foi calculado baseado no peso das cascas (g/mL) de acordo com a equacdo 1. A Figura

3 apresenta a ilustragdo metodologica da coleta das cascas de Citrus sinensis (L.)

Volume (mL .
R (%) = W((g))*loo (Equagio 1)

Figura 3. Esquema metodologico da coleta das cascas de Citrus sinensis (L.) OE-LJ

Cascas Frescas

o0leo essencial de Cifrus sinensis

Fonte: O Autor, 2024 (Arquivo pessoal)
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4.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas- (CG/EM)

A analise do oOleo essencial foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM), utilizando o cromatografo (trace GC Ultra Thermo
Scientific) com detector de espectrometria de massas I1SQ Single Quadrupole. Foi empregada
uma coluna capilar DB-5MS, com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e
espessura de filme de 0,25 um. Para o preparo da solucdo de inje¢do, dissolveu-se
aproximadamente 1 mg do 6leo essencial em 1 mL de metanol. Um volume de 1 pL dessa
solucdo foi injetado na proporcao de divisdo de 1:50. As condicdes de temperatura da coluna
foram programadas para iniciar em 40°C, subindo a uma taxa constante de 4°C/min até atingir
240°C, que foi mantida por 4 minutos. Em seguida, a temperatura foi novamente elevada a uma
taxa de 10°C/min até 280°C, sendo esta mantida por 2 minutos. A temperatura do injetor foi
ajustada para 220°C, e a temperatura da fonte foi configurada em 250°C. A faixa de massa
analisada foi de m/z 40 a 600. A identificacdo dos componentes foi realizada com base nos
espectros de massas obtidos e nos indices de Retencio Linear (Indice de Kovats), calculados
de acordo com a equacéo de Van der Dool e Kratz (1963). Para este calculo, foi utilizada uma
série homologa de hidrocarbonetos (C12-C40). Os indices obtidos foram comparados com 0s
dados tabelados por Adams (2007). Essa abordagem combina a precisdo do célculo do indice
de Kovats com a interpretacéo dos espectros de massas, proporcionando alta confiabilidade na

identificacdo dos constituintes do 6leo essencial.

4.4 Avaliacio da atividade antimicrobiana

A andlise antimicrobiana do 6leo essencial de Citrus sinensis e do limoneno padrédo
(Sigma-Aldrich, lote: SHBL1002970331) foi conduzida utilizando a técnica de difusdo em
agar, conforme descrito por Kirby e Bauer (1966). O estudo foi realizado no Centro de
Biotecnologia da Amazonia (CBA/AM), onde também foram obtidas as cepas microbianas
utilizadas. Foram testadas quatro espécies microbianas: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Mycobacterium
smegmatis ATCC 14468, Candida albicans ATCC 10231. As cepas microbianas padronizadas
foram cultivadas em placas de Petri contendo meio Agar Mueller-Hinton. O cultivo foi
realizado com auxilio de swabs estéreis, garantindo uma distribuicdo uniforme dos
microrganismos. Discos de papel com 6 mm de didmetro foram embebidos com 30 pL do 6leo
essencial dissolvido em metanol na concentragédo de 2 mg/mL, e com 10 pL do limoneno
padrdo. Apos a aplicacdo das solucdes, os discos foram deixados em repouso por 24 horas para

evaporacdo do solvente. Posteriormente, os discos foram colocados nas placas previamente
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inoculadas com os microrganismos padronizados. As placas foram armazenadas em geladeira
overnight para uniformizar a difusdo dos compostos no meio de cultura e, em seguida,
incubadas a 35°C-37°C por 24 horas (bactérias) e 48 horas (leveduras). Apos o periodo de
incubacdo, avaliou-se a presenca e o tamanho do halo de inibicdo em torno dos discos,
indicando a atividade antimicrobiana dos compostos testados. Como controle positivo foi
utilizada amoxicilina na concentracao de 10 mg/mL. A Figura 4 ilustra 0 método de difusdo em

agar utilizado para a avaliacdo da antibiose.

Figura 4 - Método de antibiose por difusdo em agar.

Solugdo fungicida

Formacao halos
m deinibigio | @ ®© @
e bacteriana
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O
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com antimicrobiano O O O S
O ;

Fonte: Autor, 2024.
4.5 Atividade inseticida por fumigacio de oleo essencial sobre Sitophilus oryzae (L., 1763)
(Coleoptera: Curculionidae)

A criacdo de Sitophilus oryzae, foram realizadas através de individuos coletados de arroz
adquirido em comércio local. O arroz infestado serd dividido em unidades de criagdo,
representadas por recipientes plastico, de tampa hermética, com volume de 350 mL. As
unidades foram diariamente abertas, por cerca de 30 segundos, para renovagao do ar. A cada 45
dias os adultos foram transferidos para novas unidades de criagdo contendo arroz desinfestados
(submetido a 48 h na estufa a 50° C). Para identifica¢do da espécie, dez espécimes adultos serdo
retirados do material coletado e dissecados para identificagdo, com base em Pereira e Almeida
(2001). Periodicamente espécimes da criagao serao coletados aleatoriamente para identificagao,

garantindo a pureza da criagao.



21

4.6 Analise do efeito fumigante do 6leo essencial sobre S. oryzae

Foram avaliados os efeitos do 6leo essencial de Citrus sinensis e do limoneno padréo
em Sitophilus oryzae, com base em metodologias descritas por Estrela et al. (2006) e Coitinho
et al. (2011), com adaptacGes (Figura 5). O experimento utilizou camaras de fumigacéo
confeccionadas com recipientes de vidro herméticos de volume conhecido. Em cada cadmara,
foram colocados 10 individuos adultos de S. oryzae e 5 g de arroz, que serviram como fonte
alimentar.

As diferentes concentracdes do 6leo essencial foram aplicadas em tiras de papel filtro
fixadas na parte interna das tampas, utilizando micropipetas para precisdo. As dosagens testadas
foram 2, 4, 8 e 16 uL, correspondendo as concentragdes de 57,14 uL/L, 228,56 pL/L, 457,12
puL/L e 914,20 pL/L de ar dentro da camara. Como controle, foram utilizadas camaras sem
aplicacdo de substancias.

As avaliacGes de mortalidade foram realizadas apds 24, 48 e 72 horas de exposigdo. A
observacdo foi realizada através das paredes transparentes das camaras, considerando-se como
mortos 0s insetos que permanecessem imoveis por mais de um minuto apds uma leve agitacao.
O experimento foi conduzido entre janeiro e fevereiro de 2023, no Laboratério de Acarologia
e Entomologia Agricola do Instituto de Ciéncias Exatas e Tecnologia de Itacoatiara
(ICET/UFAM), em um delineamento inteiramente casualizado.

A mortalidade corrigida foi calculada com base na férmula de Abbott (1925), levando
em consideracdo a mortalidade natural registrada no grupo controle. Os efeitos das diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, quando indicado.

Além disso, foram determinadas as ConcentracGes Letais (CL) do 6leo essencial para
25% (CL25) e 50% (CL50) da populacéo, utilizando o método Probit (Finney, 1971). Os
intervalos de confianga de 95% (IC95%) foram calculados para assegurar a precisdo das
estimativas (Welch, 1938).

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software R (versdao 4.1.0, R Core
Team, 2021), com suporte dos pacotes “asbio”, “BioStatR”, “bootstrap”, “comperes”,
“easyanova”, “ecotoxicology” e “MASS”. Adotou-se um nivel de significancia de 5% (p <

0,05) para todas as comparacdes.
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Figura- 5 -Esquema Metodolégico do ensaio de fumigagdo

5 g dearroz

Avaliacdes; 24,48 e 72h
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= 45 dias
= Arrenovado
Sitophilus = Mudanga
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i novo)

&
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‘ s il [ Meétodo ANOVA
ST Software R versio 4.1.0
Arroz infestado com individuos

-

*Q Teste foi realizado em quimplicata. Fonte: Autor, 2024.

4.7 Obtencao, preparacio e analise dos dados

Para cada concentragdo do o6leo essencial foram calculadas, em cada tempo de
exposi¢do, a mortalidade corrigida em fun¢do da mortalidade natural da populagdo,
determinada através do tratamento controle (Abbott, 1925). Dessa forma, o efeito de cada
amostra em diferentes tempos de exposicao foi estimado por meio da determinacao das médias
da mortalidade corrigida. Para isso, os dados foram analisados utilizando os testes de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e de homocedasticidade (teste de Bartlett). Posteriormente,
os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e, quando o valor de F obtido na
ANOVA foi significativo, as médias foram comparadas utilizando o teste de Scott-Knott.

Para cada tempo de exposicao foi determinada a Concentragdo Letal (CL) do 6leo
essencial. As CLasy e CLsoy, foram determinadas pelo método de andlise de Probit (Finney,
1971). Os intervalos de confianca a 95% (ICosv) de probabilidade, associados a cada CL, foram
calculados e utilizados para comparagdo entre estas (Welch, 1938).

Todas as andlises foram realizadas com auxilio do Software R versdao 4.1.0 (R Core

29 ¢

Team, 2021), utilizando os pacotes estatisticos “asbio”, “BioStatR”, “bootstrap”, “comperes”,

2

“easyanova”, “ecotoxicology” e “MASS”. Também para todas as analises foram adotado um

nivel de significancia de 5% de probabilidade (p < 0,05).
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4.8 Atividade da inibicao da acetilcolinesterase
Ensaio in vitro

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase foi determinada em microplacas pelo
método espectrofotométrico de Ellman, modificado por Azevedo e colaboradores (2013). As
enzimas utilizadas foram: Acetilcolinesterase (AChE) de Electrophorus electricus tipo VI
(Sigma®), o 5,5’-dithiobis (4acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o substrato acetilcolina iodada e a
eserina, todos da marca sigma. Em cada pogo das microplacas foram adicionados 25 pL de
acetilcolina iodada 15 mM, 125 puL. de DTNB, 50 puL de tampao Tris-HCI 50 mm pH 8,0,
contendo 0,1% de BSA (Albumina do Soro Bovino) e 25 pL dos extratos das plantas em
concentracdo de 1 mg mL-1 (concentragdo final no ensaio de 0,1 mg mL-1). Metanol e tris-HCl
foram usados como controles e eserina (10 pM), como inibidor padrdo. A absorbancia foi
medida 5 vezes a 405 nm utilizando o leitor de microplaca Thermoplate®, modelo TP-reader,
com intervalos de 15s, apds essas leituras foram adicionados nos pogos 25 pL de
acetilcolinesterase 0,22 U mL-1. As absorbancias eram medidas novamente 9 vezes a 405 nm,
com intervalos de 15s. Aumentos na absorbancia devido a hidrélise espontanea do substrato
foram corrigidos pela subtragdo da taxa de reagdo antes da adi¢do da enzima. A porcentagem
de inibi¢do foi calculada pela comparagdo das taxas das amostras com os controles. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata. A atividade enzimatica e o percentual de inibi¢do da

AChE foram calculados utilizando o programa Microsoft® Excel. 4.9.
4.9 Ensaio in silico — Docking molecular

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

meléculas do ligante e do receptor em formato de arquivo apropriado (pdbqt) para o AutoDock
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Vina (Morris et al., 2009) com o Discovery Studio (Discovery Studiovisualizer, 2016) sendo

usado para analisar as conformacdes de ligagdo.

5 RESULTADOS/DISCUSSAO
5.1 Rendimento das propriedades fisicas dos 6leos esséncias das cascas de C. sinensis

(L.).

A hidrodestilacao das cascas de C. sinensis (L.) (OE-LJ) apresentou um 6leo, com uma
coloracdo branco cristalino com aroma agradavel e denso, com rendimento de 2,05% (v/p)

conforme apresentado na (Tabela 2).

Tabela 2- Rendimento do 6leo essencial da casca da espécie Citrus sinensis (L.)

Temperatura ~ Massa do
ambiente vegetal (g)

OE-LJ* Setembro/2022 27°C 1,073 2,05

*Qleo Essencial de Laranja. Fonte: Autor, 2024.

Amostra Més/ano Rendimento (%)

Lima et al., (2019), em seus estudos sobre a extracdo do 6leo essencial da casca da
laranja da espécie Citrus sinensis (L.), obtiveram um rendimento de 2,36% (v/p). Oliveira
Everton et al., (2020) reportaram um rendimento de 2,47% (v/p), enquanto Le&o (2015) obteve
um rendimento de 2,00% para as destilacOes das cascas realizadas por trés horas. Observa-se,
portanto, uma variacdo nos rendimentos, que ficam dentro da faixa de 2,00% a 2,47%. O
rendimento obtido neste estudo foi de 2,05%, o que se encaixa dentro dessa faixa, sendo
considerado satisfatorio. Os métodos de extracdo dos 6leos volateis variam de acordo com a
localizacdo na planta e a finalidade de uso (Simdes et al., 2002), e dependendo do método

adotado, o rendimento do 6leo pode variar significativamente.

5.2 Composicao quimica do d6leo essencial

Na referida andlise, foi possivel identificar 100% da composi¢do quimica do o6leo
essencial de OE-LJ. Na tabela 3 ¢ mostrado a composi¢ao quimica do 6leo essencial juntamente
com a area, tempo de retengdo de cada composto e os Indices de Kovats.

Um total 33 compostos que foram detectadas por CG-EM e observadas no
cromatograma, abrangendo os constituintes monoterpenos € sesquiterpenos tanto de
hidrocarbonetos como oxigenados, sendo os compostos B-Citroneleno (7,33%), trans Pineno
(9,63%), Car-3-em-2-one (8,43%), Limonen-10-ol (8,26%), o o-Humuleno (10,52 pB-

Acoradieno (12,47%) os constituintes majoritarios de OE-LJ.



Tabela 3- Substancias presentes no 6leo essencial de OE-LJ
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TR Lkcal LKtab Substancia CLASSE AREA %
9,18 934 942 B -Citroneleno MH 7,33
10,8 885 884 Santeno MH 4,09
11,54 945 945 a-Fencheno MH 0,32
12,16 953 969 trans Pineno MH 9,63
12,72 961 961 Verbeneno MH 0,26
12,92 963 969 Sabineno MH 1,87
13,37 969 974 - Pineno MH 1,0
13,75 974 980 trans Isolimoneno MH 2,56
14,07 978 982 cis-Pineno MH 0,35
15,19 1044 1044 <(E)-B->Ocimeno MH 0,15
15,69 1050 1054 v -Terpineno MH 2.3
18,45 1087 1089 p Cimeneno MH 0,29
18,95 1094 1095 Linalol MO 0,16
22,37 1244 1244 Car-3-en-2-one MO 8,43
24,05 1269 1271 neo -Metil acetato SO 1,3
249 1301 1304 1so-Metil acetato SO 0,17
25,28 1287 1287 Fenchol -2-ethyl-endo- MO 3,56
25,81 1295 1293 Isomentone -2-etil SO 1,22
26,23 1353 1356 Eugenol MO 4,24
26,64 1283 1288 Limonen-10-ol MO 8,26
27,7 1376 1380 Dauceno SH 0,61
28,55 1389 1389 Elemeno<f-> SH 2,8
29,04 1448 1452 Umuleno<a-> SH 10,52
29,45 1455 1452 Cloveno<a-neo-> SH 4,83
30,07 1466 1470 Acoradieno<j-> SH 12,47
30,83 1478 1478 Muroleno<y-> SH 3,74
31,04 1482 1489 Selineno<fB-> SH 0,49
31,51 1490 1492 Guaieno<cis-p-> SH 1,02
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32,15 1552 1554 Vetiveneno <f-> SH 0,27
32,87 1564 1566 Maliol SO 0,59
33,23 1571 1576 Santalenone SO 0,86
33,57 1577 1586 Gleenol SO 0,85
34,66 1647 1649 Eudesmol<f-> SO 3,07

Fonte: Adams, 2017. TR: Tempo de Retengdo; I. Kcal: indice Aritmético calculado; I.Ktab: indice de Retengio
de acordo com Adams (2017); SH: Sesquiterpeno de hidrocarboneto; SO: Sesquiterpeno oxigenado; MO:
Monoterpeno oxigenado; MH: Monoterpeno de hidrocarboneto;

Fonte: Autor, 2024.

Estudos conduzidos por Marriott, Shellie e Cornwell (2001) revelaram que o 6leo
essencial de laranja (Citrus sinensis) pode conter até 300 compostos quimicos diferentes.
Dentre esses, destacam-se como principais constituintes os monoterpenos limoneno (94%), a-
pineno (0,54%), sabineno (0,74%) e mirceno (1,18%). Lopes e colaboradores (2013),
identificaram a presenca de sabineno, B-pineno, (E)- B-Ocimeno, Linalol como constituintes
majoritarios no OE da espécie C. sinensis (L.), corroborando com este estudo.

A hidrofobicidade dos 6leos essenciais € um dos principais fatores responsaveis pelo
seu potencial antibacteriano, como destacado por Solorzano-Santos e Miranda Novales (2012)
e Lambert et al. (2001). Essa caracteristica permite que 0s compostos bioativos presentes nos
6leos essenciais, como monoterpenos, sesquiterpenos e compostos fendlicos, interajam
diretamente com os lipidios da membrana celular bacteriana.

Essas interacGes provocam alteracGes significativas na estrutura das células bacterianas,
como a perturbacdo da bicamada lipidica da membrana, afetando sua organizacdo e fluidez. A
desestabilizacdo da membrana causa um aumento na sua permeabilidade, levando ao vazamento
de ions, ATP e outras moléculas essenciais a manutencdo da homeostase intracelular. Como
resultado, a perda do potencial de membrana e a desregulagdo osmdtica comprometem as
fungdes metabolicas da bacteéria, o que leva a sua morte.

Kalemba e colaboradores, (2003), destacam que os 6leos essenciais podem apresentar
acdo antimicrobiana por trés formas: 1. interferéncia na dupla camada fosfolipidica da parede
celular da bactéria; 2. aumento da permeabilidade e perda dos constituintes celulares, e; 3.
alteracdo de uma variedade de sistemas enzimaticos como os envolvidos na producao de energia
celular e sintese de componentes estruturais ou destruicdo do material genético. Ainda, os
estudos mencionam que a acao antibacteriana se relaciona a hidrofobicidade do 6leo essencial

e a natureza lipofilica domesmo, atuando de forma a penetrar nos lipidios da membrana celular
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bacteriana, ocasionando a destrui¢io da mesma e tornando-a mais permedvel (Iscan, 2017;
Swamy et al., 2016).

Esses mecanismos tornam os 0leos essenciais potentes agentes antibacterianos naturais,
representando uma alternativa ou complemento aos antibidticos convencionais, especialmente

no contexto do crescente problema da resisténcia bacteriana.
5.3 Atividade antimicrobiana de OE-LJ

Em estudos conduzidos por Da Silva et al., (2016), foi utilizado o método de difuséo
em agar para avaliar a atividade antibacteriana de extratos. Esse método envolve a aplicacdo de
substancias testadas sobre a superficie de uma placa de &gar contendo bactérias, criando um
ambiente onde 0 agente antimicrobiano pode inibir o crescimento bacteriano. Ao redor do ponto
de aplicacdo da substancia, forma-se uma area de inibicdo, conhecida como "halo”, onde as
bactérias ndo conseguem crescer, foram adotados os seguintes parametros: baixa Baixa (+):
diametro do halo de inibi¢do entre 7 a 12 mm; Moderada (++): didmetro do halo de inibi¢do
entre 13 a 16 mm; Alta (+++): didmetro do halo de inibigdo superior a 17 mm. Negativo (-):
auséncia de halo (Da Silva et al., 2016).

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para o 6leo essencial de Citrus sinensis e o
padrao limoneno, indicando a eficacia antimicrobiana de cada substancia testada com base nos
diametros dos halos de inibi¢ao.

Tabela 4- Resultado das atividades antimicrobianas do 6leo essencial extraido das cascas de C. sinensis frente aos

microrganismos Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Candida albicans e Mycobacterium smegmatis, .S.
aureus bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungo.

Cepas Fungos
Amostra i i i _
E. faecalis E. coli. M. smegmatis C. albicans
OE-LJ ++ + ++ ++
LP* ++ +++ +++

*LP = Padrdo de limoneno. Baixa (+): diametro do halo de inibi¢do entre 7 a 12 mm; Moderada (++): diametro
do halo de inibi¢do entre 13 a 16 mm; Alta (+++): didmetro do halo de inibi¢ao superior a 17 mm, Negativo (-):

auséncia de halo;
Fonte: Autor, 2022.
A Figura 6 apresenta os resultados do ensaio antimicrobiano realizado com o dleo

essencial de Citrus sinensis, evidenciando sua acdo contra diferentes micro-organismos: E.

faecalis, E. coli, M. smegmatis e C. albicans.
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Figura 6- Ensaio antimicrobiano da amostra pelo método de difusdo em Agar. A¢do do 6leo essencial de Citrus
sinensis sobre (A) E. faecalis; (B) E. coli; (C) C. albicans; (D) M. smegmatis;

Oleo essencial de citrus sinensis Limoneno Padrao

Fonte: Autor, 2024

Em estudos realizados por Barros e colaboradores, (2008), o dleo essencial de Citrus
sinensis causou inibi¢do completa do crescimento de Aspergillus niger a 3,0 pg/ml em placas
de agar. Esta concentragao foi considerada letal nas condigdes de ensaio. O 6leo apresentou
atividade fungistatica a 1,5 pg/ml com cerca de 79% de inibi¢ao do crescimento ap6s 7 dias de
incubagdo e atraso da conidiagdo em relacdo ao controle. O o6leo essencial reduziu
significativamente o crescimento de A. niger de uma forma de resposta a dosagem.

De acordo com Bajpai, (2012), a agdo antimicrobiana de 6leos essenciais pode ser
atribuida a sua capacidade em penetrar através das membranas bacterianas para o interior da
célula e exibem atividade inibitoria sobre as propriedades funcionais da célula, pois a membrana
bacteriana, a presenca de proteinas porinas em bactérias gram negativas e a distribuicao
intracelular dos constituintes dos 6leos essenciais sdo elementos chaves que influenciam a
difusdo e a ac¢do dos 6leos essenciais dentro das células, representando, entdo, a variagdo na
atividade dos oOleos essenciais esperada contra diferentes grupos de bactérias (Lambert et al.,

2001; Randrianarivelo et al., 2009).
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Valeriano e colaboradores, (2012), descreve que um dos efeitos comuns dos terpenos
sobre a cepa Gram-positiva, o d-limoneno também teve atividade antibacteriana para Gram-
negativa, provavelmente devida sua caracteristica lipofilica que funciona com um efeito toxico
na estrutura ¢ funcdo da membrana bacteriana, resultando no aumento de fluidez e
permeabilidade da membrana, desordenando as proteinas e ocasionando a perda de fungao.

De acordo com Thakre e colaboradores, (2018), a aplicagdo do Limoneno em isolados de
C. albicans sugeriram que o mesmo induziu danos na parede celular e na membrana levando
ao estresse oxidativo, causando danos ao DNA e induzindo a apoptose por meio da via

dependente da caspase (CaMca 1) e independente (estresse nucleolar).
5.4 Avaliacio do efeito fumigante do dleo essencial sobre S. oryzae

A crescente necessidade de encontrar moléculas menos toxicas e com menor impacto
ambiental para proteger produtos armazenados tem impulsionado a pesquisa sobre 0 uso de
plantas com propriedades inseticidas (Pungitore et al., 2005). As substancias de origem vegetal
demonstram diversas atividades bioldgicas contra diferentes espécies de insetos e, por serem
mais seletivas e menos persistentes no ambiente e nos graos, tém atraido o interesse de estudos
sobre alternativas sustentaveis (Novo et al., 2002).

A interagdo entre plantas e insetos € mediada, quimicamente, por metabolitos
secundarios, entre 0s quais se destacam os flavonoides, terpenoides (como os 6éleos essenciais),
alcaloides, cumarinas e taninos. Esses compostos desempenham papéis importantes na defesa
das plantas contra herbivoros e podem ser explorados como alternativas eficazes e ecoldgicas
ao uso de pesticidas sintéticos. O estudo dessas substancias oferece uma abordagem promissora
para o desenvolvimento de novos produtos naturais e menos agressivos ao meio ambiente.

Estudos conduzidos por Novo e colaboradores, (2010) os compostos secundarios das
plantas podem afetar o desenvolvimento dos insetos, retardando, acelerando ou interferindo no
ciclo de vida por interromper estadios metabdlicos essenciais, causando morte rapida. Além
disso, esses compostos podem agir como atraentes, deterrentes, fagostimulantes, antifedantes
ou até inviabilizar a postura, dificultando a alimentacdo e a reproducdo dos insetos. Essas
propriedades bioldgicas sdo fundamentais no controle natural de pragas, oferecendo alternativas
mais sustentaveis ao uso de pesticidas sintéticos.

De acordo com Viegas Junior (2003), monoterpenos de estrutura simples, como limoneno,
B-pineno e a-pineno, desempenham fungdes de protecdo nas plantas que os produzem. A agdo

inseticida desses compostos seria resultante da inibi¢do da acetilcolinesterase nos insetos. Dessa
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forma, pode-se concluir que o 6leo essencial de casca de laranja apresenta efeito inseticida e
fumegante.
A Tabela 5 a seguir apresenta os resultados obtidos no bioensaio com limoneno, que foi

utilizado como padrao, para um periodo de exposi¢ao de 48 horas.

Tabela 5-. Valores estatisticos para o teste utilizando o padrdo de limoneno com pureza igual ou superior
a 95%, incluindo o Grau de Liberdade (GL) e o valor de significancia (p-valor).

Fator de Grau de Somados  Quadrado  Valor Probabilidade de

variacédo Liberdade quadrados médio de F significancia
Dose 4 0,066093  0,0165234 18,54 1,659x10°

Residuo 20 0,017825  0,0008912 -- --

Fonte: Autor, 2022.

A andlise para 48 horas de exposi¢do mostrou que apenas duas dosagens apresentaram
mortalidade significativamente maior que o controle (Fcalc = 18,54; p < 1,659x107°). Nao
houve diferencas significativas entre os tempos de exposicdo (24 h e 72 h), indicando que o
efeito méximo ocorre em 48 horas e é influenciado apenas pela concentracao, ndo pelo tempo.

A acetilcolinesterase € uma enzima crucial nas sinapses colinérgicas de insetos e
animais superiores, responsavel por degradar a acetilcolina e regular a transmissdo dos impulsos
nervosos. Sua inibicdo provoca o acumulo de acetilcolina nas sinapses, resultando em estimulo
constante da membrana poés-sinaptica, 0 que leva a ataxia (auséncia de coordenacdo
neuromuscular) e morte eventual (Rattan, 2010).

Entretanto, a resisténcia a inibicao por carbamatos e organofosforados é um dos principais
mecanismos de defesa dos insetos, devido a alteracBes estruturais na acetilcolinesterase (Wang
et al., 2004). Produtos naturais t¢ém se destacado como inibidores alternativos da enzima,
apresentando atividade contra diversas espécies de insetos (Kostyukovsky et al., 2002). O dleo
essencial de gengibre (Zingiber officinale), por exemplo, mostrou influenciar o sistema
colinérgico, afetando comportamento e memédria (Felipe et al., 2008), enquanto o linalol €
reconhecido como um inibidor da acetilcolinesterase (Ryan et al., 1988).

A Tabela 6 apresenta os valores de mortalidade corrigida para o periodo de 48 horas,
evidenciando um aumento progressivo na letalidade conforme o incremento das dosagens, com

variagoes entre 6,4% e 14,9%.
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Tabela 6- Mortalidade corrigida para o tempo de 48 h, teste com o limoneno padrdo, na espécie Sitophilus oryzae
adultos.

Mortalidade corrigida (Media

Dose + EP)

Opl/L 00+1,6d
57,14ul/L 6,4+ 1,55
228,56ul/L 4,3+0,00c
457,12ul/L 10,6 + 1,36 b
914,20ul/L 149+ 1464

Fonte: Autor, 2022.

A mortalidade corrigida reflete a mortalidade efetivamente causada pelo material
testado, desconsiderando a mortalidade natural da populacdo (Abbott, 1925). Nas
concentragdes entre 57,14 pL/L e 228,56 pL/L, ndo foi observado aumento significativo na
mortalidade corrigida. No entanto, concentragdes mais elevadas resultaram em um aumento
expressivo da taxa de mortalidade. O limoneno apresentou uma CL25% (Concentragdo Letal
para 25% da populagao) de 19,75%, com intervalos de confianca de 6,04 a 64,47 em 48 horas
(Tabela 7). Nao foi possivel calcular a CL50%, pois a mortalidade corrigida ndo foi significativa
para tal, assim como para os tempos de 24 e 72 horas de exposi¢do. Esses resultados, obtidos
por delineamento casualizado com o limoneno isolado, indicam que sua toxicidade aumenta

significativamente quando presente em altas concentragdes no 6leo essencial.

Tabela 7- CL,s¢, limoneno teste de delineamento casualizado.

g 0,
Produto GI* n° B °z dy ¢CL 25% fIC 95% Inf. ICS:U?OS/O
Limoneno 4 25 056+027 209 00366 19,74 6,04 64,47

3Grau de liberdade; PNumero de repetigdes; Valor calculado do teste t; Probabilidade de significAncia do valor
de t, *Concentragdo letal média, para as diferentes concentragdes em um mesmo tempo de exposi¢io, ‘Intervalo de
confianca inferior a 95% para diferencga entre duas médias; &lntervalo de confianca a 95% para diferenca entre
duas médias.

Fonte: Autor, 2022.

Gnankiné e colaboradores 2017, compilaram que 0S monoterpenos, constituintes
encontrados nos OEs, sdo toxicos para 0s insetos e podem penetrar no corpo por meio do
sistema respiratorio, pela cuticula ou por ingestao. Varios deles, como o eugenol, a-terpenol e
L-carvol, possuem efeitos neurotoxicos, provocando hiperatividade nos insetos, com

alongamento de pernas seguido de paralisia e morte.
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Os valores estatisticos relacionados a aplicagdo de diferentes dosagens do 6leo essencial
de Citrus sinensis, incluindo o Grau de Liberdade (GL) e a Probabilidade de Significancia, estdo
detalhados na Tabela 8.

Tabela 8- Valores estatisticos para aplicacdo de diferentes dosagens do 6leo de Citrus sinensis, Grau de Liberdade
(GL) e Probabilidade de significancia.

Fator de Grau de Soma dos Quadrado Valor Probabilidade de

variacdo  Liberdade quadrados Médio de F significancia
Dose 4 0,034568 0,0086420  8,2353 0,0004276

Residuo 20 0,020988 0,0010494 -- --

Fonte: Autor, 2022.

Com base nas mortalidades corrigidas, observou-se que apenas as dosagens no periodo
de 48 horas diferiram significativamente do controle, apresentando mortalidade superior. O
teste ANOVA revelou um valor de F calculado (Fcalc = 8,2353) maior que o F tabelado (Ftab),
com grau de liberdade (GL) = 4 e probabilidade de significancia (p < 0,0004276). Esses
resultados confirmam a influéncia das dosagens na mortalidade apenas para o grupo de 48
horas, sem diferencas significativas entre os grupos de 24 e 72 horas. A Tabela 9 apresenta as

médias de mortalidade para as diferentes dosagens do 6leo essencial de Citrus sinensis.

Tabela 9- segue a tabela com os dados de mortalidade corrigida para 48 horas de exposi¢do ao 6leo essencial (OF)
de Citrus sinensis em adultos de Sitophilus oryzae:

Mortalidade corrigida

Dose (Media + EP)
Oul/L 0,0+6,09b
57,14ul/L 0,0+7,03b
228 56ul/L 4444440
457,12l 6,7 + 5,67 a
914,20ul/L 22+544D

Fonte: Autor, 2022.

Os resultados mostram que, na dosagem de 457,12 uL/L, o 6leo essencial (OE) de Citrus
sinensis indicou uma mortalidade corrigida de 6,7%, valor proximo do padréo limoneno
(>95%), que foi de 6,04% na dosagem de 57,14 uL/L (Tabela 6). Isso indica que, para atingir
taxas de mortalidade significativas em adultos de Sitophilus oryzae, é necessario utilizar

concentracdes mais elevadas do OE de C. sinensis em comparacédo ao limoneno isolado.
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De acordo com Turek et al., (2013), as moléculas que compdem os 6leos essenciais sao
altamente suscetiveis a transformagfes quando expostas a fatores ambientais, como luz solar,
umidade, temperatura e oxigénio. Essas condi¢des podem alterar sua composicdo quimica e,
consequentemente, sua eficacia bioldgica, reduzindo sua estabilidade e tempo de acdo no
ambiente.

Em estudos realizados, realizados por Pavela et al., (2016) os terpenos, como o D-
limoneno, sdo conhecidos por serem termolabeis e volateis, 0 que o0s torna suscetiveis a
degradacdo quando expostos a condi¢cBes ambientais adversas. No caso do dleo essencial de
laranja, essa degradacdo pode impactar significativamente sua eficicia metabdlica e capacidade
inseticida. A producdo industrial de inseticidas a base desse 6leo exige grandes volumes, mas
a sensibilidade de seus componentes representa uma limitacdo importante, ja que fatores como
calor, luz, oxigénio e umidade, inevitaveis na cadeia produtiva, podem alterar sua composicao
quimica. Assim, a eficacia do produto boténico dependera diretamente das condigdes de
manipulacdo, processamento e armazenamento, sendo necessario o uso de tecnologias e

recursos que preservem a estabilidade do 6leo essencial ao longo do processo.

5.5 Avaliacao da inibi¢cao da acetilcolinesterase in silico

Os estudos de docking molecular entre a acetilcolinesterase (AChE), representada pela
estrutura tridimensional, e os principais componentes de Citrus sinensis foram realizados na
regido do sitio ativo da enzima, previamente ocupado pela galantamina. Esse sitio ativo esta
localizado na parte inferior da cavidade enziméatica e é composto por trés residuos de
amino&cidos que formam a triade catalitica: Ser200, His440 e Glu327, os quais desempenham
papel essencial na hidrdlise da acetilcolina (Sussman et al., 1991). Além disso, 0s residuos nos
subsitios anidnico (Trp84 e Phe330) e periférico (Trp279) sdo fundamentais para o
reconhecimento do ligante e interacdo molecular (Millard et al., 1999; Dvir et al., 2010). Esses
detalhes estruturais ajudam a compreender 0s mecanismos de acéo e o potencial inibitério dos
compostos de C. sinensis.

Na tabela 10 sdo apresentados os resultados do docking molecular entre os compostos
majoritarios das espécies de citrus sinensis e a enzima ache. Os valores de energia de ligagdo
variaram 94 entre -6,2 e -9,6 kcal/mol, mostrando-se proximos ou superiores a energia de

ligacdo do inibidor galantamina durante o redocking (-9,8 kcal/mol, RMSD 0,367A).
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Tabela 10- resultados de docking para os principais constituintes do OE-LJ de C. sinensis (L.) ativos frente a
AChE.

Energia de ligacéo

Compostos (Kcal/mol) Principais interacfes
. ) HB (Ser200, Gly119, Gly118), PAI (Phe330,
Galantamina 9,8 Trp84,) CH (Tyr121).
B-Citroneleno -6,2 PAI (Phe334), PSI (Trp84, Phe330 e Phe331)
. ) PAI (Phe331, Tyr334 e His440), PSI (Trp84,
Limoneno 7,2 Phe330).
] : ) PAI (Phe331, Tyr334 e His440), PSI (Trp84,
B-Acoradieno 8,5 Phe330).
w-Humuleno 96 PAI (Tyrl21, Phe330, Phe331 e Phe334), PSI

(Trp84, Phe84).
HB- ligacdo de hidrogénio; PAl- n-alquil PSi- n-sigma; CH- ligagcdo de hidrogénio carbono; AC- carga atrativa;

PP- -

As interacOes observadas entre a galantamina e a enzima acetilcolinesterase (AChE) sdo
fundamentais para entender 0 mecanismo de inibicdo dessa enzima. Entre as interacdes mais
importantes, destaca-se a ligacdao de hidrogénio formada entre o residuo Ser200 da AChE e o
atomo de oxigénio presente no grupo O-metil da galantamina. A ligagdo de hidrogénio é uma
interacdo ndo covalente que ocorre entre um atomo de hidrogénio ligado a um atomo
eletronegativo (como oxigénio ou nitrogénio) e outro atomo eletronegativo préximo. Nesse
caso, o residuo Ser200 desempenha um papel importante no reconhecimento da galantamina,
pois essa interacdo ajuda a estabilizar a ligacao do inibidor ao sitio ativo da enzima.

Além disso, foram identificadas interagdes do tipo m-alquil, que ocorrem entre 0s anéis
aromaticos da galantamina e os residuos Trp84 (triptofano) e Phe330 (fenilalanina), localizados
no subsitio anidnico da enzima. As intera¢des m-alquil sdo fracas, mas contribuem
significativamente para a estabilizacdo do complexo. Isso ocorre porque os sistemas w
(presentes nos anéis aromaticos) podem interagir com cadeias alquilicas ou outras regides
eletronicamente compativeis.

O residuo Trp84 possui um anel indol aromatico, enquanto o Phe330 possui um anel
benzénico aromatico. Essas regides ajudam a atrair e estabilizar a galantamina no sitio ativo,
reforcando a afinidade do ligante pela enzima. O subsitio anidnico desempenha um papel
essencial no reconhecimento molecular, facilitando o encaixe da galantamina e garantindo a
estabilizagcdo do complexo.

Portanto, a combinacéo entre a ligacdo de hidrogénio com Ser200 e as interacdes n-

alquil com Trp84 e Phe330 ¢é crucial para o reconhecimento da galantamina e a estabilizacao
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do complexo galantamina-AChE. Essas interages permitem que a galantamina iniba a enzima
de forma eficiente, bloqueando a degradacdo da acetilcolina e, assim, contribuindo para o
aumento da disponibilidade desse neurotransmissor no sistema nervoso. Além de explicar o
mecanismo de acao da galantamina, esses achados destacam a importancia dos residuos do sitio
ativo da AChE e fornecem informacdes valiosas para o design de novos inibidores que possam
ser utilizados no tratamento de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer.

A Figura 7 demonstra as interagdes moleculares entre a galantamina e os residuos do
sitio ativo da acetilcolinesterase (AChE). Destacam-se a ligagao de hidrogénio com o residuo
Ser200 e as interagdes m-alquil com os residuos Trp84 e Phe330, que contribuem para a

estabilidade do complexo galantamina-AChE.

Figura 7- Principais interagdes observadas para o complexo galantamina-AChE em 2D (A) e 3D (B).

A) B)

SER200

Interactions

B Conventional Hydrogen Bond B pi-Pi T-shaped
1 carbon Hydrogen Bond 1 pi-Alkyl
I pi-sigma

Estudos conduzidos por Bomfim et al., (2023) O a-pineno tem sido amplamente
investigado em estudos de modelagem molecular devido a sua versatilidade e capacidade de
interagir eficientemente com diferentes alvos terapéuticos. Sua estrutura molecular apresenta
uma tenséo estavel, permitindo um acoplamento eficaz com sitios especificos de varias enzimas
que destacam o potencial biologico do a-pineno e elucidaram seu mecanismo de agdo contra
Candida albicans por meio de estudos de docking molecular. Além disso, relataram a alta
toxicidade do composto, o que pode sugerir que, em testes in vitro, ampliando suas
possibilidades de aplicacdo biotecnoldgica.

As orientacgdes axiais da galantamina, especialmente a estrutura ax24, portam-se ser mais

eficientes e energeticamente mais estaveis para a interacdo com o sitio ativo da AChE, o que
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pode indicar uma maior eficacia dessa configuracdo na inibicdo enzimatica. A configuracéo
equatorial, embora também eficaz, parece ter uma interacdo menos estdvel em comparagao.
Isso ressalta a importancia da orientacéo espacial do ligante nas interacbes moleculares, o que
¢ essencial para otimizar a atividade de compostos inibidores como a galantamina.

Bartolucci e colaboradores (2001) compararam os modelos de docking com a estrutura
cristalogréfica por raios X do complexo TcAChE-galantamina, destacando que o procedimento
de encaixe automatizado identificou os modelos de galantamina "eg26" e "ax24" como 0s mais
suscetiveis a ligacdo no sitio ativo de TCAChE. Essa orientacdo preferencial reflete a afinidade
estrutural e quimica desses modelos com os residuos cataliticos e de reconhecimento do sitio
ativo.

As Figuras 8 e 9 demostra os Modelos de docking da galantamina ('eq26' e 'ax24’)
comparados a estrutura cristalografica do complexo TcAChE-galantamina, destacando
interagBes no sitio ativo com residuos cataliticos e de reconhecimento, como as interagdes

tridimensionais dos componentes majoritarios.

Figura 8. Modos de liga¢ao simulados dos compostos B-Citroneleno (A), Limoneno (B), p-Acoradieno (C)

e aHumuleno (D) com TcAChE por diagrama.

A) B)
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A:334 /HIS (TYR)

P
23
_,L
)
e

;@\/

Interactions

I risigma 1 Pi-Alkyl

61331



37

Figura 9 - Representacdo tridimensional dos modos de interagdo simulados entre os compostos [-
Citroneleno (A), Limoneno (B), B-Acoradieno (C) e a-Humuleno (D) e a enzima TcAChE, ilustrados em

diagramas 3D.

B) TRP84

TYR334

HIS440

TRP84




6 CONCLUSAO

O presente estudo, focado na composicao quimica do 6leo essencial das cascas de
Citrus sinensis (L.) e seu potencial antimicrobiano e inseticida, permitiu a identificacao
de 33 substancias no 6leo essencial (OE-LJ). Dentre elas, seis compostos se destacaram
como majoritarios: os monoterpenos hidrogenados B-citronelaleno (7,33%), trans-pineno
(9,63%), car-3-em-2-one (8,43%), limoneno-10-ol, e os sesquiterpenos hidrogenados a-
humuleno (10,52%) e B-acoradieno (12,47%). Esses compostos majoritarios foram
associados a atividade antimicrobiana e inseticida do 6leo, que foi analisada tanto in vitro
quanto in silico.

A atividade inseticida o limoneno teve acdo toxica no sistema respiratorio,
seguido de paralisia ¢ morte. O OE de C. sinensis possui potencial para o
desenvolvimento de novas tecnologias que possam ser aplicadas no manejo sustentavel
possuindo acdo inseticida. Desse modo, ¢ possivel afirmar que o OF de C. sinensis e o
componente majoritario limoneno, apresentaram boa acao inseticida sobre S. oryzae ap6s
48h em contato com OE. A maior taxa de mortalidade observadas no constituinte
limoneno foram na concentragdo 914,20ul/L, apresentando uma média e erro padrdo 14,9
+ 1,46, sendo considerado um erro aceitavel entre as médias apresentando uma CL 25
19,73 pl/L, sendo assim OE de citrus apresentou o efeito de omoligose no teste.

Os resultados deste estudo destacam a expressiva atividade antimicrobiana e
inseticida do 6leo essencial (OE) das cascas de Citrus sinensis. O ensaio in vitro revelou
atividade inibitoria frente a acetilcolinesterase (Clso = 72,0 pg/mL), atribuida aos
compostos majoritarios, com destaque para o a-Humuleno, cuja avaliacdo in silico
indicou energia de ligagdo comparavel a do inibidor Galantamina.

A identificacdo de compostos bioativos com expressiva atividade antimicrobiana,
inseticida e inibitoria frente a acetilcolinesterase evidencia o valor agregado que pode ser
extraido de residuos agroindustriais, como as cascas de laranja, promovendo a valorizagao
de subprodutos normalmente descartados. Ao propor a exploragao sustentavel de recursos
naturais e integrar estudos quimicos, bioldgicos e computacionais, este estudo reforca a
conexao entre ciéncia, inovagao e sustentabilidade.

Este o6leo essencial apresenta potencial promissor no combate a Doenca de
Alzheimer e em aplica¢des farmacéuticas, agricolas e biotecnologicas, evidenciando sua
relevancia como recurso renovavel e alinhado aos principios da bioeconomia. Estudos

futuros buscarao isolar e caracterizar os constituintes ativos responsaveis pelas atividades
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observadas. A identificacdo de compostos bioativos com atividades antimicrobiana,
inseticida e inibitdria frente a acetilcolinesterase ressalta o potencial das cascas de laranja
como fonte de valor agregado, promovendo a valorizagdo de residuos agroindustriais.
Este estudo integra abordagens quimicas, bioldgicas e computacionais para explorar
recursos naturais de forma sustentavel, alinhando-se aos principios da economia circular.
Os resultados obtidos destacam o desenvolvimento de produtos de base natural que
contribuem para a geragao de renda, redu¢do de impactos ambientais e avango da

bioeconomia global.
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