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RESUMO

Determinou-se o teor e a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de 11 espécies,
totalizando 15 variedades de frutas citricas adquiridas no comércio varejista no estado do
Rio de Janeiro. A extracao dos oOleos essenciais foi realizada através de hidrodestilagao
em aparelho de Clevenger. A identificagdo dos componentes dos 6leos foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas, enquanto que a
quantificacdo foi realizada por cromatografia em fase gasosa com detec¢@o por ionizagao
em chama. O maior rendimento de extragado foi de Citrus sinensis var. Seleta com 2,87%
(m/m) e o menor foi de C. limettioides com 0,28% (m/m). Limoneno, a principal substancia dos
dleos citricos, variou entre os 96,50% de C. limettioides e 43,52% de C. aurantifolia. Analise
multivariada dos conjuntos de dados analiticos de cada amostra, foram realizadas com a finalidade
de agrupa-las em fungdo da sua composi¢ao quimica. Dois grupos resultaram desta analise, ¢ a
divisao em grupos foi fortemente influenciada pelo teor de limoneno nas amostras analisadas.

Palavras chave: Citrus, limoneno, y-terpineno e 3-pineno.
SUMMARY
Characterization of essential oils of citrus fruits

The content and chemical composition of essential oils of 11 species, totalizing 11
varieties of citrus fruits purchased in retail trade in the state of Rio de Janeiro, were determined.
The extraction of essential oils was performed by hydrodistillation in Clevenger apparatus.
The identification of the components of the oils was carried out by gas phase chromatography
coupled to mass spectrometry, whereas the quantitation was performed by gas chromatography
with flame ionization detection. The highest yield of extraction was Citrus sinensis var. Seleta
with 2.87% (m/m) and the lowest was C. limettioides with 0.28% (m/m). Limonene, the main
component in citrus oils ranged from 96.50% (C. limettioides) to 43.52% (C. aurantifolia).
Multivariate analysis of sets of analytical data of each sample were performed in order to group
them according to their chemical composition. Two groups resulted from this analysis, and the
division into groups was strongly influenced by limonene content in the analyzed samples.

Index terms: Citrus, limonene, y-terpinene and -pinene.
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INTRODUCAO

Estima-se que o surgimento do género Citrus
deu-se ha cerca de 20 a 30 milhdes de anos e que o
provavel centro de origem e diversificagdo tenham
sido as regides subtropicais e tropicais do continente
asiatico e arquipélagos malaios (Webber, 1967;
Nunes, 2005). Atualmente o género Cifrus encontra-
se difundido por grande parte do globo e, em muitos
paises, representa um item importante na pauta de
exportacdes. O Brasil se destaca atualmente como
o segundo maior produtor mundial de frutas deste
género. Um dos principais fatores que contribuem
para esta posi¢do na producdo de frutas citricas
¢ seu clima. A localizacdo geografica do Brasil
permite o desenvolvimento de uma citricultura
tropical (predominancia de temperaturas altas) a
partir da linha do equador até as proximidades do
paralelo 20, latitude sul (Espirito Santo) e, também,
uma citricultura em temperaturas mais amenas, em
terras que vao desde o paralelo 20 até o Rio Grande
do Sul (EMBRAPA, 2007).

Aculturade frutascitricas éumnegocio organizado,
com produgdo mundial anual de aproximadamente 90
milhdes de toneladas. O Brasil, com mais de 16 milhoes
de toneladas, ¢ o segundo maior produtor mundial de
frutas citricas. O Brasil se destaca como o principal
produtor de laranjas com 33,5% da produ¢@o mundial, a
China é o maior produtor de tangerinas com 67,7% e de
grapefruit com 64,4% e o México o maior produtor de
limdes e limas com 31,7% (USDA, 2016).

A producdo de frutas citricas atende diversos
mercados consumidores. Da produgdo brasileira, que
conta com cerca de 1 milhao de hectares de plantagdes
de citricos, cerca de 70% ¢ direcionada para a elaboracao
de sucos industrializados, principalmente de laranja.
Esta producao coloca o pais na primeira posi¢ao entre
os paises exportadores de sucos congelados de frutas
citricas (USDA, 2016). Além do suco, outros produtos
sdo extraidos de frutas citricas, como 0leos essenciais
e o bagaco. O bagaco dessas frutas possui elevado
valor econdmico, principalmente para a producdo de
alimento para animais ruminantes (ftavo et al., 2000;
Teixeira, 2001).

Os 6leos essenciais de frutas citricas sdo em sua
grande maioria obtidos por prensagem a frio, como
subproduto do processo de fabricagdo de suco (Biasi &
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Deschamps, 2009). O processo de obtengdo por arraste
a vapor também ¢ bastante utilizado. O Brasil figura
como o terceiro maior exportador de 6leos essenciais
do mundo atras de EUA e Franca, sendo que cerca de
90% dessas exportacdes, sdo de dleos de frutas citricas
(Ferraz et al., 2009; Souza et al., 2010).

Dados de 2005 mostram que o mercado mundial
de 6leos essenciais movimentou em torno de US$ 15
milhdes/ano com crescimento de aproximadamente
11% ao ano (COMTRADE, 2005; Bizzo et al., 2009).
Segundo Bizzo et al. (2009), no periodo de janeiro de
2005 a outubro de 2008, o Brasil exportou 287.759
toneladas de oleos de frutas citricas, onde a grande
maioria 86% foi de laranja, 8% de limao, 3% de lima e
3% de outros citricos.

Os o6leos essenciais possuem aplicagdes em
diferentes areas industriais como em perfumaria,
farmacéutica, materiais de limpeza, alimentos e
bebidas. Estes o0leos também tém despertado interesse
da comunidade cientifica devido as suas atividades
antimicrobianas (Bakkali et al., 2008). Neste sentido,
este tipo de material vegetal se caracteriza como uma
importante alternativa para o combate a microrganismos
patogénicos. Por serem matrizes complexas, os
6leos essenciais podem atuar através de diferentes
mecanismos de a¢do, diminuindo assim a resisténcia
gradativamente adquirida por esses patogenos (Raut &
Karuppayil, 2014). Outro ponto positivo para o uso de
6leos essenciais no combate as bactérias, virus e fungos
esta na tendéncia crescente de demanda por produtos
bioativos provenientes de fontes naturais, diminuindo o
emprego de substancias sintéticas que agridem o meio
ambiente e a saude humana (Raut & Karuppayil, 2014).

Os o6leos essenciais citricos possuem mais de 200
substancias em proporgdes variaveis na sua composi¢ao.
De acordo com Mehl et al. (2014) a fragao volatil (85% a
99% do 06leo) ¢ composta por terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos), seus derivados oxigenados e por alcoodis
alifaticos, ésteres e aldeidos. O limoneno € o componente
principal dos 6leos essenciais de Citrus (30% a 97%
dependendo da espécie). Outros componentes também
contribuem para a composi¢ao do perfil quimico como:
o e B-pineno (~ 0,3% até ~15%), y-terpineno (~ 10%),
mirceno (~ 3%) e outros.

O limoneno ¢ o componente majoritdrio na
composi¢do dos Oleos de frutas citricas. Seu teor
varia, entre as diferentes espécies e entre as variedades



Caracterizagao dos 6leos essenciais de frutas citricas 17

de uma mesma espécie, conferindo a cada variedade
propriedades diferentes e possibilidades distintas de
utilizagdo. Neste sentido o objetivo deste trabalho ¢
fornecer aos produtores, consumidores e pesquisadores
um panorama da variagdo da composi¢do quimica
dos oleos essenciais de algumas das frutas citricas
comercializadas no Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal: As amostras de frutas citricas
foram adquiridas em estabelecimentos comerciais
escolhidos aleatoriamente na cidade do Rio de Janeiro -
R1J, Brasil. Os frutos foram escolhidos considerando-se
seu bom aspecto fisico e auséncia evidente de sinais de
doencas bem como de sinais de dano mecanico durante
transporte e armazenamento. Em seguida foram
prontamente encaminhados para o processo de extracao.
Um nimero médio de 4 amostragens foi tomado para
cada espécie ou variedade de fruta. Em seguida a
composi¢ao individual dos 6leos de cada amostragem
foi obtida e a partir desses dados foram realizados
calculos de média aritmética para gerar as composigoes
médias de cada espécie ou variedade. Neste trabalho
foram estudadas as seguintes espécies e variedades:
mexerica (Citrus deliciosa Tenore), tangerina Ponkan
(C. reticulata Blanco), tangor Murcott (C. reticulata x
C. sinensis (L.) Osbeck), cidra (C. medica L.),; lima da
Pérsia — (C. limettioides Tanaka), grapefruit ou pomelo
(C. paradisi Macfad), lima acida Tahiti (C. latifolia
Tanaka), limdo Siciliano (C. /imon (L.) Osb.), lima
acida Galego (C. aurantifolia Swingle), limao Cravo
(C. limonia (L.) Osb.), laranja Azeda (C. aurantium L.)
¢ as laranjas Bahia, Lima, Péra e Seleta (C. sinensis).

Preparo das amostras — Os frutos foram
descascados com faca e 150 g de cascas provenientes de
todos os frutos de cada amostra foram homogeneizadas
com 1 litro de agua destilada em um Waring blender
e imediatamente submetidas a hidrodestilacdo em um
aparelho de Clevenger modificado, por duas horas.
ApoOs a extragdo os Oleos foram secos com Na,SO, e
estocados a -18°C. O rendimento médio para os 6leos
foi calculado com base em percentagem de massa de
0leo obtido em relacdo a massa de cascas utilizada.

Analises quantitativas por CG/DIC - As analises
cromatograficas foram realizadas em um aparelho
Shimadzu GC 2010 (Tokio, Japao) equipado com

detector de ioniza¢do em chama. Foi usada uma coluna
capilar de silica fundida DB5 (30 m, 0.25 mm d.i.,
filme liquido de 0.25 pm). A temperatura do forno foi
programada entre 60-246°C com aquecimento de 3°C/
min seguida de uma isoterma a 246°C por 20 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas
em 220°C e 290°C respectivamente. Para a realizacao
das analises os Oleos foram diluidos 1:10 em CHCI,
e uma aliquota de 1 pL foi injetada sob razdo de
split 1:30, usando H, como gas de arraste (1,44 mL/
min). Os indices de reten¢do das substancias foram
determinados através da interpolagdo linear com uma
série de n-alcanos (C-C,)). As quantidades relativas
foram calculadas baseadas nas areas dos picos obtidos
nos cromatogramas sem o uso de fator de correcao.
Identificacdo das substancias por CG-EM - Os
perfis de composicao quimica dos 6leos foram obtidos
em um equipamento de cromatografia gasosa Shimadzu
2010 Plus equipado com um detector de massas com
analisador quadrupolar em modo de ionizagao eletronica
a 70 eV. As substancias foram separadas em uma coluna
capilar de silica fundida DB5 (30 m, 0,25 mm d.i.,
filme liquido de 0,25 pum). A temperatura do forno foi
programada de 60-246°C em 3°C/min, e em seguida
mantida em 246°C por 20 minutos. O detector de massas
foi utilizado nas seguintes condi¢des: temperatura da
interface de 290°C e faixa de varredura de 40 até 500
Da. As temperaturas do injetor ¢ do detector foram
respectivamente de 220°C e 290°C. Razdo de split de
1:30 e volume de inje¢do de 1 pL. O gas carreador
utilizado foi He (99.999%) sob uma vazdo de 1 mL/min.
A identificacdo individual das substancias
presentes em cada 6leo foi baseada (i) na comparagao
dos seus espectros de massas com os contidos na
biblioteca de espectros do NIST e (ii) na comparagao
dos seus indices de retengao obtidos em coluna DB-5
(fase: 5% fenilmetilsilicone), com os indices de padroes
auténticos e dados da literatura (Adams, 2007).
Analises estatisticas -Para a comparagao entre as
diferentes amostras foi utilizado o teste de analise de
variancia (one way ANOVA) com pds-teste de Tukey
com 5% de significancia. As analises multivariadas
foram aplicadas sobre a tabela de composi¢ao
percentual média dos diferentes o6leos estudados.
A Analise de Componentes Principais (Principal
Components Analysis - PCA) foi realizada com 5
Componentes Principais (Principal Components - PC),
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peso 1 para todas as variaveis e amostras, validagao
cruzada com uma amostra por segmento e sem rotacao.
A analise de Agrupamentos Hierarquicos (Hierarchical
Cluster Analysis -HCA) foi realizada pelo método de
Ward usando a distancia euclidiana ao quadrado. O
programa Unscrambler® X 10.2 (Camo Software,
Noruega (Wass, 2013) foi utilizado para a realizagdo
das andlises multivariadas e o programa GraphPad
Prism 5.00 para Windows (Graphpad Software, USA)
foi utilizado para a realizacdo das analises de variancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabela 1 apresenta o rendimento médio de cada
amostra de fruta citrica estudada pelo nosso grupo. As
variagdes de rendimento encontradas podem ser devidas
a caracteristicas morfoldgicas da espécie/variedade,
sazonalidade/data da colheita de cada amostra (Neto &
Lopes, 2007), bem como ao seu tempo de prateleira.

A amostra que apresentou maior rendimento de
extracdo de oleo por hidrodestilagdo foi a laranja Seleta
(C. sinensis) com 2,87%, enquanto o menor rendimento
foi observado em lima da Pérsia (C. limettioides) com
0,28%. Devido ao baixo rendimento de 6leo na extra¢ao
de C. limettioides houve diferenga significativa (p<0,05)

no rendimento em relagdo a sete outras amostras, sendo
mexerica (C. deliciosa), Ponkan (C. reticulata), Murcott
(C. reticulata x C.sinensis) ¢ as laranjas Bahia, Lima,
Pera e Seleta (C. sinensis ). A amostra com maior
rendimento de extragdo de 6leo, C. sinensis var. Seleta,
também apresentou diferencas significativas (p<0.05)
em relagdo a sete amostras (C. medica., C. limettioides,
C. paradisi, C. latifolia, C. limonia, C. aurantifolia e C.
aurantium). Das amostras estudadas apenas C. limon
(limao Siciliano) nao apresentou diferenca significativa
(p<0.05) em relagdo a nenhuma das outras amostras.

A Tabela 2 apresenta as composicdes dos 6leos
essenciais das frutas estudadas. Foram detectadas 61
substancias diferentes das quais 60 foram identificadas.
Os resultados publicados por Teixeira et al, que
determinaram a composicdo de quinze gendtipos de
limao (C. limon) (Teixeira et al., 2013)e oito genotipos
de mexerica (C. deliciosa) além de um genotipo de
tangerina (C. reticulata.) (Teixeira et al., 2014), também
apresentaram como componentes mais abundantes nos
6leos, limoneno, y-terpineno e B-pineno para os limdes,
enquanto limoneno, y-terpineno foram os constituintes
majoritarios nas variedades de tangerina e mexericas
Os valores percentuais encontrados sao
comparaveis os obtidos em nosso grupo.

estudadas.

Tabela 1. Rendimentos médios de extragao dos 6leos essenciais de 15 amostras de frutas citricas

Amostra Variedade Rendimento (% m/m)* Desvio padrao
C. deliciosa mexerica 1,99a,b 0,00
C. reticulata tangerina Ponkan 1,92¢ 0,00
C. reticulata x C. sinensis ~ tangor Murcott 1,74d 0,01
C. medica cidra 1,05¢ 0,00
C. limettioides lima da Pérsia 0,28a,c,d,f,g,h,i 0,00
C. paradisi grapefuit ou pomelo 1,21 0,01
C. latifolia limao Tahiti 1,06k 0,40
C. limon limao Siciliano 1,57 0,21
C. limonia limédo Cravo 0,68b,l,m 0,19
C. aurantifolia lima acida Galego 1,01n 0,01
C. aurantium laranja da Terra ou Azeda 0,870,p 0,22
C. sinensis laranja Bahia 1,68f 0,18
C. sinensis laranja Lima 2,09¢ 0,69
C. sinensis laranja Péra 2,03h,1,0 1,19
C. sinensis laranja Seleta 2,87e,1,j,k,m,n,p 0,95

“Letras iguais indicam diferenga significativa, Tukey, 5% de significancia.
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O limoneno ¢ a substancia majoritaria em todos os
6leos analisados com quantidade variando entre 96,50%
e 43,52%. A lima da Pérsia (C. limettioides) foi a amostra
com maior teor de limoneno enquanto que Galego (C.
aurantifolia) foi a amostra com menor teor de limoneno
presente no oOleo. O limoneno ¢ um monoterpeno
cujo aroma tem uma caracteristica nota citrica. Esta
substancia tem sido utilizada como aditivo em alimentos,
bebidas e gomas de mascar devido as suas propriedades
flavorizantes. O mesmo também ¢ parte importante em
fragrancias, pode ser utilizado como solvente ¢ como
ativo em produtos de limpeza. E considerado seguro para
administragdo pela Food and Drug Administration (FDA,
2015), sendo também aprovado pela U.S. Environmental
Protection Agency (EPA, 1993) para uso como inseticida
natural e como repelente.

Outras substdncias também contribuem de
maneira importante para a composicao dos 6leos de frutas
citricas, como por exemplo, o y-terpineno, o B-pineno, o
mirceno € o a-pineno. O monoterpeno y-terpineno nao
foi detectado nas amostras de C. /imettioides (lima da
Pérsia), C. paradisi (grapefruit ou pomelo) e tangor
Murcott, enquanto que C. medica (cidra), com 26,83%,
foi a amostra com maior teor da substancia. O B-pineno
também nao foi detectado em duas amostras, Murcott e
lima da Pérsia, enquanto o seu maior teor foi encontrado
em Galego (C. aurantifolia) com 15,02%. As substancias
mirceno e a-pineno apresentaram menores teores em C.

reticulata (Ponkan) (0,17%) e C. limettioides (lima da
Pérsia) (0,34%), respectivamente. Mirceno e a-pineno
tiveram suas maiores concentracdes relativas medidas
respectivamente em C. sinensis var. Bahia (4,79%) e C.
limonia (limao Cravo) (2,03%).

O linalol ¢ conhecido por conferir importante
propriedade organoléptica (intenso aroma floral) aos
oleos citricos. A espécie C. medica foi a Uinica que nao
apresentou niveis detectaveis de linalol, enquanto que
C. sinensis var. Péra possui o 6leo com maior teor desta
substancia (3,34%) dentre os 6leos estudados.

Devido a natureza complexa dos dleos essenciais
foram aplicadas metodologias de analises multivariadas
aos dados analiticos obtidos, no intuito de agrupar as
espécies/variedades em fungdo da sua composi¢do
quimica.

Primeiramente foi realizada uma analise de
agrupamento hierarquico (HCA, do inglé€s Hierarchical
Cluster Analysis) com o objetivo de encontrar ¢ separar
objetos em grupos similares. O critério de varidncia
minimade Ward foi utilizado comafinalidade de reunirem
em um mesmo grupo objetos que proporcionem o menor
aumento da variancia intragrupo (Mingoti, 2005).

A Figura 1 mostra o dendrograma obtido através
da analise de HCA com os resultados da Tabela 1.
E possivel observar uma clara separacio entre dois
grupos que possuem como diferenga principal o teor de
limoneno nas suas composigdes. Neste caso, amostras

C. aurantifoli. |
C. latifolia

C. medica

C. limonia :l
C. limon
C. aurantium —’_‘
C. delici
C. sinensis
var. Seleta
C. sinensis
var. Péra
C. sinensis
var. Bahia

C. reticulata
var ponkan

C. sinensis —
var. Lima

C. paradisi
C. limettioides ﬂ‘
C. reticulata

var. Murcott

5

Distancia relativa

Figura 1. Dendrograma de quinze amostras de frutas citricas. Método Ward de variancia.
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com altos teores de limoneno (acima de 77,01%) foram
reunidos no grupo inferior juntamente com C. sinensis,
C. reticulata, C. paradisi, C. limettioides e o hibrido
Murcott (C. reticulata x C. sinensis), enquanto que
amostras com teores menos pronunciados de limoneno
(igual ou abaixo de 77,01%) foram agrupados no grupo
superior (C. aurantifolia, C. latifolia, C. medica, C.
limonia, C. limon, C. aurantium e C. deliciosa).

O lhmenio
L]

(9%

Simas et al.

Foi aplicada também uma analise de

componentes principais com o intuito de maximizar
as diferencas entre as respectivas amostras. A PCA
também foi realizada sobre a tabela de composigao
percentual dos o6leos estudados. O grafico de
scores ¢ mostrado na Figura 2a e o grafico de
loadings (pesos ou carregamentos) ¢ mostrado na
Figura 2b.
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Figura 2. a. Grafico de scores da PCA sobre a composi¢do percentual dos 6leos essenciais de quinze amostras
diferentes de frutas citricas. b. Grafico de loadings da PCA sobre a composi¢ao percentual dos 6leos essenciais.
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APCA aplicada explicou 99,66% da variancia total
dos dados, dos quais 88,51% foram explicados pela PC-
1, 8,73% pela PC-2, 1,66% pela PC-3, 0,49% pela PC-4
e 0,25% pela PC-5. A PC-1 separou o conjunto de quinze
amostras em dois grupos distintos. No quadrante positivo
foram agrupadas oito amostras enquanto que no quadrante
negativo sete amostras encontram-se agrupadas. Através
da anélise do grafico de loadings é possivel observar que
a varidvel com maior peso na variancia explicada pela
PC-1 é o componente majoritario em todos os Oleos,
o limoneno. Neste sentido, corroborando o resultado
obtido pela analise de HCA, a PC-1 agrupou o conjunto
de dados em dois grupos relativos aos teores de limoneno
de cada amostra. No quadrante positivo foram agrupadas
as 8 amostras com teores de limoneno relativamente
altos (acima de 77,01%) e no quadrante negativo as
sete amostras com teores menos pronunciaveis desta
substancia (igual ou menor que 77,01%).

Ao observar os resultados da PC-2 ndo é possivel
notar uma clara separagdo entre grupos, contudo esta
analise foi capaz de explicar a variagdo no teor de
outras substancias que também contribuem de maneira
significativa na composi¢ao de dleos essenciais de frutas
citricas. Neste sentido, correlacionando as informagoes
dos graficos de scores e de loadings este componente
direcionou para o quadrante positivo amostras com um
gradativo aumento nos teores de y-terpineno. Por outro
lado foram atribuidos valores negativos para amostras
com maiores teores gradativos de B-pineno.

CONCLUSOES

Os oleos de quinze amostras de frutas citricas
foram extraidos com rendimento de extragdo variando
entre 0,28% ¢ 2,87% m/m. C. sinensis var. Seleta
apresentou o maior rendimento enquanto que
C. limettioides var. lima da Pérsia forneceu o menor
rendimento. Limoneno ¢ principal constituinte dos 6leos
com variacdo entre 43,5 e 96,5% sendo C. limettioides a
amostra com maior teor de limoneno (96,5%).

Asanalises de HCA e PCA agruparam as amostras
em grupos distintos segundo seus teores de limoneno,
y-terpineno e PB-pineno. Neste sentido foi possivel
gerar informagdes aos produtores, consumidores
e pesquisadores sobre o panorama da variagdo da
composi¢do quimica dos 6leos essenciais de algumas
das frutas citricas comercializadas no Brasil
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