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CARACTERIZACAO QUIMICA DE OLEOS ESSENCIAIS EM FOLHAS DE
LARANJEIRA AZEDA E MEXERIQUEIRA

Autor: Lucas Aragao da Hora Almeida
Orientador: Roberto Fontes Vieira
Co-orientador: Walter dos Santos Soares Filho

RESUMO: Os 0leos essenciais sdo metabdlitos secundérios extraidos também das
folhas de laranjeiras azedas e mexeriqueiras contendo em sua composic¢ao linalol,
limoneno, a-terpineol, N-metil-antranilato de metila, y-terpineno, acetato de linalila,
entre outros compostos quimicos. Estes compostos apresentam propriedades
organolépticas marcantes e séo largamente utilizados na industria de cosméticos,
perfumaria, alimentos e na medicina. Efeitos abioticos podem influenciar o teor dos
compostos, modificando a composicédo do 6leo essencial. Considerando o potencial
de utilizacdo dos OEs de citros, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar as
composic¢des quimicas de Oleos de petitgrain de acessos de Citrus aurantium L. e de
Citrus deliciosa Tenore do Banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e
Fruticultura. O rendimento do 6leo essencial foi obtido por hidrodestilacdo das folhas
e a identificacdo dos compostos por cromatografia gasosa (CG/FID e CG/MS). Entre
0S compostos majoritarios no petitgrain de laranjeira azeda, se destacaram linalol
(6,6%-48,9%), acetato de linalila (0,4%-33,8%), a-terpineol (0,3%-10,8%), B-pineno
(0,4%-46%), N-metil-antranilato de metila (0,7%-30,9). Nas mexeriqueiras, N-metil-
antranilato de metila (60,4%-84,6%), y-terpineno (6,1%-19,6%) e limoneno (2,7%-
10,2%) obtiveram destaque. Os acessos avaliados mostraram a diversidade de
compostos que podem ser obtidos do Oleo petitgrain, tanto em laranjeira azeda
guanto nas mexeriqueiras, apresentando portanto, potencial para utilizacdo

comercial.

Palavras-chave: Citrus aurantium, Citrus deliciosa, petitgrain, composicdo quimica.



CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE ESSENTIAL OILS FROM THE
LEAVES OF SOUR ORANGE AND MANDARINS

Author: Lucas Aragdo da Hora Almeida
Adivisor: Roberto Fontes Vieira
Co-adivisor: Walter dos Santos Soares Filho

ABSTRACT: Essential oils, known as secondary metabolites, extracted from the
leaves of sour orange and mandarins trees have in their composition linalool,
limonene, a-terpineol, methyl N-methylanthranilate, linalyl acetate, y—terpinene and
other chemical compounds. These compounds show remarkable organoleptic
properties and are widely used in cosmetics, perfumes, foods and medicine. Abiotic
effects can influence the content of the compounds by modifying their composition.
Considering the potential use of Citrus essential oils, the objective of this study was
to characterize the chemical composition of petitgrain over from accessions of Citrus
aurantium L. and accessions of Citrus deliciosa Tenore from the Germplasm Bank of
Embrapa Cassava and Fruit. The vyield of essential oil was obtained by
hidrodistillation of leaves and identification of compounds by gas chromatography
(GC/FID and GC/MS). Among the major compounds in sour orange petitgrain the
follow can be highlighted: linalool (6.6%-48.9%), linalyl acetate (0.4%-33.8%), a-
terpineol (0.3%-10.8%), B-pinene (0.4%-46%) and methyl N-methylanthranilate
(0.7%-30.9). Regarding mandarins, methyl N-methylanthranilate (60.4%-84.6%), y—
terpinene (6.1%-19.6%) and limonene (2.7%-10.27%) were the major ones. The
accessions showed a large diversity of compounds that can be obtained from
petitgrain essential oils, both sour orange and mandarins, and therefore feasible

potential for commercial use.

Keywords: Citrus aurantium, Citrus deliciosa, petitgrain, chemical composition.



INTRODUCAO

Importancia dos citros

O Brasil esta entre os trés principais produtores de frutas do mundo, com
mais de 2 milhdes de hectares de area plantada e uma safra estimada pouco
superior a 43 milhdes de toneladas em 2010. O aumento da producado e,
consequentemente, do consumo de frutas é reflexo da busca por saude, além do
aumento do poder de compra dos brasileiros, que chegam a consumir 47 quilos
de frutas por ano (POLL et al., 2011).

O bom desempenho do agronegdcio brasileiro tem intima relacdo com a
fruticultura, que gera empregos e renda; atualmente, o Brasil € o maior produtor
mundial de frutas seguido pela China e Estados Unidos (FAOSTAT, 2011). No
universo da fruticultura nacional, a citricultura destaca-se como o segmento de
maior importancia, compreendendo produtores rurais, viveiristas, industrias de
suco, de 6leo essencial, dentre outros (STUCHI & GIRARDI, 2010).

A utilizacdo de um expressivo leque de variedades citricas, incluindo
laranjeiras doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck], tangerineiras (diversas espécies),
mexeriqueiras (C. deliciosa Ten.), limoeiros verdadeiros [C. limon (L.) Burm. f],
entre outras, confere a citricultura acentuada importancia social e econémica, em
nivel mundial (BATISTA et al., 2002).

A citricultura brasileira detém a lideranca mundial na producéo de laranjas
doces ha varias décadas. A partir de 1927, o Brasil comecou a se destacar na
exportacao de citricos, situacdo esta consolidada na década de 1930, passando a
laranja in natura a fazer parte das exportacdes brasileiras, encontrando-se, em
1939, entre os dez produtos mais importantes nas exportacdes, periodo
conhecido como “a primeira fase aurea da citricultura”. Em 1970 foi fundada a
Sociedade Brasileira de Fruticultura (SBF), palco de importantes discussfes
cientificas. Em 1980, o pais ocupou a posi¢cdo de maior produtor mundial de

laranjas, gragas, principalmente, a producdo e exportacdo de seu suco



concentrado congelado (BENELLI, 2010). Esse crescimento teve repercussoes
socio-econdmicas muito favoraveis, implicando em expressiva geracdo de
empregos diretos e indiretos, além de contribuir com a balanga comercial nacional
(PEREIRA, 2008; LOPES et al., 2011).

No Brasil, em 2011, a area colhida com frutas citricas estava ao redor de
817 mil hectares e a producdo pouco mais de 19 milhdes de toneladas (IBGE,
2011). A cadeia agroindustrial representa cerca de 2% da pauta de exportacdes
brasileiras (STUCHI & GIRARDI, 2010), movimentando em 2009, cerca de US$ 9
bilhdes, distribuidos entre frutas frescas (US$ 4,07 bilhdes), suco pronto para
beber (US$ 3,77 bilhdes) e suco concentrado congelado (US$ 1,18 bilh&o) (FAO,
2011).

O Brasil detém cerca de 40% da producédo mundial de laranja doce, 60% da
producéo de suco e 82% do mercado mundial dessa commodity, (NEVES et al.,
2007), sendo que o Estado de Sao Paulo se destaca entre os estados brasileiros
produtores, com mais de 80% da producdo total, seguido pela Bahia (6%) e Minas
Gerais (4,5%) (IBGE, 2011). A regido Nordeste € a segunda maior regido
produtora, com mais de 115 mil hectares cultivados produzindo cerca de 1,8
milhdo de toneladas. A citricultura desenvolvida no Litoral Norte e Recdncavo
baianos representa o segundo polo produtor de citros do pais, com cerca de 52
mil hectares da faixa litorAnea do Nordeste ocupados por 19,2 milhdes de plantas
citricas (NEVES et al., 2010).

Para além das formas tradicionais de uso destas plantas, alguns produtos
sdo exportados para 0s paises industrializados como matérias-primas de
medicamentos, fragrancias e sabores (SILVA, 1995). Dentre estes, os Oleos
essenciais que sao misturas de compostos volateis, extraidos de diferentes partes
das plantas (SINAI et al., 2000), utilizados por variadas industrias na composi¢cao
de perfumes, cosméticos, farmacos, proporcionando sabor a alimentos e como
agentes medicinais (BIZZO et al., 2009).

A producédo de citros contribui para a sustentabilidade e competitividade do
agronegocio, permitindo o aumento da qualidade dos frutos, a possibilidade de
abertura de novos nichos de mercado e a exportacdo dos mesmos (AZEVEDO,
2007).



Origem e taxonomia

N&o h& duvida que um dos principais centros de origem das espécies
citricas encontra-se no Suldeste da Asia (DUGO & DI GIACOMO, 2002), com
destaque para C. sinensis, espécie pertencente a familia Rutaceae, em realidade
um hibrido natural surgido do cruzamento entre toranjeira [C. maxima (Burm.)
Merr.] e tangerineira (C. reticulata Blanco). Originarios notadamente de regides
subtropicais e tropicais do Sul e Sudeste da Asia, os citros sdo cultivados em
muitos paises com clima tropical ou subtropical, sendo que os principais
produtores sdo Brasil, China, Estados Unidos da América, Japdo, México,
Paquistdo e os paises da regido do Mediterraneo (TALON & GMITTER, 2008;
NUNES et al., 2009; KAMAL et al., 2011).

A mais antiga regido de cultivo dos citros compreende o Sudeste da China,
Sul da Peninsula Malaia e Oeste de Myanmar, antiga Birmania, onde se
originaram as tangerineiras, toranjeiras e limeiras, estas doces (C. limettioides
Tanaka; C. limetta Risso) e acidas [C. aurantiifolia (Christm.) Swingle]. Existem
evidéncias da exploracdo destas frutas no Sul da China ha mais de 4.000 anos,
dai dispersando-se em direcao ao sudeste, pelas Filipinas e numerosos grupos de
ilhas do Pacifico (SPURLING, 1969).

Os Citros disseminaram-se ao redor do mundo a partir do cultivo de
sementes, gerando, com isso, 0 surgimento de novas variedades com sabores,
aromas, cores e tamanhos de frutos variados (BENELLI, 2010). A citricultura
destaca-se entre as principais atividades agricolas mundiais, ocupando uma
ampla area geogréafica, situada entre os paralelos de 35° de latitude Norte e 35°
de latitude Sul, sendo que no Mediterraneo, devido a condicBes excepcionais de
clima, a cultura € explorada em locais com até 42° de latitude Norte (CAMPOS,
1976).

No Brasil, as plantas citricas foram introduzidas pelos colonizadores,
iniciando o plantio, possivelmente, na Bahia. As condi¢cdes climaticas favoraveis
possibilitaram sua difusdo por todo o territério nacional (CUNHA et al., 1996;
LOPES et al., 2011).

Quanto a classificacdo taxondémica, sdo utilizados dois sistemas. Segundo
Swingle (1967), existem 16 espécies reconhecidas, divididas em dois subgéneros,

Papeda, representado por espécies sem valor comercial, e Citrus, constituido



pelas espécies de importancia econdmica. Tanaka (1977) considera 162
espécies, subdivididas nos subgéneros Archicitrus e Metacitrus.

Botanicamente sdo classificadas como Espermatofitos, subdivisdo das
Angiospermas, classe das Dicotileddneas, subclasse das Geranineas e familia
das Rutaceas, que inclui seis subfamilias, sendo a subfamilia Aurantioideae
composta de duas tribos, sendo a tribo Citreas dividida em trés subtribos, a
Citrinas, que possui 13 géneros, sendo o género Citrus o que compreende as
espécies C. medica L. (cidreira), C. limon (L.) Burm. f. (limoeiro verdadeiro), C.
aurantiifolia (Christm.) Swingle (limeira &cida), C. aurantium L. (laranjeira azeda),
C. sinensis (L.) Osbeck (laranjeira doce), C. reticulata Blanco (determinadas
tangerineiras, como ‘Cravo’ e ‘Ponkan’), C. maxima (Burm.) Merr. (toranjeiras), C.
paradisi Macfad. (pomeleiro) entre outras (GOMES, 1972).

As folhas dos Citrus sdo persistentes, com coloracdo verde-clara quando
novas e passam para o verde mais escuro a medida que envelhecem. Variam de
simples a compostas, unifoliadas, com limbos inteiros. Sua forma é eliptica, oval
ou lanceolada e de aspecto coriaceo. Os frutos sédo divididos em pericarpo e
sementes. Sao hesperidios (do latim hesperidium), ou seja, o fruto € uma baga (é
o tipo mais comum de fruto carnudo simples, no qual a parede do ovario inteiro
amadurece em um pericarpo comestivel) com muitas sementes, cujo endocarpo é
dividido também em cémaras, podendo ser globulosos ou subglobulosos (DE
ARAUJO et al., 2003).

O grupo das mexeriqueiras (C. deliciosa) tem na Italia importante regido de
dispersdo (GIACOMETTI, 1991). Possuem porte médio, habito de crescimento
lento e curvado, ramos finos e quase sem espinhos, com folhas pequenas,
alongadas e lanceoladas, com aroma distinto. Os frutos sdo médios e achatados
nos polos, com numerosas sementes pequenas e altamente poliembriénicas, com
casca fina ndo coriacea (HODGSON, 1967).

Comumente chamada de laranjeira azeda, C. aurantium é cultivada na
América Central (Haiti) e do Sul (Paraguai) e em paises do Mediterraneo, como
variedade copa visando a extracdo de 6leos essenciais. E nativa do Sul da Asia,
possivelmente da india (DONADIO et al., 2005). A coloracéo da folha de laranjeira
azeda é um pouco mais escura que o de laranjeira doce e mais agucada de

conicidade, sendo o peciolo mais longo e largamente alado. O fruto € geralmente



mais plano e mais colorido, com casca mais espessa e mais aderente. Distingue-
se por caracteristicas marcantes e facilmente reconheciveis relacionadas ao odor
dos 6leos nas folhas e casca, agradavel e singular (HODGSON, 1967). Possui
tolerancia a condi¢cbes ambientais desfavoraveis, como geada e excesso de
umidade no solo, bem como resisténcia a diversas doencas, dentre as quais a
gomose, 0 que implicou em sua utlizacdo como porta-enxerto antes do
surgimento do virus da tristeza dos citros (Citrus tristeza virus, CTV), ao qual é
altamente intolerante (LOTA! et al., 2001).

Oleos essenciais de citros

Estudos com metabdlitos secundarios de plantas, antes considerados
produtos finais de metabolismo sem fungéo aparente, iniciaram-se no século XIX
e inicio do século XX, quando os quimicos buscavam novas fontes de matéria-
prima para producdo de drogas medicinais, aromatizantes, venenos e materiais
industriais (TAIZ & ZEIGER, 2004). Pesquisas revelaram que os produtos do
metabolismo vegetal podem ser divididos em metabdlitos primarios ou
macromoléculas, essenciais a todos os seres vivos, como lipidios, proteinas e
glicideos, e metabdlitos secundarios ou micromoléculas, resultantes de rotas
biossintéticas de metabdlitos primarios, sendo tais micromoléculas encontradas
em concentracdes relativamente baixas em determinados grupos de plantas,
geralmente com estrutura complexa, atividades biolégicas marcantes e baixo
peso molecular (BAKKALI et al., 2008).

Oleos essenciais s&o definidos como misturas complexas, contendo varias
dezenas ou mesmo algumas centenas de substancias com composicdo quimica
variada, obtidas através da técnica de hidrodestilacdo. No caso especifico de
frutos citricos, o 6leo é obtido através de prensagem a frio (1ISO, 1997).

Os Oleos essenciais citricos, que se enquadram na categoria de
metabolitos secundérios, sdo matérias-primas de aplicacdo na cadeia produtiva
das industrias de perfumaria, cosmética, farmacéutica, alimenticia e de polimeros
(SILVA-SANTOS & ANTUNES, 2007). Frutos, folhas e flores sdo bastante
aromaticos e, por isso, as espécies de Citrus caracterizam-se pela producdo de

6leos essenciais (ARAUJO JUNIOR, 2009). Os 6leos essenciais nas folhas sdo



armazenados em glandulas de Oleo cobertas por uma camada de células
epidérmicas, geralmente pequenas e com parede espessa que facilitam a
secrecdo do oleo essencial. O 6leo é secretado a partir do rompimento de células
gue compde as glandulas lisigenas, que possuem forma esférica ou subesférica e
ocorrem, geralmente, na face adaxial na regido do parénquima pali¢adico, onde
as células epidérmicas sdo menores e levemente aprofundadas em relacdo ao
restante do limbo (QUEIROZ-VOLTAN & BLUMER, 2005).

As propriedades terapéuticas e organolépticas dos 6leos essenciais, em
geral, se devem a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e de
fenilpropanoides, entre outros compostos volateis (FRANZ, 2010), relacionados a
propriedades farmacoldgicas devido a volatiidade e a outras propriedades
biolégicas (MACHADO &JUNIOR, 2011).

O volume fisico da producdo de o6leo essencial em citros é bastante
reduzido se comparado aos volumes de suco e farelo de polpa, porém nos anos
de 1996, 1997 e 2000 o valor agregado a este produto superou o valor unitario do
suco concentrado (NEVES et al., 2001).

O o6leo essencial de laranjeira foi responsavel por 86% das exportacdes, 0
de limoeiro por 8%, o de limeira por 3%, o de outros citricos, como toranjeira,
cidreira e tangerineira, responderam por 2%, e os de bergamoteira e petitgrain,
juntos, por aproximadamente 1% entre 0 més de janeiro de 2005 e outubro de
2008 (BIZZO et al., 2009).

Dados do Sistema ALICE-Web, que fornece informacfes atualizadas
mensalmente sobre os dados estatisticos das exportacdes e importacdes
brasileiras, mostrou que no periodo de janeiro de 2003 a dezembro de 2012, a
exportacdo de Oleos essenciais petitgrain de citricos pelo MERCOSUL foi de
aproximadamente 150 bilhdes de quilos.

Héa trés tipos distintos de 6leo essencial obtido dos citros: o 6leo de flor,
conhecida como o 6leo de neroli, o 6leo das folhas e rebentos (ramos novos),
conhecidos como 6leo de petitgrain e o 6leo de frutos em geral, conhecido
simplesmente como “6leo de laranja".

O O6leo essencial extraido da casca das frutas citricas tem grande
importancia na aromatizacdo de alimentos e bebidas, porém os diferentes 6leos

obtidos a partir das folhas de citros podem ter igual importancia, podendo ser



utilizados na composicéo de perfumes. Com o aumento do interesse na utilizagcéo
dos Oleos citricos na producdo de cosmeéticos surgiu a necessidade de obter
informacgdes sobre a constituicdo do 6leo das folhas de laranjeira (FADEL, 1991).

O termo petitgrain foi inicialmente utilizado para representar o 6leo extraido
de pequenos frutos verdes de laranjeira azeda, passando posteriormente a
referenciar o 6leo essencial obtido da destilacdo de galhos e folhas de citros em
geral. No fim do século XIX, sua producdo estava restrita a Espanha, Itélia, Brasil,
Franca (Provence), Haiti e Norte da Africa e mais tarde ao Paraguai (DUGO & DI
GIACOMO, 2002).

Importancia dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais sédo utilizados na industria para conferir aroma e
sabores especiais a produtos alimenticios, perfumaria, produtos de limpeza,
aromatizantes de ambiente, higiene oral e repelentes. A industria de cosmeéticos
chega a ocupar cerca de 14% do mercado no Brasil (SOUZA et al., 2010).

Nas plantas de citros, a producdo de O6leo essencial pelas folhas é
considerada um produto secundario, ja que ndo esta relacionada as funcdes
metabolicas principais, como respiracdo e fotossintese, porém é de grande
serventia na protecao contra microorganismos e predadores (SIANI et al., 2000).

O uso medicinal de 6leos essenciais tem sido passado por geracdes
(UMEZU et al., 2002), sendo geralmente utilizados, popularmente, no controle das
emocdes e humor, como sedativos, ansioliticos, antidepressivo e anticonvulsivo
(KOMORI et al., 1995; VIANA et al., 2000; DE-SOUZA et al., 2006; SOUSA et al.,
2007). Alguns estudos apontam para o efeito positivo do uso do éleo essencial em
pacientes com sintomas de depressdo e ansiedade, sendo uma possivel
alternativa aos medicamentos sintéticos (GUMNICK & NEMEROFF, 2000).
Estudos realizados em ratos expostos a fragrancia citrica acusaram efeitos
antidepressivo e ansiolitico nos mesmos, atribuidos a presenca do componente
limoneno, que atua no sistema nervoso central e esta presente no 6leo essencial
citrico (LEITE et al., 2008).

A producao nacional de 6leos essenciais € insuficiente para atender a
demanda interna, tanto que a industria nacional importa a maior parte dos 6leos

aromaticos. O mercado nacional caracteriza-se por apresentar demanda aos



Oleos essenciais diversificados, sendo que 0 pais possui espécies com acentuado
aroma, cujo valor permanece desconhecido (IAC, 2005).

O termo petitgrain, muitas vezes chamado de petitgrain bigarade, é
considerado de grande importancia comercial devido as suas propriedades de
fragrancia. O 6Oleo petitgrain tem sua producdo principalmente no Mediterraneo e
Paraguai, sendo as caracteristicas olfativas distintas entre essas regides (DUGO
& DI GIACOMO, 2002).

Acessos de mexeriqueira e laranjeira azeda

A Embrapa Mandioca e Fruticultura conta com um Banco Ativo de
Germoplasma de Citros (BAG-Citros) com cerca de 813 acessos, conservados in
vivo, variando de 2 a 12 plantas por acesso. As laranjeiras azedas (Citrus
aurantium L.) sdo representadas por sete acessos que se destacam pelo odor
singular (Figura 1), enquanto as mexeriqueiras (Citrus deliciosa Tenore) por oito

acessos (Figura 2).



Figura 1. Acessos de laranjeira azeda do BAG-Citros utilizados na extracao e identificacdo da composicdo quimica dos 6leos
essenciais. A-Laranjeira ‘Azeda Double Calice’ (BGC010), B-Hibrido de laranjeira ‘Azeda Gou Tou Chen’(BGCO008), C-Laranjeira

‘Azeda Narrow Leaf(BGCO011), D-Laranjeira ‘Azeda sem Espinho’(BC012), E-Laranjeira ‘Azeda Zhuluan’(BGCO015), F-Laranjeira
‘Azeda Sour Orange’(BGC014), G- Laranjeira ‘Azeda Comum’ (BGCO009).
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Figura 2. Acessos de mexeriqueira da Embrapa Mandioca e Fruticultura, utilizadas para identificacdo de compostos secundarios
nas folhas. A- Mexeriqueira ‘Comum’ (BGC33), B-Mexeriqueira ‘Giant of Sicily’ (BGC35), C-Mexeriqueira ‘Precoce’ (BGC40), D-
Mexeriqueira ‘Romana’ (BGC41), E-Mexeriqueira ‘Tetraploide 1585’ (BGC43), F-Mexeriqueira ‘Tua’ (BGC44), G-Mexeriqueira
‘Willow Leaf (BGCA45.
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Métodos de Extracao

Conforme o método empregado na extracdo de um Oleo essencial, suas
caracteristicas podem ser alteradas, fazendo com que seus efeitos terapéuticos,
possivelmente, também sejam alterados (MACHADO & JUNIOR, 2011). O
método de extracdo escolhido deve estar de acordo com o objetivo de utilizagéo,
pois 0 Oleo essencial é sensivel a temperatura, luz, umidade e presenca de
oxigénio e de metais, 0 que 0s torna muito instaveis, podendo sofrer inUmeras
reacdes de degradacdo, o que interferira em sua qualidade e quantidade
(GUIMARAES et al., 2008).

A extracdo de uma esséncia pode ser realizada por hidrodestilacdo, arraste
a vapor, maceracao, extracdo por solvente, enfleuragem, fldidos supercriticos
(MACHADO & JUNIOR, 2011), sendo os processos de arraste a vapor e
hidrodestilagdo os mais utilizados na obtencéo do 6leo essencial no Brasil e em
outros paises produtores de 0leo essencial de citros. (CRAVEIRO et al., 1981)

Hidrodestilagcdo € um processo que consiste em colocar do material vegetal
em um baldo contendo agua, sendo a mistura obtida aquecida e o vapor resfriado
em um condensador por onde ha fluxo de agua para refrigeracdo. O produto da
condensacao é recolhido e a separacéo do 6leo e da agua se da por decantacao.

Quando realizada por destilacdo por arraste a vapor, as substancias
organicas sao separadas através do vapor d’agua, que em contato com a
membrana celular libera o 6leo contido nas glandulas. O déleo junto ao vapor
d’agua é resfriado, ocorrendo a condensagédo. O 6leo coletado é seco com o
auxilio do sulfato de anidro e armazenado em recipiente protegido (SILVA-
SANTOS & ANTUNES, 2007).

Prensagem a frio € um método empregado pelas industrias de suco para
obtencdo Oleo das cascas dos frutos citricos, chamado de concreto. S&o
utilizadas prensas hidraulicas para extrair o suco e o 6leo contido nos bolsdes de
Oleo. A casca da laranja € cortada e prensada durante o processo, liberando a
mistura que é transferida para uma centrifuga onde o 6leo puro é obtido. Pelo
processo de separacdo de misturas (centrifugacédo) o 6leo essencial é separado

da agua.
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A utilizacdo de fluidos supercriticos € um procedimento que consiste no uso
de gases densos como solventes, constituindo uma alternativa aos outros
métodos de extracdo, apresentando o produto obtido alto grau de pureza e,
consequentemente, maior valor agregado (RIZVI et al., 1986). A extracao por este
método necessita de alto investimento, mesmo sendo o solvente supercritico
reaproveitado, apenas pelo ajuste de pressao e/ou temperatura, eliminado assim
a etapa de separacdo entre solvente e composto extraido. A extracdo de
principios arométicos de especiarias, obtengcdo de insumos farmacéuticos, 6leos
essenciais de frutas e sementes utilizando a extracéo supercritica vem ganhando
espaco por ser um processo com maior controle da extracdo e seletividade
(MICHIELIN, 2002).

Composigéo do 6leo essencial de citros

O oleo essencial de citros € uma mistura de compostos aromatizantes,
volateis, quimicamente instaveis, extraidos por processos especificos de
diferentes partes da planta. Sao constituidos principalmente de monoterpenos,
gue possuem altos niveis de insaturacdo e sao geralmente instaveis, devido a
muitos fatores, tais como luz, calor, oxidacdo e hidratacdo (ARAUJO JUNIOR,
2009).

A producdo dos metabdlitos concentra-se, geralmente, nas cascas de
frutos e nas folhas (ELLOUZE et al.,, 2012). Quando realizada nas folhas, é
armazenada nos espacgos intersticiais entre a cuticula e a parede celular,
compreendendo, basicamente, terpenos sintetizados pela rota do acido
mevaldnico (FERRI, 1996).

Devido a presenca de mono e sesquiterpenos e de fenilpropanoides,
metabolitos relacionados a caracteristicas organolépticas, os 06leos essenciais
constituem matérias-primas de grande importancia para as inddstrias cosmética,
farmacéutica e alimenticia (BI1ZZO et al,. 2009).

Fatores genéticos determinam a composicao quimica dos 6leos essenciais,
mas 0s metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente, o que pode direcionar a rota metabdlica produzindo

diferentes compostos. As interacbes e possiveis correlacdes planta-
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microrganismos, planta-insetos e planta-planta; idade e estadio de
desenvolvimento, fatores abib6ticos, como Iluminosidade, temperatura,
pluviosidade, nutricdo, época e horario de coleta, bem como técnicas de colheita
e pos-colheita, podem exercer influéncia na composicdo do oOleo essencial
(GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

A utilizacdo dos 6leos essenciais esta vinculada a sua composicéo, sendo
importante a escolha da espécie vegetal que apresenta 0 componente ativo, em
gue época a producdo é satisfatéria, quais sao as praticas agricolas necessarias
e como processar 0 material para obter o maximo aproveitamento do Oleo
(CELIKTAS et al., 2007). A producdo de plantas aromaticas e medicinais possuli
certas particularidades, ja que é de interesse do produtor aumentar a biomassa e
o teor de principios ativos (BEZERRA et al., 2008).

Os diferentes genaotipos de citros geram Oleos essenciais com composi¢oes
variadas, mesmo quando cultivadas em um mesmo ambiente. Estas diferencas
sdo importantes tanto para fins genéticos e taxondémicos quanto para a relevancia
econdmica, industrial e implicacdes cosmeéticas (ALONZO, 2000).

A laranjeira conhecida como “azeda” é cultivada na América Central e do
Sul e em paises do Mediterraneo, estando relacionada a quatro espécies
botanicas: C. aurantium, C. myrtifolia Raf.,, C. natsudaidai Hayata e C.
neoaurantium Tanaka. O o6leo essencial (petitgrain) € produzido principalmente
pela Franca, Itdlia, Espanha e Paraguai, que, juntamente com outros paises do
Mediterraneo, chegaram a produzir cerca de 260 toneladas anuais, sendo seu
aroma caracteristico, muito utilizado pela industria de cosméticos devido a
composicdo quimica predominante de linalol, acetato de linalila, a-terpineol entre
outros (LOTA' et al., 2001).

Dentre os compostos presentes no 6leo petitgrain de mexeriqueira (Citrus
deliciosa Ten.) destacam-se o limoneno, linalol, sabineno, y-terpineno e N-metil-
antranilato de metila (LOTA? et al., 2001). Enquanto entre as laranjeiras azedas
(Citrus aurantium L.), os mais comuns sdo acetato de linalila, a-terpineol, acetato
de nerilo, acetato de geranilo, B-pineno, nerol, terpinoleno e outros (LOTA® et al.,
2001). A Figura 3 ilustra as formas estruturais destes compostos. Estes

compostos séo largamente requeridos pela industria, na producdo de cosméticos
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e produtos de limpeza, perfumaria, produtos arométicos, como repelente de
insetos, como antifungico, antioxidante e anti-sépticos.

O aumento na utilizacdo dos 6leos essenciais impulsionou as pesquisas
na area, levando a descoberta de cerca de 3000 6leos essenciais, dos quais 300
sdo comercialmente importantes para as industrias farmacéutica, de alimentos,
agronbmica, sanitaria, de cosméticos e perfumes (BAKKALI et al,
2008).

B-pineno Limoneno Linalol Acetato de linalila a-terpineno
N )\VJ\/\k #
3 |
Acetato de nerila Geraniol Acetato de geranila  cis-Ocimeno
@[COZCHS
MHCH;
Sabineno N-metil-antranilato de metila

Figura 3: Formas estruturais dos principais compostos presentes no petitgrain de
Citrus.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura detém uma rica diversidade genética
em seus bancos ativos de germoplasma (BAG's), utilizando estes recursos
genéticos para o0 desenvolvimento de alimentos. As substancias quimicas
presentes neste germoplasma, especialmente o de citros, podem ter aplicacdes
em outros setores produtivos, como nas industrias de cosmética, perfumaria e
farmacéutica. Estes novos usos irdo contribuir para a valorizacdo do material
genético e fortalecer o sistema produtivo do pais. Para tal, entretanto, ha
necessidade de se conhecer melhor os bioativos presentes neste germoplasma,
identificando as substancias bioativas com potencial industrial entre acessos,
agregando valor as folhas de laranjeira azeda e mexeriqueiras, promovendo,

assim, a valorizagdo do BAG-Citros.
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FOLHAS DE LARANJEIRA AZEDA (Citrus aurantium L.)
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RENDIMENTO E COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL EM
FOLHAS DE LARANJEIRA AZEDA (Citrus aurantium L.)

Autor: Lucas Aragao da Hora Almeida
Orientador: Roberto Fontes Vieira
Co-orientador: Walter dos Santos Soares Filho

RESUMO: O teor e a composicdo quimica do 6leo essencial em folhas de sete
acessos de laranjeira azeda foram analisados com o objetivo de caracterizar o
Banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura no inverno de
2011 e verdo de 2012. O rendimento do Oleo essencial foi obtido por
hidrodestilacdo das folhas e a identificacdo dos compostos por cromatografia
gasosa (CG/FID e CG/MS). Entre os compostos majoritarios no petitgrain de
laranjeira azeda se destacaram linalol (6,6%-48,9%), acetato de linalila (0,4%-
33,8%), a-terpineol (0,3%-10,8%), B-pineno (0,4%-46%), N-metil-antranilato de
metila (0,7%-30,9). Os acessos se comportaram de maneira semelhante nas
duas épocas de coleta quanto ao teor de 6leo e variagdes na composicao.

Palavras-chave: petitgrain, terpineno, metabolitos secundarios.

YIELD AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL IN LEAES OF
SOUR ORANGE (Citrus aurantium L.)

Author: Lucas Aragao da Hora Almeida
Adivisor: Roberto Fontes Vieira

Co-adivisor: Walter dos Santos Soares Filho

ABSTRACT: The essential oil content and composition in leaves of seven
accessions of sour orange were analyzed to characterize the Germplasm Bank
of Embrapa Cassava and Fruit in winter 2011 and summer 2012. The vyield of
essential oil was obtained by hidrodistillation of leaves and identification of
compounds by gas chromatography (GC/FID and GC/MS). Among the major
compounds in petitgrain sour orange can be highlighted linalool (6.6%-48.9%),
linalyl acetate (0.4%-33.8%), a-terpineol (0.3%-10.8%), B-pinene (0.4%-46%)
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and methyl N-methylanthranilate (0.7%-30.9). The accessions showed a similar
profile in both harvests on the oil content and composition variations.

Keywords: petitgrain, terpinene, secondary metabolites

INTRODUCAO

As frutas citricas sdo dentre as espécies arbdreas as frutas mais
importantes do mundo (NUNES, et al.,, 2009), sendo produzidas em varios
paises de clima tropical e subtropical (KAMAL et al., 2011; SURYAWANSHI,
2011). Originadas do sudeste asiatico (DUGO & Di GIACOMO, 2002), as
plantas citricas foram introduzidas no Brasil pelos colonizadores, iniciando o
plantio, possivelmente, na Bahia. As condicdes climaticas favoraveis
possibilitaram a difusdo da espécie por todo o territdrio nacional (CUNHA,
1996).

A laranja azeda (Citrus aurantium L.) pertence a familia Rutaceae, é
conhecida também por laranja amarga e laranjeira cavalo. O 6leo essencial
obtido de seus frutos e folhas € utilizado no tratamento de insénia (Carvalho-
Freitas & Costa, 2002), como inseticida (WANG et al., 2001), anti-inflamatorio,
anticanceroso, anti-viral e atividades anti-bacterianas e aprimoramento da
resposta imune (KIM, 2012).

O oleo essencial (OE) pode ser obtido das folhas (petitgrain), das flores
(neroli) e dos frutos (6leo de laranja). O 6leo extraido de pequenos frutos
verdes de laranja azeda foi inicialmente identificado com petitgrain,
posteriormente passou a referenciar o 6leo essencial obtido da destilacdo dos
gomos e folhas. No fim do século XIX a producdo estava restrita a Espanha,
Italia, Brasil, Provence, Haiti e Norte da Africa e mais tarde no Paraguai (DUGO
& DI GIACOMO, 2002). No ano de 2011, o Brasil chegou a exportar cerca de
25 milhdes de quilos de Oleo essencial de laranja, que renderam
aproximadamente 112 milhdes de ddlares (USND, 2011).

Os OE de Citros sdo utilizados pelas industrias de alimentos e
cosméticos, na aromaterapia e pela medicina popular (FERHAT et al., 2007). O
petitgrain do C. aurantium ¢é utilizado no Brasil na medicina tradicional
(CARVALHO-FREITAS & COSTA, 2002). Segundo Dugo & Di Giacomo (2002),



26

este 6leo possui maior viscosidade quando comparado aos outros 6leos
citricos.

Diversas pesquisas foram realizadas com o objetivo de quantificar e
identificar a composicdo do 6leo em folhas de laranja azeda. Estes estudos
revelaram os constituintes quimicos mais comuns presentes nas folhas de C.
aurantium L., encontrando concentra¢des variadas de linalol, de a-terpineol e
acetato de linalila. (LOTA et al., 2001; BOUSSAADA & CHEMLI, 2006; AZADI
et al., 2012).

Considerando o potencial de utilizacdo dos OEs de Citros, o objetivo do
presente trabalho foi caracterizar as composi¢cdes quimicas e rendimento de
Oleos de petitgrain de sete acessos de Citrus aurantium L., do Banco de
Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura no inverno de 2011 e veréo
de 2012.

MATERIAL E METODOS

Coleta e amostragem do material

As laranjeiras azedas (C. aurantium L.) analisadas neste estudo s&o
cultivadas no Banco Ativo de Germoplasma de Citros (BAG-Citros) localizado
na Embrapa Mandioca e Fruticultura, no Recéncavo Baiano na cidade de Cruz
das Almas/BA, a 12°40'19" de latitude Sul e 39°06'22" de longitude W.Gr. O
clima é do tipo subumido, a altitude é de 220 metros acima do nivel do mar,
precipitacdo anual média de 1.240 mm e umidade relativa do ar anual de 80%.
O solo é classificado como Latossolo Amarelo Alico Coeso, de textura argilosa
e relevo plano (RIBEIRO et al., 1995). A temperatura média anual € de 24,1 °C
(ALMEIDA, 1999).

As laranjeiras azedas (C. aurantium L.) sdo enxertadas em limoeiro
‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), citrumelo ‘Swingle’ [C, paradisi Macfad. x Poncirus
trifoliata (L,) Raf.], limoeiro ‘Volkameriano’ (C. volkameriana V. Ten. & Pasq.) e
pé franco (Tabela 1). As plantas foram multiplicadas por enxertia resultando em
clones, cresceram nas mesmas condicfes climaticas e com tratos culturais

semelhantes.
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As folhas dos acessos foram coletadas na primeira semana do més de
outubro de 2011 (1% coleta) e primeira semana de fevereiro de 2012 (22 coleta),
visando abranger o periodo seco e quente. Os dados climaticos forma
coletados durante um més que antecederam o semana da coleta (Gréfico 1 e
2). A temperatura variou de 16,1°C a 29.6°C e média de chuva de 3,05 mm na
primeira época e 20,5°C a 32,9°C e média de chuva de 1,79 mm,
respectivamente. As folhas maduras e sadias foram obtidas de todos os
guadrantes da copa, de duas plantas por acesso. As amostras foram colocadas
em sacos de papel, levadas a estufa com ar circulante por quatro dias a 38°C e
secas até obter o peso constante.
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Grafico 1. (a) Variacao da temperatura (C°), (b) pluviosidade (mm) e umidade
relativa do ar (%) durante os 30 dias que antecederam as coletas de folhas de

Citrus aurantium L. nos meses de setembro e outubro de 2012.
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Gréfico 2. (a) Variacao da temperatura (C°), (b) pluviosidade (mm) e umidade
relativa do ar (%) durante os 30 dias que antecederam as coletas de folhas de

Citrus aurantium L. nos meses de janeiro e fevereiro de 2012.

Extracdo do 6leo essencial

A extracdo dos Oleos essenciais de 70 g de folhas secas de cada
amostra foi realizada por hidrodestilacdo em baldo de 2 L, por cerca de 2
horas. O 0leo essencial foi seco em sulfato de sodio anidro, estocado em vidros
ambar hermeticamente fechados e mantidos sob refrigeracdo a +5°C. O
rendimento dos 6leos foram expressos em percentagem (g/100 g do material
vegetal seco), calculado através da formula: ROE= MOE (g) x 100/MFS (g).
Onde: ROE = rendimento de OE (%), MOE = massa do Oleo extraido (g) e MFS

= quantidade de folhas secas utilizadas na extracao (g).

Analise Cromatografica

As analises foram realizadas em um cromatografo Agilent 7890A
equipado com um detector de ionizagdo por chama, utilizando uma coluna
capilar de silica fundida HP-5 MS (5%-fenil-95%-metilsilicone, 30 m de
comprimento X 0,25 mm de didmetro interno X 0,25 um de espessura do filme).
Utilizou-se hidrogénio como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min. As

temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 250°C e 280°C,
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respectivamente. A temperatura do forno variou de 60°C a 240°C/min, a uma
taxa de 3°C/min. As amostras de Oleo essencial foram diluidas em
diclorometano (1% V/V), e injetou-se 1,0 uL de cada, no modo com diviséo de
fluxo (1:20). Para a quantificacdo utilizou-se normalizacdo de area (area %).

Os espectros de massas foram obtidos em um sistema Agilent 5973N
acoplado a um cromatégrafo Agilent 6890, empregando a mesma coluna
cromatografica, nas mesmas condi¢cdes acima, exceto o gas de arraste, tendo-
se utilizado hélio (1,0 mL/min). Utilizou-se ionizagéo eletrdnica a 70eV. A fonte
de ionizacao foi mantida a 220°C, o analisador (quadrupolo) a 150°C e a linha
de transferéncia a 260°C. A taxa de aquisicdo de dados foi de 3,15
varreduras/s (scans/s), na faixa de 40 a 500 Da.

Os indices de retencao lineares foram calculados a partir dos tempos de
retencdo dos componentes dos Oleos essenciais e aqueles de uma série
homologa de n-alcanos injetados na mesma coluna e com as mesmas
condicdes de andlise acima (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963).

Os genotipos BGC08 e BGC14 foram quantificados apenas na primeira
época de coleta, a porcentagem de compostos nao foi obtida nos dados

cromatograficos da segunda época de coleta.

Identificacdo dos compostos

Para a identificacdo dos componentes dos Oleos essenciais seus
espectros de massas foram comparados com dados da espectroteca Wiley 6th
edition e também por verificacdo de seus indices de retencéo linear com dados
da literatura (ADAMS, 2007). Um componente foi considerado identificado
guanto tanto o espectro de massas quanto o indice de retencdo foram

compativeis com valores publicados.

Analise Estatistica

Inicialmente, foi realizada o somatorio de cada constituinte, onde
aqueles com valores superiores a 10 foram considerados para Analise de
Componentes Principais utilizando o método de fatorizacdo HJ-simetric

Galindo (1986), de forma a medir o inter-relacionamento entre 0s acessos e 0S
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constituintes. O programa R, de dominio publico, foi utilizado para desenvolver
as analises estatisticas (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve variacdo no teor do 6leo essencial entre 0s acessos avaliados e
também nas épocas de coleta. O teor do OE variou de 0,07% (BCGO08) a
1,06% (BCG11), ambos na segunda época de coleta. Os acessos BGCO09,
BGC11 e BGC12 apresentaram um aumento no teor de OE extraido no verao,
enquanto para BGC08 e BGC14 o inverno foi favoravel a producdo de oleo
essencial. Nos genétipos BGC10 e BGC15, o teor de OE quase nao variou
entre as épocas de coleta (Tabela 1).

Tabela 1. Relacdo de acessos de laranjeira azeda (Citrus aurantium L.),
denominacéo, porta-enxerto, procedéncia e porcentagem de 6leo essencial em
folhas colhidas em duas épocas’ no Banco de Germoplasma de Citros da

Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA.

Nome . % Oleo Essencial
Acessos C Porta-enxerto Procedéncia - -
omum 12 Epoca 22Epoca
Bocog AzedaGou i eiro ‘Cravo’ Florida 0,15 0,07
Tou Chen
BGCO09 Azeda ., Limoeiro CNPMF 0,29 0,41
Comum Volkameriano
‘Azeda Limoeiro
BGC10 Double . . ) CCSM 0,35 0,32
L Volkameriano
Calice
Azeda Limoeiro
BGCO011 Narrow . . , IVIA 0,30 1,06
, Volkameriano
Leaf
BGCl2 /28d3SeM  riiiimelo ‘Swingle IVIA 0,34 0,66
espinho
BGC14 Azoeda SOUr | imoeiro ‘Cravo’ ; 0,64 0,34
range
BGC15 Azeda Pé-franco China 0,45 0,46
Zhuluan

1 As épocas de coleta foram definidas como 1=Setembro/2011 e

2=Fevereiro/2012
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Experimentos com folhas de laranjeira azeda durante as estagdes do
ano, realizados por Ellouze et al. (2012), mostram a variacdo do rendimento
entre os meses de abril, julho e setembro de 2008 foram 0,34%, 0,41% e
0,43%, respectivamente. Lota et al. (2001), encontrou no periodo de dezembro
a abril concentracdes de 0,3% a 0,5% e 0,19% entre abril e novembro por
Azadi et al. (2012).

Foram identificados 54 compostos, variando de 32 (BCGO08-1% época) a
15 (BCGO09, na segunda época), representando 80,3% (BGCO08) a 99,9%
(BGC15) do total de dleo analisado (Tabela 2).

Foi realizado o somatério dos teores de cada composto quimico
identificado nos acessos C. aurantium, identificando aqueles com maior
representatividade nas amostras. A linha vertical identifica os compostos com
somatorios das concentragdes acima de 5, sendo linalol (420,2%) alcan¢ando
48,9% nos acessos BGC12 e 14, acetato de linalila (263,4%) com 33,8% no
BGC10, a-terpineol (82,9%) com 10,8% no BGC14, B-pineno (82,5%) com
chegando a 46% no BGC15, os mais representativos seguidos por N-metil-
antranilato de metila (34,8%), limoneno (25,8%), acetato de nerila (23,6%), (E)-
B-cariofileno (13,1%), nerol (10,9%), 6xido de cariofileno (7,2%), a-terpinoleno
(7,1%) nerolidol (6,4%) e outros (Figura 1).

Os compostos com maior representatividade encontrados nas duas
épocas foram linalol, que na analise da primeira coleta variou de 6,6% (BGC08)
a 48,9% (BGC12 e BGC14), variando, também, na segunda coleta de 23,3%
(BGC15) a 45,7% (BGC12), estando presente em todas as amostras
estudadas. O acetato de linalila apresentou na primeira coleta 0,4% (BGC15) a
30,2% (BGC10) e 0,0% (BGC15) a 33,8% (BGC10) na segunda coleta. O
acesso BGC15 se diferenciou dos demais com a auséncia de acetato de linalila
e a presenca de B-pineno que aparece com 46% na primeira e 31,3% na
segunda coleta. O composto N-metil-antranilato de metila foi encontrado em
guantidade expressiva no BGC11 com 30,9% na segunda época de coleta,
sendo praticamente ausente nos demais acessos. O composto a-terpineol
variou na primeira coleta de 0,3% (BGC08) a 10,8% (BGC14) e 1,2% (BGC15)
a 10,5 (BGC09) na segunda coleta (Tabela 2).

Os resultados s&o similares aos encontrados por Ellouze et al. (2012),

gue verificaram o impacto da estacdo do ano na composi¢cdo do 6leo essencial
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de Citrus aurantium L., encontrando variacdes de linalol (43,2%-65,97), acetato
de linalila (0,77%-24,77%) e a-terpineol (9,29%-12,12%), considerando 0s
meses de julho e setembro (verdo, no hemisfério norte) como a melhor época
de coleta, concluindo também que a variacdo sazonal influenciou na
composicdo do OE de Citrus aurantium L.. Este trabalho também é similar aos
resultados encontrados por Lota et al., (2001), que encontraram linalol (1,0%-
37,7%), acetato de linalila (0-36,8%), a-terpineol (0,3%-11,8%) e B-pineno
(2,1%-36,7%). Azadi et al. (2012), também citam a presenca de linalol e
acetato de linalina nas folhas de laranjeiras azedas em concentracbes de
39,4% e 38,8%, respectivamente. O linalol foi encontrado em maiores
guantidades que os relatados nos acessos BGC09, 12, 11, e 14, enquanto 0s
outros se equipararam aos da literatura citada.

O perfil quimico dos oleos investigados foi bastante semelhante em
todas as espécies, sendo que 0s compostos mirceno, (E)-B-ocimeno, a-
terpinoleno, linalol, a-terpineol e acetato de geranila estdo presentes nas duas
eépocas de coleta em todos o0s acessos, acetato de linalila, (Z)-p-ocimeno e
acetato nerila estdo ausentes apenas na segunda época no BGC 015,
enquanto o (E)-p-cariofileno apenas na primeira época do BGC14. Outros
compostos também estdo presentes na maioria dos acessos, como limoneno,
nerol e espatulenol. O N-metil-antranilato de metila se destaca no BGC11
segunda época com 30,9%, diferente dos outros que variaram de 0,7% a 1,2%

apenas.
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Tabela 2. Porcentagem relativa dos constituintes quimicos do 6leo essencial em folhas dos acessos de laranjeira azeda do BAG Citros da
Embrapa Mandioca e Fruticultura em duas épocas de coleta’.

Acessos
BGC 009 BGC 012 BGC 015 BGC 010 BGC 011 BGC 008 BGC 014
Citrus aurantium L, Epocas

IRL Componente 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 1
928  o-tujeno 0,6 0,3 0,2
936  a-pineno 0,1 3,5 2,2 0,1 0,3 1,0 0,1
951  sabineno 1,2 0,2 4,2 1,1 0,9
978  B-pineno 0,4 46 31,3 0,8 31 0,9
990 mirceno 1,3 0,5 1,2 1,2 1,1 0,8 14 0,8 1,3 0,8 0,7 18
1004 a-felandreno 0,1
1013 &-3-careno 3,2
1017 a-terpineno 0,2
1026 p-cimeno 7,8 3,5 0,9 12,4
1030 limoneno 0,4 0,4 0,4 6,9 5.2 8,5 0,5 0,5 2,5 0,5
1035 1,8-cineol 1,2
1038 (Z)-B-ocimeno 0,5 0,4 0,2 0,5 0,2 0,2 04 0,3 04 0,1 0,6
1049 (E)-B-ocimeno 1,1 0,8 0,2 1,1 4,3 54 0,2 0,9 0,5 0,8 1,2 1,3
1059 y-terpineno 2,6 4,6 23,1
1067 trans-hidrato,sabineno 0,3 0,2
1072  6xido,linalol 0,4 0,6 0,5 0,6 04 0,3 0,2 0,2
1088 a-terpinoleno 0,4 0,3 0,3 0,4 0,8 1,3 0,2 0,3 0,2 04 2,0 0,3
1098 linalol 44,1 43,5 48,9 45,7 8,2 23,3 38,3 40 45 27,8 6,6 48,9
1139  1-terpineol 0,3 0,2
1145  cis-B-terpineol 0,2 0,5
1156 citronelal 0,6 04 0,2 0,8
1175 terpinen-4-ol 0,1 0,1 0,5 1,0 0,2 0,1 0,2 0,3 0,1
1183 p-cimen-8-ol 0,2
1188 a-terpineol 9,5 10,5 8,4 9,5 0,5 1,2 7,0 8,9 9,5 6,8 0,3 10,8
1205 cis-piperitol 0,1
1226 citronelol 1,9
1232 nerol 1,1 1,6 0,5 0,2 1,8 0,8 1,9 0,6 0,4 2,1
1233 timil-metil-éter 0,3
1245 neral 0,4 0,5 0,9
1256 acetato,linalila 28,2 30,4 26,4 29,9 04 30,2 33,8 28,3 17 15,1 23,8
1259 geraniol 0,2
1352 acetato,citronelila 0,2 0,2
1368 acetato,nerila 2,8 2,7 25 25 0,3 2,6 2,8 2,8 1,7 0,2 2,8
1273  geranial 0,5 0,4 0,7 0,4
1386 acetato,geranila 53 53 4,9 4,8 0,8 4,2 4,9 53 3,3 0,1 54
1412 N-metil-antranilato,metila 1,2 0,7 1,1 0,9 30,9
1414  (E)-B-cariofileno 0,8 0,6 0,7 0,6 2,0 4,1 0,6 0,9 0,8 0,6 1,4
1447  a-humuleno 0,1 0,1 0,3 0,5 0,2 0,2
1489 biciclogermacreno 0,4 0,3 0,3 0,3 0,4 0,2 0,1
1517 &-cadinero 0,1 0,8
1544  elemol 0,2
1560 nerolidol 0,2 0,3 1,4 1,5 0,2 0,2 2,7
1569 espatulenol 0,4 0,5 0,4 0,3 0,7 0,2 0,5 0,4 35
1574  6xido,carofileno 0,3 0,4 3 0,7 0,7 0,4 1,8
1599  epoxido,humulenoll 0,2 0,2
1633  epi-a-muurolol 0,5 0,3

Total 98,7 98,7 99,2 99,2 94,3 99,9 98,2 98,3 99,2 95,9 80,3 99,5

R As épocas de coleta foram definidas como 1=Outubro/2011 e 2=Fevereiro/2012
% indice de Retencéo Linear (Kovats)
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Figura 1. Soma dos valores de cada constituinte quimico do 6leo essencial dos
acessos de Citrus aurantium L. O ponto em vermelho representa a separacédo dos
compostos com somatério superior a 5, para Analise de Componentes Principais
Biplot.

A Andlise de Componentes Principais revelou a formacao de dois eixos ou
componentes, o PC1 explicando 71,91% da variacao existente nos acessos e o
PC2 com 15% da variacdo, num total de 86,94% (Figura 2). Um grupo (PC1)
formado por todos os acessos, exceto BGC08 e BGC15, se agrupam pelo peso
dos constituintes quimicos do 6leo essencial na separacdo dos Componentes
Principais, sendo os compostos linalol (10,29) e acetato de linalila (6,13) os que
mais discriminaram em ambas as épocas de coleta (Tabela 3). Este agrupamento
evidencia que ndo ha grande alteracdo na composi¢cao quimica destes acessos
guando coletados em diferentes épocas, possibilitando a colheita de folhas em
épocas distintas e com bouquet semelhante, caso seja de interesse a coleta de
folhas destes materiais para a industria de perfumaria. O outro grupo (PC2) foi

formado apenas pelo BGC15, com alta concentragcéo de B-pineno .
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Figura 2. Andlise dos Componentes Principais Biplot dos constituintes quimicos
dos 6leos essenciais de folhas de acessos de Citrus aurantium L. do Banco de
Germoplasma de Citros (BCG) da Embrapa Mandioca e Fruticultura coletadas em

duas épocas distintas.

Tabela 3. Peso dos constituintes quimicos do 6leo essencial na separacao dos

Componentes Principais.

Compostos PC1 PC2

a-pineno -1,3493575 0,13260191
sabineno -1,2569152 0,21293417
B-pineno -0,7190577 -5,34916115
mirceno -1,0945974 0,44800441
p-cimeno -1,1245136 -0,30068498
limoneno -0,9129627 -0,29955504
(E)-B-ocimeno -1,1080173 -0,17177675
y-terpineno -0,954521 -0,04059388
a-terpinoleno -1,2855369 0,40725171
linalol 10,288195 -0,84296348
a-terpineol 0,970672 0,67660551
nerol -1,1102324 0,58001803
acetato linalila 6,1345545 1,29866369
acetato nerila -0,7375881 0,61541851
acetato geranila -0,1477257 0,63920065
N-metil-antranilato.metila -0,5075839 0,75021525
(E)-B-cariofileno -1,1644862 0,10077014
nerolidol -1,3243575 0,33862739
espatulenol -1,2723734 0,51110141
oxido carofileno -1,323595 0,29332252
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O gendtipo BGCO08 nao formou grupo, ficando de forma intermediaria
localizado entre os demais. Este acesso apresentou compostos nao presentes na
maioria dos acessos estudados, como y-terpineno (23,1%) e p-cimeno (12,4%),
além de acetato de linalila (15,1%) e linalol (6,6%). Acetato de linalila, linalol e -
pineno foram encontrados nas folhas de cinco laranjeiras azedas da Italia por De
Pasquale et al. (2006).

A partir da formacao de um Unico grupo pela maioria dos acessos no verao
e inverno pode-se inferir que as plantas possuem composi¢cao de 6leo essencial
bastante homogénea, o que fornece dados importantes para definir a época de
coleta que os compostos de interesse comercial podem ser extraidos. Segundo
Mohamed et al. (2005), esta espécie € tolerante a condi¢cdes adversas, como ao
frio, ao excesso de agua e a algumas doencas, o que levou ao uso destas como
porta-enxerto antes do surgimento do virus da Tristeza do Citros (LOTA et al.,
2001).

O acesso BGC15, apresentou comportamento similar aos outros genotipos
quanto ao numero de compostos identificados, porém a presenca de B-pineno no
verdo e inverno (46%-31,3%) e linalol, acetato de linalila e a-pineno em menores
guantidades o diferenciou dos demais. Lota et al. (2001) observaram variacdes
deste composto em alguns acessos de C. aurantium L., que se diferenciaram dos
demais devido a presenca de sabineno, (E)-B-ocimeno e B-pineno e linalol.

Todos os compostos majoritarios observados nos acessos de C. aurantium
L. sdo largamente requeridos pela indastria. O linalol é bastante utilizado em
perfumaria, na producdo de cosmeéticos e produtos de limpeza (SIDS, 2002),
enquanto o acetato de linalila € utilizado como produto quimico em produtos
aromaticos (SKOLD et al., 2008) e o a-terpineol usado como constituinte de
sabonetes e cosméticos, como repelente de insetos, produtos de limpeza, como
antifangico e antiséptico (BAPTISTELLA et al., 2009).

CONCLUSOES
O teor de OE das folhas de C. aurantium variou nas épocas avaliadas,

sendo mais expressivo no gendtipo BGC011 na segunda coleta. No perfil quimico

identificado se destacam o linalol e acetato de linalila como majoritarios na
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maioria dos acessos. O agrupamento evidencia que mesmo coletadas em épocas

diferentes houve pouca mudanga na composi¢céo quimica dos acessos utilizados.
Alguns acessos se comportaram de maneira diferente (BGC 008-BGC

015), apresentando concentragdo de compostos incomuns aos demais avaliados,

como presenga de B-pineno e y-terpineno respectivamente.
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RENDIMENTO E COMPOSIQAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL EM FOLHAS
DE MEXERIQUEIRA (Citrus deliciosa Tenore)
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RENDIMENTO E COMPOSIC}AO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL EM FOLHAS
DE MEXERIQUEIRA (Citrus deliciosa Tenore)

Autor: Lucas Aragao da Hora Almeida
Orientador: Roberto Fontes Vieira

Co-orientador: Walter dos Santos Soares Filho

RESUMO: As folhas de oito acessos de mexeriqueira foram analisadas quanto a
caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais. Considerando o potencial de
utilizacdo dos OEs de citros, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar as
composic¢des quimicas de Oleos de petitgrain de oito acessos de Citrus deliciosa
Tenore do Banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
Amostras de folhas coletadas no verdo de 2012, secas e extraidas por
hidrodestilacdo e a identificacdo dos compostos realizada por cromatografia
gasosa (CG/FID e CG/MS). Entre os compostos majoritarios no petitigrain de
mexeriqueiras se destacam N-metil-antranilato de metila (60,4%-84,6%), Y-
terpineno (6,1%-19,6%) e limoneno (2,7%-10,2%). Os acessos avaliados
mostraram a diversidade de compostos que podem ser obtidos do Oleo petitgrain,
apresentando portanto, potencial para utilizacéo a nivel comercial.

Palavras-chave: Citrus deliciosa, recursos genéticos vegetais, petitgrain.

YIELD AND CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL IN LEAVES OF
NINE ACCESSIONS OF MANDARINS (Citrus deliciosa Tenore)

Author: Lucas Aragado da Hora Almeida
Adivisor: Roberto Fontes Vieira

Co-adivisor: Walter dos Santos Soares Filho

ABSTRACT: The leaves of eight accessions of mandarins were analyzed for
chemical characterization of essential oils. Considering the potential use of Citrus
essential oils, the objective of this study was to characterize the chemical
composition of petitgrain essential oil of eight accessions of Citrus deliciosa

Tenore from the Germplasm Bank of Embrapa Cassava and Fruit. Leaf samples
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were harvested in the summer 2012, dried and the essential oil was obtained by
hidrodistillation and chemical constituents quantified and identified by gas
chromatography (GC/FID, GC/MS). Among the major compounds found in the
petitigrain of mandarins accessions, the following can be highlighted: methyl N-
methylanthranilate (60.4%-84.6%), y—terpinene (6.1%-19.6%) and limonene
(2.7%-10.2%). The accessions showed a large diversity of compounds obtained in
petitgrain essential oil, showing potential importance for commercial use.

Keywords: Citrus deliciosa, plant genetic resources, petitgrain.

INTRODUCAO

As mexeriqueiras (Citrus deliciosa Tenore) sdo cultivadas principalmente
na regido sul do Brasil, onde representam um importante papel social como
recurso econdmico de pequenos produtores (FRIZZO et al., 2004). O grupo das
mexericas € composto por grande variabilidade de frutas, utilizadas in natura e na
industria de suco, sendo o mercado de frutas frescas predominante
(FANCIULLINO et al., 2006). O ¢leo essencial (OE) de folhas e frutos de Citrus &
um valioso produto, aplicado principalmente em industria de perfumaria e
alimentos, pelo seu odor bem apreciado (DUGO et al., 2011). O conjuntos destes
compostos resultantes do metabolismo secundario sdo chamados Oleos
essenciais devido a sua natureza liquida a temperatura ambiente (BASER, 1995).

As mexeriqueiras sado classificadas, segundo Tanaka (1961), em uma
espécie. Embora a composicao quimica dos frutos e folhas de citros tenham sido
relatados em trabalhos cientificos, pouco ajudam na identificacdo taxondémica
(LAWRENCE, 2001), porém tais informacdes s&do importantes para o0
desenvolvimento de programas de conservacdo e na caracterizacdo de colecfes
nucleares.

As plantas citricas possuem OE na casca dos frutos, nas flores, e nas
folhas, sendo conhecidos como “6leo de laranja”, neroli e petitgrain,
respectivamente (DUGO & DI GIACOMO, 2002), compostos por hidrocarbonetos
como os de monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides, e compostos
oxigenados (SOUZA et al., 2010). Dentre os compostos majoritarios dos 6leos

essenciais encontrados em folhas de mexeriqueira estao o sabineno, y-terpineno,
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linalol, N-metil-antranilato de metila e limoneno, entre outros em baixas
concentracbes (LOTA et al., 2001), que em geral sdo utilizados por industrias
alimenticias, cosméticos, perfumaria e como coadjuvantes em medicamentos
(BI1ZZO, 2009).

Considerando o potencial de utilizacdo dos OEs de citros, o objetivo do
presente trabalho foi caracterizar quimicamente os 6leos essenciais de folhas de
nove cultivares de mexeriqueiras (Citrus deliciosa Tenore), do Banco Ativo de

Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

MATERIAL E METODOS

Coleta e amostragem do material

As mexericas (C. deliciosa Ten.) analisadas neste estudo sdo cultivadas no
Banco de Germoplasma in vivo da Embrapa Mandioca e Fruticultura (BAG Citros),
localizado no recéncavo baiano na cidade de Cruz das Almas-BA, a 12°40'19" de
latitude Sul e 39°06'22" de longitude W.Gr. O clima é do tipo subumido, a altitude
€ de 220 metros acima do nivel do mar, precipitacdo anual média de 1.240 mm e
umidade relativa do ar anual de 80%. O solo é classificado como Latossolo
Amarelo Alico Coeso, de textura argilosa e relevo plano (RIBEIRO et al., 1995). A
temperatura média anual é de 24,1 °C (ALMEIDA, 1999).

As variedades estudadas foram enxertadas em limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia
Osbeck), tangerineira Cleopatra (C. reshni Hort ex Tanaka) e limoeiro
‘Volkameriano’ (C. volkameriana V. Ten. & Pasq.) (Tabela 1). As plantas foram
multiplicadas por enxertia gerando clones e cresceram nas mesmas condicfes
climaticas e com tratos culturais semelhantes.

As folhas dos acessos foram coletadas na terceira semana de fevereiro de
2012, visando abranger o periodo umido e guente. Os dados climaticos forma
coletados durante dois meses que antecederam a semana da coleta (Grafico 1). A
temperatura variou de 20,5°C a 32,9°C e média de chuva de 1,79 mm. As folhas
maduras e sadias foram obtidas de todos os quadrantes da copa, de duas plantas
por acesso. As amostras foram colocadas em sacos de papel, levadas a estufa

com ar circulante por quatro dias a 38°C e secas até obter o peso constante.



46

a b . o
e Temperatura Mimima e ndice Pluviométrico
Temperatura Maxima 120 - Umidade Relativa Max
40 - e Temperatura 12h

w
o
1
(o)
o
1

P e monond

Pluviosidade (mm)
Umidade(%)
w D
o o

Temperatura(C°)
[ N
o o

Va Ve WY, U

o
o

1 6 11 16 21 26 1 6 11 16 21 26

Dias antes da coleta Dias antes da coleta

Gréfico 1. (a) Variacdo da temperatura (C°), (b) pluviosidade (mm) e umidade
relativa do ar (%) durante os 30 dias que antecederam as coletas de acessos de
Citrus delicosa Tenore.

Extracdo do 6leo essencial

A extracdo dos Oleos essenciais de 70 g de folhas secas de cada amostra
foi realizada por hidrodestilacdo em baldo de 2 L, por 2 horas. O 6leo essencial foi
seco em sulfato de sédio anidro, estocados em vidros ambar hermeticamente
fechados e mantidos sob refrigeracdo a +5 °C. O rendimento dos 6leos foram
expressos em percentagem (g/100 g do material vegetal seco), calculado através
da formula: ROE= MOE (g) x 100/MFS (g). Onde: ROE = rendimento de OE (%),
MOE = massa do 0leo extraido (g) e MFS = quantidade de folhas secas utilizadas

na extracao (g).

Analise Cromatografica

As analises foram realizadas em um cromatégrafo Agilent 7890A equipado
com um detector de ionizagdo por chama, utilizando uma coluna capilar de silica
fundida HP-5 MS (5%-fenil-95%-metilsilicone, 30 m de comprimento X 0,25 mm
de didmetro interno X 0,25 ym de espessura do filme). Utilizou-se hidrogénio
como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min. As temperaturas do injetor e do
detector foram mantidas em 250°C e 280°C, respectivamente. A temperatura do

forno variou de 60°C a 240°C/min, a uma taxa de 3°C/min. As amostras de 6leo
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essencial foram diluidas em diclorometano (1% V/V), e injetou-se 1,0 uL de cada
no modo com divisdo de fluxo (1:20). Para a quantificacdo utilizou-se
normalizacdo de &rea (area %).

Os espectros de massas foram obtidos em um sistema Agilent 5973N
acoplado a um cromatografo Agilent 6890, empregando a mesma coluna
cromatografica, nas mesmas condi¢cfes acima, exceto o gas de arraste, tendo-se
utilizado hélio (1,0 mL/min). Utilizou-se ionizacdo eletrénica a 70eV. A fonte de
ionizacao foi mantida a 220°C, o analisador (quadrupolo) a 150°C e a linha de
transferéncia a 260°C. A taxa de aquisicdo de dados foi de 3,15 varreduras/s
(scans/s), na faixa de 40 a 500 Da.

Os indices de retencédo lineares foram calculados a partir dos tempos de
retencdo dos componentes dos Oleos essenciais e aqueles de uma série
homdloga de n-alcanos injetados na mesma coluna e com as mesmas condicdes
de analise acima (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963).

Identificacdo dos compostos

Para a identificacdo dos componentes dos 6leos essenciais seus espectros
de massas foram comparados com dados da espectroteca Wiley 6th edition e
também por verificacdo de seus indices de retencdo linear com dados da
literatura (ADAMS, 2007). Um componente foi considerado identificado quanto
tanto o espectro de massas quanto o indice de retencdo foram compativeis com

valores publicados.

Analise Estatistica

Inicialmente, foi realizado o somatério de cada constituinte, onde aqueles
com valores superiores a 10 foram considerado para Analise de Componentes
Principais utilizando o método de fatorizacdo HJ-simetric Galindo (1986), de
forma a medir o inter-relacionamento entre 0s acessos e 0s constituintes. O
programa R, de dominio publico, foi utilizado para desenvolver as analises
estatisticas (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2012).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O dleo essencial encontrado nas folhas dos acessos de C. deliciosa
apresentaram teores variando entre 0,15% (BCG32) a 1,48% (BCG45) (Tabela 1).
Entre os acessos, aqueles com maior teor do OE foram BCG 41, 44, e 45,
seguidos pelo 33, 43 e 40. Os acessos BGC 32 e 35 obtiveram teores de OE
inferiores aos demais, porém dentro dos limites citados na literatura. Foram
observados o teor de 6leo essencial em folhas de C. deliciosa variando de 0,05%
a 0.60% (LOTA et al., 2001). Em extracdes de OE realizados em folhas de Citrus
reticulata Blanco e Citrus medica L. foram encontrados rendimentos variando
entre 0,10% a 0,45% (LOTA et al., 2000) e 0,14% a 0,36% (VENTURINI et al.,

2010), respectivamente.

Tabela 1. Relacdo de acessos de Mexeriqueira (Citrus deliciosa Ten.),
denominagé&o, procedéncia e porcentagem de oOleo essencial em folhas colhidas
no Banco Ativo de Germoplasma de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
Cruz das Almas, BA.

Acessos Denominacao Porta-enxerto Procedéncia Teor de OE

BGC32 ‘ Big of Sicily’ Limoeiro 'Cravo’ Mediterraneo 0,15
‘Mexeriqueira

BGC33 Comum’ Limoeiro 'Cravo’ Mediterraneo 0,94

‘Giant of

BGC35 Sicily’ Limoeiro 'Cravo’ Mediterraneo 0,36

BGC40 ‘Precoce’ Limoeiro 'Cravo’ Mediterraneo 0,58

BGC41 ‘Romana’ Limoeiro 'Cravo’ Mediterraneo 1,11
‘Tetraploide

BGC43 1585’ Tangerineira 'Cledpatra’ EUA 0,74

BGC44 ‘Tua’ Tangerineira 'Cledpatra’ Brasil 1,34

BGC45 ‘Willow Leaf’ Limoeiro 'Cravo' 1,48
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Considerando o que é mencionado na literatura, os teores de OE
encontrados no acesso BCG45 sdo acima dos valores observados, tendo
potencial econdmico caso seu perfil quimico seja de interesse.

Na andlise dos constituintes quimicos do 6leo essencial em folhas dos
acessos de mexeriqueira, foram encontrados um total de 21 compostos, variando
de 13 (BCG35, 43 e 44) a 20 (BCG 32) compostos responsaveis por 94,8%
(BGC43) a 100% (BGC35) do total de 6leo essencial (Tabela 2).

Entre os compostos que se destacaram podem ser mencionados aqueles
gue tiveram um somatério de seus percentuais acima de 10 (Figura 1), como N-
metil-antranilato de metila, que alcangou 84,6% no acesso BGC32, y-terpineno,
com 19,6%, limoneno apresentando 10,2% no acesso BGC35, p-cimeno 2,9% no
BGCO033 e B-pineno 2,0% no BGC040. Os compostos a-pineno (0,1%-1,7%), ,
mirceno (0,1%-0,6%,), a-terpinoleno (0,3%-0,8%), a-terpineol (0,2%-0,4%) e (E)-
B-cariofileno (0,7%-1,1%) foram encontrados em todas as amostras. Os
compostos a-tujeno (0,4%-0,7%), sabineno (0-0,1%), (E)-B-ocimeno (0,2%-0,3%),
oxido de linalol (0-0,2%), linalol (0,2%-0,8%), terpinen-4-ol (0,3%-0,4%) e carvacol
(0-0,4%) foram encontrado em moderadas concentracoes.

Os acessos BGC 41, 44 e 45 se destacam entre os outros devido ao maior
rendimento de OE associado aos maiores teores quimicos de limoneno (5,5%-
7,3%), y-terpineno (10,3%-14,7%) e principalmente N-metil-antranilato de metila

(67,2%-76,0%), o qual, apresentou elevada concentracdo em todas as amostras.
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Tabela 2. Porcentagem relativa dos constituintes quimicos do 6leo essencial em folhas dos acessos (codigo) de mexeriqueiras do BAG Citros da
Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Constituinte Quimico IRL? Méx. tetraploide Mex. willow leaf Mex. romana Mex. giant of sicily Mexe.Comum Mex. big of sicily Mex. Tua Mex. precoce
1585 (BCG043) (BCG045) (BCG041) (BCGO35) (BCG033) (BCG032) (BCG044) (BCG040)

a-tujeno 928 0,6 0,6 0,6 0,5 04 04 0,7

a-pineno 936 1,4 1,4 1,5 1,2 1,2 0,1 0,9 1,7

sabineno 951 0,1

B-pineno 978 1,7 1,7 1,8 1,8 1,7 1,4 1,4 2,0

mirceno 990 0,5 0,4 0,4 0,6 0,4 0,1 0,3 0,6

p-cimeno 1026 2,6 2,3 2,3 1,9 29 1,0 2,2 24

limoneno 1030 9,2 8,9 7,3 10,2 4.7 2,7 55 9,7

(E)-B-ocimeno 1049 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3

y-terpineno 1059 15,5 14,7 14,4 19,6 13,5 6,1 10,3 18,9

oxido de linalol 1072 0,2 0,2

a-terpinoleno 1088 0,6 0,5 0,5 0,8 0,5 0,3 0,4 0,7

linalol 1098 0,8 0,3 0,3 0,3 0,3 0,2 0,6

terpinen-4-ol 1175 0,3 0,3 0,4 0,3 0,4 0,3

a-terpineol 1188 0,2 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,4 0,2

carvacrol 1298 0.4 0,4 0,4

N-metil-antranilato de metila 1412 60,4 67,2 68,6 61,4 71,5 84,6 76 61,5

(E)-B-cariofileno 1414 0,9 0,7 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 0,9

a-humuleno 1447 0,1

biciclogermacreno 1489 0,1

espatulenol 1569 0,1

oxido de carofileno 1574 0,3

Total 94,8 99,7 99,8 100 99,2 99,6 99,8 99,8

! indice de Retencéo Linear (Kovats)
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Figura 1. Soma dos valores de cada constituinte quimico do 6leo essencial dos
acessos de Citrus deliciosa. A linha vertical representa a separacdo dos
compostos com somatério superior a 10, para Analise de Componentes

Principais.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Lota et al. (2001),
guanto a composi¢cdo quimica dos OEs petitgrain em mexeriqueiras (Citrus
deliciosa), nos quais foram encontrados, entre 0S mais expressivos: sabineno
(0,1%-48,3%), y- terpineno (2,2%-28,6%), (E)-B-ocimeno (0,5%-10,3%), p-cimeno
(0,4%-3,9%) e linalol (0,2%-42,4%). Ja Gancel et al., (2003), identificou N-metil-
antranilato de metila (64,3%), limoneno (6,7%), p-cimeno (0,6%), y-terpineno
(6,3%) e outros compostos minoritarios (< 0,5%). Mondello et al., (1997)
encontrou no petitgrain de tangerinas (Citrus reticulata Blanco) N-metil-antranilato
de metila representando 50% dos compostos identificados seguido por y-
terpineno (23,9%-28,5%), limoneno (7,2%-12,6%) e p-cimeno (3,0%-5,2%),
enquanto Fanciullino et al. (2006), identificaram a presenca de sabineno (O-
56,5%), limoneno (1,7%-33,7%), linalol (0,1%-64,8%) e N-metil-antranilato de
metila (0-72,6%). Baseado nos dados acima descritos, 0s acessos de

mexeriqueira se comportaram de maneira semelhante quanto a composicdo do
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OE das folhas, representados por altas concentragcdes de N-metil-antranilato de
metila (até 84,6%), y-terpineo (até 19,6%) e limoneno (até 10,2%).

Entre os principais produtos obtidos em o6leo essencial das folhas de
mexeriqueira, o limoneno, é utilizado na composicdo de produtos de limpeza e
como solvente (BIZZO et al., 2009), enquanto o N-metil-antranilato de metila foi
reconhecido pela importancia no aroma tipico das uvas (MASSA et al., 2008)
sendo utilizado usado nas formulacdes de perfumes, sabdes, aguas de colbnia e
cosméticos em geral.

A Anadlise de Componentes Principais (ACP) dos constituintes quimicos dos
acessos possibilitou explicar 99,98% da variacéo existente, revelando a formacao
de um Unico grupo. O primeiro agrupamento (PC1) responde por 99,37% da
variagdo existente sendo formado por todos o0s genotipos coletados devido a
presenca de elevado teor de N-metil antranilato de metila. (Figura 2).

1.0

0.5

*Giant of Sicily {
*Mex precoce > gama-terpineno

sTetraploide "
o limoneno

*Willow le

o *Romana

N-metil-antranilato.metila ~ *Mexerica Comu

PC2 (0.61%)
0.0
|

p-cimenags peta-pineno

*Mex.Tua

-0.5
|

*Mex. Big of sicily

-1.0

6 -4 -2 0 2

PC1 (99.37%)
Figura 2. Andlise dos Componentes Principais Biplot dos constituintes quimicos
dos Oleos essenciais de folhas de acessos de Citrus deliciosa Ten. do Banco de
Germoplasma de Citros (BCG) da Embrapa Mandioca e Fruticultura coletadas em

duas épocas distintas.
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Este agrupamento evidencia uma semelhanga muito grande entre os
compostos quimicos presentes no OE de folhas de C. deliciosa, onde a diferenca
fundamental foi devida as variagdes genotipicas. Mesmo assim, as composi¢des
guimicas variaram no mesmo padrdo, mantendo o agrupamento dos acessos
guanto a sua composicdo quimica. Este fato era esperado, jA que as plantas
pertencem ao mesmo Banco de Germoplasma, sofrendo assim as mesmas
influencias abidticas e biodticas durante as coletas. Em extracfes realizadas em
plantas sobre as mesmas condicbes de cultivo, coleta e processamento, as
diferengcas na composicdo do 6leo essencial estardo intimamente ligadas a
expressao do gendtipo (HOSNI et al., 2010).

Resultado semelhante ao encontrado, em que as temperaturas variaram de
21,2°C a 32,9°C e média de chuva de 2,26 mm, foi descrito por Tomi et al.
(2008), trabalhando com variabilidade quimica de 6leo essencial em folhas de 113
hibridos de Citrus clementina (Commun) x Citrus deliciosa (Willow Leaf), no qual
foram formados dois grupos. O composto N-metil-antranilato de metila (36,8%-
85,2%) formou um grupo, enquanto o outro foi subdividido, contendo os
compostos y-terpineno associado a linalol (7,3%-63,4%/1,3%-30,8%) em um
subgrupo, sabineno com linalol (0%-57,2%/6,8%—76,4%), limoneno e outros
compostos em propor¢des moderadas formando outro grupo.

Alguns compostos variaram entre os acessos analisados, as variacdes de
temperatura e regime hidrico (Gréfico 1) durante o0 més que antecedeu a coleta
podem ter influenciado e na composicao do 6leo essencial (Tabela 2). Frizzo et al.
(2004), observou esta variacdo nas mexeriqueiras (C. deliciosa) durante seu
experimento com Oleo essencial de frutos durante as quatro estacées no ano de
2002, enfatizando a contribuicdo do N-metil-antranilto de metila no aroma
caracteristico da mexeriqueira Montenegrina e que as reacdes quimicas
especificas de cada planta na formac&do do OE dos citricos contem informacdes
importantes sobre a autenticidade dos o6leos, a sua qualidade, a técnica de
extracdo empregada, a origem geografica, e sua biogénese.

Segundo Gobbo Neto e Lopes, (2007), as plantas quando submetidas a
temperaturas e estresse hidrico podem responder com mudancas fisiologicas
gue, geralmente, influenciam na composicdo do 6leo essencial, proporcionado

uma maior concentracdo de compostos e aumento da produtividade (MORAIS,
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2009). No periodo da coleta, verificou-se um aumento temperatura chegando a
32,9°C e com precipitacdo média de 1,79 mm, sendo que acima de 32°C a taxa
de crescimento da parte area, em citros, passa a decrescer (SENTELHAS, 2005).
Este aumento da temperatura pode ter ocasionado a diminuigdo de alguns
compostos, exceto o composto N-metil-antranilato de metila que aumentou sua

porcentagem na segunda época de coleta.

CONCLUSOES

O Banco Germoplasma de Citros possui uma fonte de compostos quimicos
nas folhas dos acessos de mexeriqueira, como y-terpineno, N-metil-antranilato de
metila e limoneno presentes em maiores quantidades.

A andlise de componentes principais permitiram mostrar que acessos de
uma mesma espécie possuem constituicdo quimica semelhante, tendendo ao

agrupamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

As plantas séo fontes de produtos naturais biologicamente ativos, dentre
estes os Oleos essenciais, produtos do metabolismo secundéario (SOUZA et al.,
2010), utilizados desde o inicio da histéria humana, para tratar alimentos e
bebidas, como conservantes, higiene e perfumes, contribuindo para o bem-estar
dos individuos, mostrando uma longa tradicdo sécio-cultural e sdcio-econdémico
(FRANZ, 2010).

O oleo essencial, extraido das folhas de espécies de Citrus é conhecido
como petitgrain e possui uma grande quantidade de compostos que os conferem
suas caracteristicas organolépticas, como odor e sabor marcante. Variagcbes no
rendimento e composicdo quimica podem ser observadas durante o ano, ja que,
0s metabalitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e
o ambiente circundante, portanto, sua sintese € frequentemente afetada por
condi¢Bes ambientais (KUTCHAN, 2001).

Os acessos de laranjeira azeda (Citrus aurantium L.) e mexeriqueiras
(Citrus deliciosa Ten.) fazem parte do Banco de Germoplasma de Citros da
Embrapa, sendo o segundo maior da América Latina, e podem ser considerados
fontes potenciais de 6leos essenciais, para possivel utilizagdo comercial, ja que,
apresentam certa homogeneidade de compostos durante as épocas de coleta.
Além disso, os gendtipos de Citros podem ser enxertados em porta-enxertos
viabilizando sua producdo em larga escala, considerando que os Citros sdo uma
commodity brasileira. Porém, a depender do o composto que se quer obter,
pesquisas complementares devem ser conduzidas para definir a espécie e a
época em que € alcancado maior teor de OE e concentracdo do composto
desejado. Pesquisas para avaliacdo olfativa dos acessos também devem ser

realizadas para aprimorar seu uso potencial.
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