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RESUMO

Atualmente, ha uma demanda crescente por agentes antimicrobianos de origem
natural, principalmente nos setores de alimentos e cosméticos, acompanhando o
aumento da busca por produtos mais naturais € menos prejudiciais a saude e ao
meio ambiente. Alinhada a essa tendéncia, a producdo e processamento de
alimentos provenientes de sistemas agroecolégicos carece de insumos para 0S
processos de desinfeccdo, utilizando muitas vezes desinfetantes convencionais,
como os clorados. Inumeros estudos prospectivos, entretanto, indicam a existéncia
de acao antimicrobiana em diversas fontes vegetais, como as frutas citricas,
largamente cultivadas no Brasil. Sua cadeia gera toneladas de residuos com
potencial de acao antimicrobiana, como cascas e frutos verdes. Ha evidéncias de
que vegetais cultivados ecologicamente possuem maior quantidade de substancias
antimicrobianas, porém ha poucos estudos nesse sentido. Em razdo disso, o
objetivo do estudo foi determinar a atividade antibacteriana de extratos etandlicos e
Oleos essenciais de cascas e frutos de citros verdes e maduros cultivados segundo
principios agroecoldgicos e identificar os compostos quimicos responsaveis por essa
atividade. Para tanto, foram obtidos frutos verdes e cascas de laranjas ‘Valéncia’, de
tangerinas ‘Ponkan’ e ‘Montenegrina’, de limdo ‘Cravo’ (ou liméo ‘Bergamota’) e de
pomelo, cultivados em sistemas agroecologicos, e foram preparados extratos
etandlicos brutos a partir do material fresco e triturado. Oleos essenciais de citros
foram fornecidos pela cooperativa de citricultores orgénicos do Vale do Cai/RS
(Ecocitrus). A atividade antibacteriana in vitro foi avaliada pelo método de
macrodiluicdo quanto a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Bactericida Minima (CBM) frente a cinco diferentes linhagens bacterianas e por
testes de suspensdo. Para a investigacdo dos componentes dos extratos
relacionados a esta acdo, foi determinada a acidez total e a concentracéo de acido
ascorbico por titulagbes com NaOH 0,1 M e 2,6-diclorofenol indofenoal,
respectivamente. A determinagdo da composi¢cao quimica dos 6leos foi conduzida
em cromatografo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas. Todos os extratos
etanodlicos exibiram agdo antibacteriana, com destaque para os extratos de frutos
inteiros verdes, principalmente de limdo ‘Cravo’ e de tangerinas. A acidez total teve
relacdo direta com a intensidade da atividade antimicrobiana, indicando que entre os
componentes analisados, os mais ativos foram acidos organicos. Detectou-se
atividade sinergética entre componentes do limédo ‘Cravo’, ja que o extrato do fruto
inteiro foi mais ativo do que os de suas partes. Testes de suspensdo in vitro com
extrato de tangerina ‘Montenegrina’ verde demonstraram forte acéo bactericida
(reducdo de 7 a 8 log UFC/mI) em tempos usuais de contato (30 min.). Os Oleos
essenciais agiram especificamente sobre Enterococcus faecalis, com valores de
CBM préximos a 0,5% (v/v). O 6leo de limao também foi efetivo contra S. aureus
(CBM de 0,75% v/v), porém a acao bactericida dos 6leos foi geralmente baixa ou
inexistente (28% v/v), resultando em pouca aplicabilidade em alimentos e
cosmeéticos. Os resultados encontrados indicam grande potencial de utilizacdo de
extratos de frutos verdes, descartados no periodo de raleio de arvores citricas, como
agentes antibacterianos nos processos de desinfeccao e na conservagao.

Palavras-chave: CIM; CBM; extratos etandlicos; antimicrobianos naturais;
organicos.



ABSTRACT

Currently, there is a growing demand for antimicrobial agents of natural origin, mainly
in the food and cosmetic fields, which is reflected in the growing search for more
natural and green products. The production and processing of organic foods is not
associated with the processes of disinfection, which often use conventional products
based on chlorine. Numerous prospective studies, however, indicate that various
plant sources, such as citrus fruits, which are widely grown in Brazil, exhibit
antimicrobial activity. Thus, the processing of these fruits generates a large amount
of waste, such as peels and green fruits, with potential antimicrobial activity. There is
evidence that ecologically grown plants contain a higher amount of antimicrobial
substances than cultivated plants, but few studies have assessed this difference.
Thus, the aim of the present study was to determine the antibacterial activity of
ethanolic extracts and essential oils of citrus fruit peels and young fruits cultivated
under agroecological principles and to identify the chemical compounds responsible
for the determined activity. Therefore, organic young fruits and peels of ‘Valencia’
oranges, ‘Ponkan’ and ‘Montenegrina’ tangerines, ‘Rangpur’ limes, and grapefruits of
ecological cultivars were obtained, and crude ethanol extracts were prepared from
the fresh ground material. The essential oils of citrus were provided by a cooperative
of organic citrus growers from the region of the ‘Cai’ river valley in Rio Grande do
Sul, Brazil. The in vitro antibacterial activity was evaluated based on the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
against five different bacterial strains using the macrodilution method and through
suspension tests. To investigate the chemical components of the extracts
responsible for the observed antimicrobial action, the total acidity and the ascorbic
acid concentration were determined by titration with 0.1 M NaOH and 2,6-
dichlorophenol indophenol, respectively. The determination of the chemical
composition of the oils was conducted through gas chromatography coupled to mass
spectrometry. All of the ethanolic extracts, particularly those of young ‘Rangpur’ limes
and tangerines, exhibited antibacterial activity. The total acidity was directly related to
the intensity of the antimicrobial activity, indicating that the most active of the
compounds identified are the organic acids. It can be concluded the components of
‘Rangpur’ lime exhibit synergistic activity because the young, whole fruit was more
active than its parts. The in vitro suspension tests performed using the extract of
young ‘Montenegrina’ tangerines exhibited strong bactericidal activity (reduced the
bacterial count by 7-8 log CFU/ml) within the usual contact times (30 min). The
essential oils acted specifically on Enterococcus faecalis with MBC values close to
0.5% (v/v). Lemon oil is also effective against S. aureus (MBC = 0.75% V/v).
However, the bactericidal effect of most oils was insignificant for food and cosmetic
purposes due to their slight or lack of antibacterial activity (MBC = 8% v/v). The
results indicate the great potential of the young fruits discarded during the thinning of
citrus trees as antibacterial agents for disinfection processes and conservation.

Keywords: CIM; CBM; ethanolic extracts; natural antimicrobial; organic system.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem-se verificado o aumento crescente da busca de
alimentos mais saudaveis, naturais e menos processados, isentos de agrotéxicos e
substancias estranhas aos consumidores. Tanto 0 aumento do niumero de pesquisas
associando o desenvolvimento de doencas a ingestdo de determinados insumos
quanto a maior difusdo do conhecimento estdo aumentando o nivel de desconfianga
em relacdo aos alimentos. Apesar de desprezados por uma parcela de
consumidores, muitos dos recursos tecnoldgicos, como os aditivos, sao
responsaveis por manter ou aumentar sua qualidade e seguranca. A utilizacdo de
substancias que reduzem a contaminagdo microbiana ou a inibem, por exemplo, é
de extrema importancia na prevencao de doencas. Nesse sentido, existe uma
grande e crescente demanda por novos processos e insumos que atendam as
necessidades dessa cadeia produtiva.

O desenvolvimento de insumos alternativos ndo tem acompanhado esse
crescimento, exigindo por parte dos produtores e processadores de alimentos a
utilizagdo de produtos convencionais. Derivados do cloro continuam sendo utilizados
nos processos de desinfeccao dentro da cadeia produtiva de organicos devido a
escassez de insumos, mesmo sendo relacionado a problemas de saude e impactos
ambientais. Apesar disso, antimicrobianos naturais s&o facilmente obtidos no reino
vegetal e podem ser alternativas na conservagao e desinfecgéo de alimentos.

Na natureza, ha uma série de substdncias com comprovada atividade
antibacteriana, como compostos fendlicos, terpenos, alcaloides e polipeptideos
(COWAN, 1999). Diversos estudos do grupo de pesquisa “Alimentos de Origem
Animal”, Diretério dos grupos de pesquisa do CNPq, prospectaram diversas fontes
de antimicrobianos naturais derivados de plantas (WIEST et al.,, 2009a,b,c;
CARVALHO; CRUZ; WIEST, 2005; GIROLOMETTO et al., 2009). Agricultores
ecoldgicos ja utilizam extratos de plantas e seus principios ativos no controle e
prevencao de pragas na lavoura, porém essas propriedades sao pouco exploradas
ao longo da cadeia produtiva de alimentos. Esses extratos vegetais poderiam ser,

portanto, alternativas aos insumos convencionais.
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A utilizacdo desses extratos como aditivos alimentares naturais tem
chamado a atencdo da industria, ja que muitos deles estdo sendo considerados
GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration)
(OUATTARA; MAFU, 2003), conforme se pode observar no “GRAS Notice Inventory”
(FOOD AND DRUG..., 2013). Isso significa que sdo isentos de avaliagdo pré-
comercializacdo e de requerimentos necessarios aos aditivos alimentares ndo GRAS
para sua aprovacao (FOOD AND DRUG..., 2004). Além disso, extratos vegetais sao
aprovados pela legislacao brasileira de organicos para uso em processos de
desinfeccdo. A Instrucdo Normativa n® 18, que aprova o regulamento técnico de
processamento de produtos organicos, permite a utilizacdo desses extratos nos
processos de higienizacdo de instalacdes, equipamentos e para contato direto com
alimentos (BRASIL, 2009a).

Na busca de fontes de antimicrobianos naturais abundantes, de facil acesso
e de baixo custo, verificou-se um potencial para utilizacao dos residuos da cadeia de
citros, considerando que o pais € o0 segundo maior produtor do mundo, com uma
producdao média de 21 milhdes de toneladas anuais (FOOD AND AGRICULTURE...,
2013). Essa cadeia gera, anualmente, milhares de toneladas de residuos, estes
ricos em compostos bioativos, que precisam ser aproveitados pelo seu viés
econbmico e ambiental. Os residuos consistem de cascas, sementes, polpa e
tecidos vegetais, bem como de aguas residuais, 0os quais sao transformados
basicamente em farelo de polpa citrica (destinado a alimentagcdo animal), 6leo
essencial extraido a frio, e outros Oleos destilados, como terpenos e D-limoneno
(NEVES, 2011). Ha um grande potencial de para sua aplicagdo na industria
agroalimentar e farmacéutica, ja que eles sao ricos em substancias antioxidantes e
antimicrobianas (ESPINA et al., 2011; SETTANI; PALAZZOLO; GUARRASI, 2012;
FISHER; PHILLIPS, 2008) de baixa toxicidade (IPPOLITO; NIGRO, 2005). Além
dessas caracteristicas, muitas dessas substancias séo ligadas a diversos beneficios
a saude, como a pectina, os flavonoides e o acido ascorbico (MEDEIROS et al.,
2009, NANGIA-MAKKER et al., 2002; BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008;
ARRIGONI; DE TULLIO, 2002).

A atividade antibacteriana de substancias presentes em citros ja é bastante
documentada (ASHOK KUMAR et al., 2011; GIRENNAVAR et al., 2008; BELLETTI
et al. 2004; CACCIONI et al., 1998; FISHER; PHILLIPS, 2006). Contudo, a atividade
de 6leos e extratos de citros cultivados sob sistemas de producao agroecoldgicos é
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ainda desconhecida. H& estudos que indicam que plantas cultivadas organicamente
possuem maior concentracdo de compostos antimicrobianos, como fendis, quando
comparados com aqueles manejados de forma convencional (ASAMI et al., 2003;
CARIS-VEYRAT et al., 2004).

Considerando essas questdes, este trabalho se propde a investigar a
atividade bacteriostatica e bactericida de extratos etandlicos brutos e Oleos
essenciais de citros na perspectiva da conservacao e desinfecgcdo em alimentos,
bem como determinar suas composicées quimicas, visando o aproveitamento dos

residuos gerados pela cadeia citricola.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Prospectar recursos naturais antibacterianos a partir de residuos de citros

proveniente de sistemas ecolégicos de cultivo na perspectiva da agroindustria de

alimentos.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragédo
Bactericida Minima (CBM) de extratos etandlicos brutos de cascas de
frutos maduros e de frutos verdes inteiros de laranja ‘Valéncia’ (Citrus
sinensis L. Osbeck), tangerinas ‘Ponkan’ (Citrus reticulata Blanco) e
‘Montenegrina’ (Citrus deliciosa Tenore), pomelo (Citrus maxima (Burm.)
Merr.) e limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), cultivados sob sistemas de
produgcdo ecologicos, frente aos patdgenos alimentares Escherichia coli
(ATCC® 25992), Salmonella Enteritidis (ATCC® 13076), Staphylococcus
aureus (ATCC® 25923) e Enterococcus faecalis (ATCC® 29212), bem
como Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853);

Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de 6leos essenciais
organicos de tangerinas ‘Montenegrina’ verdes e maturas (Citrus deliciosa
Tenore), laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck var. ‘Valencia’) e limas ‘Tahit/’
(Citrus x latifolia Tanaka);

Determinar a atividade bactericida dos extratos com menor CBM ao longo
do tempo;

Determinar compostos quimicos responsaveis pela acdo antibacteriana de

6leos essenciais e extratos etandlicos de citros.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 AGROECOLOGIA E AGRICULTURAS ECOLOGICAS

O termo “agroecologia” tem gerado um intenso debate conceitual ao longo
das ultimas décadas. Segundo o Marco Referencial em Agroecologia, elaborado
pela Embrapa, ele foi cunhado para orientar a agricultura a sustentabilidade no seu
sentido multidimensional, cumprindo com a sustentabilidade econémica (potencial
de renda e trabalho, acesso ao mercado), ecolégica (manutencdo ou melhoria da
qualidade dos recursos naturais e das relacées ecoldgicas de cada ecossistema),
social (inclusdo das populagbes mais pobres e seguranga alimentar), cultural
(respeito as culturas tradicionais), politica (organizagdo para a mudanca e
participacdo nas decisdes) e ética (valores morais transcendentes) (EMBRAPA,
2006). O conceito estabelecido por esse manual é:

A Agroecologia € um campo de conhecimento transdisciplinar que contém
os principios tedricos e metodoldgicos basicos para possibilitar o desenho e
0 manejo de agroecossistemas sustentaveis e, além disso, contribuir para a
conservagdo da agrobiodiversidade e da biodiversidade em geral, assim

como dos demais recursos naturais e meios de vida (EMBRAPA, 2006).

s

E um referencial tedrico baseado no funcionamento dos ecossistemas
naturais, no manejo tradicional e indigena dos agroecossistemas e no conhecimento
cientifico, sendo aplicado e construido segundo as realidades locais. Em relagdo aos
seus aspectos técnicos, Altieri (2009) engloba trés elementos basicos para a
estratégia agroecoldgica: a conservagao e regeneragcao dos recursos naturais, como
agua, solo, recursos genéticos, fauna e flora benéficas; o manejo de recursos
produtivos que representem a diversificagéo, reciclagem de nutrientes e da matéria
organica e regulacdo bidtica; e a implementacdo de elementos técnicos, como a
definicdo das técnicas e do nivel de implementacgao.

Agriculturas Ecolégicas ndo podem ser confundidas com agroecologia, pois
estas se referem a praticas ou tecnologias agricolas definidas e que nem sempre
atendem plenamente aos seus principios. Entre as agriculturas ecolégicas podem
ser citadas a “Agricultura Natural”, a “Agricultura Orgéanica”, a “Agricultura Biologica”
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a “Agricultura Biodindmica” e a “Permacultura”. Estas escolas propéem a aplicacao
de principios ecologicos a producdo agropecudria, incorporando técnicas para
diversificacdo de sistemas de producao e permitindo consequentemente a reducao
ou substituicdo do uso de agroquimicos (EMBRAPA, 2006).

O surgimento das agriculturas ecoldgicas ocorreu de forma descentralizada,
impulsionada por diferentes situagdes politicas, econémicas e sociais. Na sua
origem, nasceram como alternativas as técnicas de intensivas de cultivo
desenvolvidas por Justus Von Liebig no inicio do século 20, na Alemanha, que
introduziu a adubacao com fertilizantes sintéticos. Na Europa, entre 1925 e 1930
foram criados Agricultura Biodindmica, por Rudolf Steiner, a Agricultura Organica,
por Albert Howard, e a Agricultura Bioldgica, por Hans Muller. A partir de 1935, no
Japao, surgiu a Agricultura Natural, baseada nas ideias de Fukuoka e Mokiti Okada,
a qual teria originado outras diversas agriculturas e métodos, como a permacultura e
a agricultura ecoldgica (EMBRAPA, 2006).

No Brasil, 0 movimento ecoldgico surgiu a partir do debate internacional, fora
do contexto da agricultura, porém foi inserido na década de 70 por alguns
agricultores alternativos (EMBRAPA, 2006). Somente em 2003 esses sistemas de
producao foram normatizados, através da lei n® 10.831 (BRASIL, 2003). Segundo o
Art. 19

Considera-se sistema organico de produgdo agropecuaria todo aquele em
que se adotam técnicas especificas, mediante a otimizagcdo do uso dos
recursos naturais e socioeconémicos disponiveis e o respeito a integridade
cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade
econbmica e ecolégica, a maximizagdo dos beneficios sociais, a
minimizacdo da dependéncia de energia ndo-renovavel, empregando,
sempre que possivel, métodos culturais, biolégicos e mecénicos, em
contraposicdo ao uso de materiais sintéticos, a eliminagdo do uso de
organismos geneticamente modificados e radia¢des ionizantes, em qualquer
fase do processo de producdo, processamento, armazenamento,
distribuicdo e comercializagdo, e a protecdo do meio ambiente (BRASIL,
2003).

Nesta lei, o conceito abrange os sistemas denominados orgéanico, ecolégico,

biodindmico, natural, regenerativo, bioloégico, agroecolégico, permacultura e outros
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que atendam aos seus principios. Atualmente, predominam no pais as agriculturas

organica, biodinamica, natural e ecolégica (DULLEY, 20083).

3.1.1 Importancia econdémica

Os sistemas orgéanicos de base agroecoldgica tém crescido cada vez mais,
impulsionados, entre outros, pela busca de alimentos mais naturais, saudaveis e
nutritivos (WILLER; KILCHER, 2009). Entre as motivagdes gerais dos consumidores
pode-se citar principalmente preocupacdes geradas a respeito dos alimentos
convencionais, como o0 uso de aditivos quimicos, pesticidas, fertilizantes quimicos,
horménios, organismos geneticamente modificados, questdes de bem-estar animal,
questdes ambientais, entre outros (LOCKIE et al., 2002; OUGHTON; RITSON,
2007). Segundo Buainain e Batalha (2007), as motivacdes dos consumidores
brasileiros seriam as saudes pessoal e familiar, seguidas da nao-utilizacdo do uso
de agroquimicos, do valor biol6gico, do sabor e do aroma e, por ultimo, da
preocupagao com o0 meio ambiente.

Apesar de ser um mercado de nicho, associado a consumidores com niveis
mais elevados de renda e escolaridade e preocupados com a questdo ambiental, ha
um esforco de agéncias nacionais e internacionais de desenvolvimento para a
adocao da Agricultura Organica nos paises de menor renda. Entre os objetivos, se
incluem a seguranca dos alimentos, o aumento da renda dos produtores e a
interrupgédo (ou reversdo) da degradacao ambiental, priorizando a maximizagdo do
uso dos recursos e dos conhecimentos locais (BUAINAIN; BATALHA, 2007).

No mundo, a agricultura organica cresce em velocidade bastante superior a
industria de alimentos, considerando o crescimento anual de 15 a 20% comparado a
4 a 5% da industria (SCIALABBA, 2005). Segundo a publicagdo anual “The World of
Organic Agriculture”, desenvolvida pelo IFOAM (International Federation of Organic
Agriculture Movements) e FiBL (Research Institute of Organic Agriculture), a América
Latina possui 23% da area mundial cultivada organicamente, onde a Argentina € o
pais com maior area (4,4 milhdes de hectares), depois o Brasil (1,8 milhdes de
hectares) e o Uruguai (930.965 hectares) (WILLER; KILCHER, 2011). Todos os anos
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ha um aumento da area organica mundial, que ja atinge 37,2 milhdes de hectares,
ou 0,9% da area total agriculturavel. A tendéncia é que esses valores continuem
crescendo. Nos Estados Unidos da América, a industria de organicos aumentou
suas vendas em 21% em 2006, com previsdo de aumentar 18% por ano, em média,
entre 2007 e 2010 (WILLER; KILCHER, 2009), o que nao ocorreu devido a crise
econdmica em 2009 (WILLER; KILCHER, 2011).

No Brasil, apesar dessas tendéncias, o Censo Agropecuario de 2006
demonstrou que o numero de estabelecimentos sob cultivo organico é ainda
pequeno em relacdo ao total, representado aproximadamente 1,8% (IBGE, 2009).
Ha, porém, uma grande diversidade de produtos para comercializagdo, que variam
de acordo com a regiao. Dentre os projetos da Regidao Sudeste, tém destaque a
horticultura, ervas e temperos, café, cana-de-acucar, frutas, pecuaria, cosméticos,
derivados de soja e bebidas; na Regido Sul, a horticultura, graos, ervas e temperos,
café, frutas, paes, doces e compotas, erva mate, pecuaria, 6leos essenciais; na
Regidao Nordeste, frutas, graos, café, cacau, guarand e pecuaria, e pouca
horticultura; na regiao Centro Oeste, pecuaria, graos e horticultura; na Regidao Norte,
borracha, guarana, ervas e temperos, graos, frutas, 6leo de palma e de babacu
(BUAINAIN; BATALHA, 2007).

Quanto a area de citros cultivada organicamente no mundo, ela representa
0,6% (50.150 hectares) da area total de citros (8,3 milhdes de hectares). Nesses
dados, porém, ndo estdo incluidos China, Brasil e india, que estdo entre os maiores
produtores de citros do mundo (WILLER; KILCHER, 2009). Considerando isso, é
muito provavel que esta area seja ainda maior. A Tabela 1 exibe os maiores
produtores mundiais de citros organicos.
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Tabela 1 - Paises com maior area de citros organico

Area cultivada

Pais Ano organicamente (ha)
Italia 2007 22.062
Cuba 2008 4.195
EUA 2005 4.107
Gana 2008 3.760
México 2007 3.201
Espanha 2007 3.165
Turquia 2007 2.134
Grécia 2007 1.002
Qutros - 6.528
TOTAL 50.154

Fonte: adaptado de Willer e Kilcher (2009)

Atualmente, ha diversos incentivos governamentais a produgao organica,
como os programas de desenvolvimento da Agricultura Organica “Pré-Organico”, do
Ministério da Agricultura, Programa de Aquisicao de Alimento (PAA), do Ministério do
Desenvolvimento Agrario, Programa Nacional de Alimentacdao Escolar (PNAE), do
Ministério da Educacao, e o Pronaf Agroecologia, do Ministério do Desenvolvimento
Agrario. Entre os seus objetivos, estdo: incentivo a conversao ao sistema orgéanico
(Pré-organico); incentivo a insercdo de organicos e agroecologicos da agricultura
familiar na alimentacao escolar (PNAE) (BRASIL, 2009b) e em grupos em situacao
de inseguranga alimentar (PAA) (BRASIL, 2013); e financiamento de investimentos
nos sistemas de producao agroecoldgicos e organicos (PRONAF) (BRASIL, 2012).

O Estado do Rio Grande do Sul (RS) é um estado de base econdmica
predominantemente agricola e familiar, consistindo as propriedades familiares 85,6%
do numero total de estabelecimentos rurais (RIO GRANDE DO SUL, 2011). Ha
diversos casos de sucesso no Estado de cooperativas de agricultores, muitas vezes
familiares, dentro do sistema agroecologico de producédo. Entre eles estd a
Cooperativa dos Citricultores Ecologicos do Vale do Cai (Ecocitrus), fundada em
1994 na cidade de Montenegro por 15 pequenos agricultores. Atualmente, a
cooperativa possui 110 associados e uma area de produgcdo de citricos de 255
hectares. Entre as formas de comercializagdo estéo citros in natura, sucos integrais

ou concentrados e 6leos essenciais (ECOCITRUS, 2013).
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3.2 CITROS

3.2.1 Origem e caracteristicas

As espécies selvagens de Citrus sdo naturais do sudeste da Asia, das
regides do sub-Himalaia, na india, da Nova Caledénia, subregidao do complexo de
ilhas da Malenésia (a noroeste da Austrdlia), e da Malasia. Estudos indicam que
todos os Citrus comestiveis provém da hibridizagdo e selegdo de 3 géneros
selvagens (C. reticulata Blanco [tangerina], C. maxima (Burm.) Merr. [pomelo] e C.
medica L. [cidra]) mais duas plantas desconhecidas (MABBERLEY, 1997). A maior
parte do conhecimento que se tem deles se deve a difusdo ao resto do mundo
através da Europa (MABBERLEY, 1997; MANNER et al., 2006), j& que podem se
adaptar a diversos ambientes tropicais e subtropicais e a diferentes tipos de solos
(MANNER et al.,, 2006). Todos os continentes, exceto a Antartida, possuem
condicoes ambientais para plantar citros (KIMBALL; PARISH; BRADDOCK, 2005).

Os citros sao formas modificadas ou especializadas de fruto (hesperidium),
gerados por um unico ovario (LADANIYA, 2008). Suas caracteristicas morfolégicas
variam de acordo com a espécie e cultivar, porém se assemelham por sua relativa
esfericidade, presenca de flavedo (parte externa da casca) rico em flavonoides e
glandulas contendo éleos essenciais, de espessura fina e com pigmentacao entre as
cores laranja, amarelo e verde (Figura 1). A parte interna da casca contém o albedo,
de cor marfim a amarelo-claro e textura esponjosa. A porgdo comestivel consiste de
diversos lo6culos cobertos por uma pelicula que contém as vesiculas de suco
(ORTIZ, 2002).
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Figura 1 - Caracteristicas morfolégicas gerais de citros. 1 — Flavedo (porcdo superficial da
casca ou epicarpo); 2 — Albedo (por¢éo branca e esponjosa entre a casca ou mesocarpo); 3 —
Endocarpo (porgéo interna da fruta dividida em léculos ou segmentos contendo as vesiculas
de suco; 4 — Coluna central ou medula. Fonte: adaptado de Guimarées et al. (2010).

Ha uma grande variedade de hibridos de citros gerados de forma
espontanea (polinizagdo cruzada) ou artificial devido a grande compatibilidade
sexual (ARAUJO; ROQUE, 2005; ORTIZ, 2002). Isso torna a classificacdo deste
género bastante complicada. A classificacdo botanica de citros comestiveis mais
utilizada é a de Swingle e Reece (1967). Ela divide as laranjas comerciais em duas
espécies: Citrus sinensis L. Osbeck ou laranja doce; e Citrus aurantium (L.) Seville,
ou laranja azeda. As tangerinas sao divididas entre: Citrus reticulata Blanco
(tangerinas comuns), Citrus unshiu Marc. (tangerinas Satsuma), Citrus deliciosa
Tenore (tangerinas mediterraneas), Citrus nobilis Lourerio (tangerinas King), e Citrus
madurensis Lourerio (tangerinas calamondin). De uma forma geral, os citros podem
ser agrupados de acordo com os seguintes grupos agronémicos (ORTIZ, 2002):

a) Laranjas doces;
b) Laranjas azedas;
c) Tangerinas;

)
d) Limoes;
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e) Toronjos;

f) Pomelos;

g) Limas;

h) Cidras;

i) Hibridos (tangerina hibrida, tangelos, tangor, entre outros).

Segundo Mabberley (1997), ja que a morfologia dos citros é muito

semelhante, grande parte da sua diferenciacao comercial se deve ao sabor. Isso se
deve basicamente a diferencas nas proporcdoes relativas de dois estereocisémeros de

limoneno, dos quais um é amargo (ex. limao) e outro é doce (ex. tangerinas).

3.2.2 Importancia econdmica

Os citros estao entre as frutas mais produzidas e consumidas no mundo,
principalmente laranjas, tangerinas, limas e limdes (OLIVEIRA; EPIFANIO;
SCIVITTARO, 2008). Na safra de 2009/2010, a producdo brasileira foi de 397
milhées de caixas de laranja (40,8 kg/caixa) (NEVES, 2011). Segundo relatério do
United States Department of Agriculture (USDA), o Brasil foi o segundo produtor
mundial de citros, atr4s apenas da China (UNITED STATES..., 2013). E lider na
producdo de laranjas, representando praticamente 40% da produgdo mundial na
safra 2011/2012. A China deteve 68% da producdo mundial de tangerinas, sendo
quase toda ela destinada a consumo in natura. O México, a Argentina e a Unido
Europeia foram os maiores produtores de limas e limdes. Grande parte da colheita
brasileira é destinada a produc¢ao de suco concentrado de laranja, o qual o Brasil é o
maior exportador.

Segundo o USDA, em torno de 40% da safra mundial de laranja em 2012 foi
destinada ao processamento (UNITED STATES..., 2013). O Brasil processou 70%
da sua producao, principalmente S&o Paulo e o triangulo mineiro. Semelhantemente
ao Brasil, os EUA processaram 75%. Nesses paises, 0 principal destino dessas
frutas € a producao de suco concentrado congelado (NEVES, 2011). Outros citros,

como tangerinas e limdes, seu consumo € principalmente in natura.
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No pais, o Estado de Sdo Paulo € o maior produtor de citros, com 77,4% da
producao total (EMBRAPA, 2011). Grande parte da producéo brasileira provém do
Cinturdo Citricola, composto pelos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo. O Rio
Grande do Sul é o 3° Estado produtor de tangerinas, atras de Sao Paulo e Parana
(EMBRAPA, 2011). Ele conta hoje com trés grandes polos produtores: os vales do
Cai e Taquari; fronteira oeste do Estado (principalmente Rosario, Cacapava e Sao
Gabiriel); e regido do Planalto. Os vales do Cai e Taquari se baseiam principalmente
na agricultura familiar. Ja a fronteira oeste se voltou a grandes consorcios,
produzindo citros de mesa e citros sem sementes (CONSELHO ..., 2008)

Entre as cidades do Vale do Cai, destacam-se Montenegro e Sdo Sebastiao
do Cai, Harmonia, Pareci Novo, Sado José do Sul, Sao José do Horténcio, Marata,
Brochier, Capela de Santana, Tupandi, Bom Principio e Portdo. Cerca de 4.000
familias da regido tém na citricultura a principal fonte de renda. Além disto, as
industrias envolvidas no beneficiamento e comercializacdo geram centenas de
empregos, sendo importante fonte de renda e emprego a diversos municipios
(MONTENEGRO, 2013).

Os grupos agronbémicos e as cultivares mais importantes no RS séao
(OLIVEIRA et al., 2011):

a) Laranjas: comum (principalmente cultivares ‘Valéncia’ e ‘Folha Murcha’),

sem acidez (‘Lima’ ou ‘Céu’) e umbigo (‘Bahia’);

b) Tangerinas: comum (‘Ponkan’), bergamota (‘Cai’, ‘Pareci’ e

‘Montenegrina’), Satsuma e Clementina;
c) Tangor: ‘Murcott’ (hibrido natural entre tangerineira e laranjeira) e ‘Michal’
(cruzamento entre tangerineiras ‘Clementina’ e ‘Dancy’);

d) Limas: ‘Tahiti’;

e) Limdes: grupo siciliano.

Praticamente ndo ha plantios comerciais de pomelo no RS (OLIVEIRA et al.,
2011).
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3.2.3 Geracao de residuos na cadeia de citros

Os residuos da cadeira produtiva de citros e derivados sao gerados desde o
cultivo até o processamento. Durante o cultivo de alguns citros, principalmente
tangerinas, é economicamente interessante e normalmente utilizado o raleio manual
ou quimico (FALIVENE; HARDY, 2008). Ele consiste da retirada parcial de frutos
verdes de diametro reduzido, deformados ou doentes, para obtencao de frutos de
maior qualidade e tamanho (BANGERTH, 2000) e reducdo dos gastos com frutos de
baixo valor comercial (FALIVENE e HARDY, 2008). Em plantas muito carregadas
sao retirados aproximadamente 2/3 dos frutos (PANZENHAGEN, 2008). No RS, a
remuneragao por esses frutos por vezes ndo compensa, e os frutos acabam sendo
deixados no chao (HASSE, 2010). Atualmente, sua principal utilizacdo é para
producao de 6leos essenciais (casca) e o restante é destinado a alimentacao animal
(SCHMIDT, 2010).

Na obtencdo de suco, o processo mais utilizado no Brasil é o tipo FMC
(Food Maquinary Company) (Figura 2). Esse tipo de equipamento extrai o suco
através da movimentacao vertical e contraria de dois copos (um inferior, fixo, e outro
superior, mével), realizando a prensagem, a coleta do suco através de um tubo
coletor metalico introduzido no fruto, corte e retirada da casca (DARROS-BARBOSA;
CURTOLO, 2005). Esse processo ja inclui a extracao do 6leo, pois a compressao
abre as vesiculas da casca e o 6leo € removido por lavagem com agua. Em geral, o
rendimento em peso de suco de frutas citricas é de 50%, aproximadamente
(MCLELLAN; PADILLA-ZAKOUR, 2005), que varia de acordo com os parametros da
maquina, com a variedade da fruta e a safra. Os 50% restantes sdo constituidos de
casca, membranas, sementes e parte da polpa residual (DARROS-BARBOSA;
CURTOLO, 2005).
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Compressao

A: antes da prensagem; B: depois da prensagem.

Figura 2 - Croqui do sistema FMC de extrag&o de suco de laranja. Fonte: adaptado
de Lokhandwala e Cheng (2004).

De acordo com Neves (2011), a safra de 2009/2010 gerou 851 mil toneladas
de subprodutos derivados da laranja. Por isso, o aproveitamento desses
subprodutos se torna necessario tanto do ponto de vista econémico quanto do
ambiental (LICANDRO; ODIO, 2002; DARROS-BARBOSA; CURTOLO, 2005).

Segundo Licandro e Odio (2002), grande parte desses residuos consiste de
agua. A porcao seca possui basicamente acglUcares sollveis (glicose, frutose e
sacarose), carboidratos insoluveis (celulose, hemicelulose, protopectina), acidos
organicos (citrico, malico, isocitrico e oxalico) e flavonoides (hesperidina e naringina,
dependendo da cultivar). No Brasil, os principais subprodutos de citros
comercializados sdo 6leos essenciais e suas fragbes, como D-limoneno e terpenos,
bem como farelo de polpa citrica (NEVES, 2011).

Oleos de citros podem ser obtidos a partir do fruto inteiro ou a partir da sua
casca (DI GIACOMO; DI GIACOMO, 2002). Geralmente ocorrem por abrasdo
(métodos ‘Pellatrici’ e ‘Brown’) ou compressao das cascas (‘Sfumatrici’ e ‘FMC’) para
abertura das vesiculas de 6leo. O 6leo é retirado por lavagem ou imersdo em agua e
separado por centrifugacdes e winterizacdo (separacado das ceras por reducdo da
temperatura). Estes métodos séo realizados a frio, ao contrario de outros dleos
obtidos basicamente por hidrodestilacdo, devido a instabilidade de aldeidos graxos
(p. ex. heptanal, octanal) e aldeidos terpénicos (p. ex. neral, geranial, citronelal) a
oxidacao, gerando compostos com odor ruim (SCHMIDT, 2010).
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Outros subprodutos, com D-limoneno e racdo animal, sdo obtidos no
processamento da casca Umida recém-exiraida. Basicamente, as cascas séao
prensadas e o liquido residual é destilado para obtencao de D-limoneno. O restante
€ incorporado as cascas prensadas, passa por uma secagem e €, entdo, peletizado
para destino a alimentacao animal (LICANDRO; ODIO, 2002).

Nestes processos, diversos compostos naturais com propriedades bioativas
podem ser aproveitados pela industria de alimentos ou farmacéutica, como fibras,
acidos organicos, compostos fendlicos, cumarinas, psoralenos, flavonoides,
limonoides e carotenoides. Muitos estudos demonstraram que essas substancias
possuem atividade antioxidante (FERNANDES—LOPEZ et al., 2005; XU et al., 2008;
BARROS; FERREIRA; GENOVESE, 2012), anticarcinogénica (BENAVENTE-
GARCIA; CASTILLO, 2008; NANGIA-MAKKER et al, 2002), e anti-inflamatéria
(BENAVENTE-GARCIA et al., 1997), bem como podem prevenir doencas
coronarianas (KRIS-ETHERTON et al.,, 2002). Além disso, muitas delas

apresentaram atividade antimicrobiana, que sera explorada no préximo item.

3.3 ANTIMICROBIANOS NATURAIS

Diversas plantas sdo capazes de produzir substancias com atividade
antimicrobiana. Algumas delas fazem parte do seu metabolismo primario, outras séo
produto de reagdes enzimaticas decorrentes de injuria fisica ou invasao microbiana
(fitoalexinas) (ADAMS; SMID, 2003).

Em relacdo a invasdo microbiana, a primeira barreira das plantas contra
infeccdo é de ordem fisica, impedindo a penetracdo pela presenca de material
lipidico (ceras e cutina) nas camadas mais externas. As barreiras quimicas se
constituem de metabdlitos primarios, que sao aqueles envolvidos na respiragéo e
fotossintese (ex. &cidos organicos), e de metabdlitos secundarios, ndo envolvidos
diretamente nesses processos (BOUE et al., 2009). As fitoalexinas sdo metabdlitos
secundarios produzidos em resposta a situacdes de estresse e ataque microbiano
que possuem muitas vezes propriedades antifungicas ou antibacterianas (BOUE et
al., 2009). Esses compostos sdo agrupados da seguinte maneira: compostos
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fendlicos (antocianinas, cumarinas, flavonoides, quinonas e taninos), terpenoides
(6leos essenciais, saponinas, esterdis e curcubitacinas), alcaloides, proteinas e
peptideos (AQIL et al., 2006).

Diversos estudos identificaram atividade antimicrobiana de substancias
presentes em citros. Entre elas estdo: cumarinas e psoralenos (STANLEY; JURD,
1971; MABRY; ULUBELEN, 1980; JOHANN et al., 2007; GIRENNAVAR et al.,
2008); flavonoides (JOHANN et al., 2007; BENAVENTE-GARCIA et al., 1997;
SALAS et al.,, 2011) como a quercetina, hesperitina e naringenina, limonoides
(VIKRAM et al., 2010; MANNERS, 2007); carotenoides (MOLNAR et al., 2005; TAO
et al., 2010); e acidos organicos (SAMELIS; SOFOS, 2003; NAZER et al., 2005).
Além de antimicrobianos, muitas dessas substancias possuem grande potencial
antioxidante (FERNANDES-LOPEZ et al., 2005; XU et al., 2008; BARROS;
FERREIRA; GENOVESE, 2012), agindo comprovadamente como anticarcinogénicos
(BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008; NANGIA-MAKKER et al., 2002),
antiinflamatérios (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997), e protegendo contra doencas
coronarianas (KRIS-ETHERTON et al., 2002).

Ha estudos que aplicaram extratos de citros diretamente em alimentos para
verificar a sua agao antioxidante ou desinfetante/conservadora. Sengun e Karapinar
(2005) reduziram a contagem de Salmonella Typhimurium em rdcula e cebolinha
verde entre 1,23 a 4,17 UFC/g utilizando suco de limdo. Mexis, Chouliara e
Kontominas (2012) encontraram que a combinacdo de uma mistura comercial de
acidos de citros com um absorvedor de oxigénio aumentaram a vida de prateleira de
carne de frango moida embalada em cerca de 5 dias em comparagdo com amostras
embaladas aerobicamente. Fernandez-Lépez et al. (2004) adicionaram farinha de
casca de laranja e albedo de limdo a salsichas e atingiram maior estabilidade a
oxidacao.

A crescente busca por alimentos mais saudaveis e naturais tem criado uma
tendéncia de substituir antimicrobianos tradicionais no processamento de alimentos,
como conservadores e desinfetantes. Os conservantes tradicionais incluem
basicamente os acidos organicos e seus derivados, bem como sais (cloreto de
sédio, nitrito e nitrato, sulfito). Ha& muito tempo eles tém sido consumidos de forma
segura, porém casos de reacdes alérgicas e a formagcdo de substancias
carcinogénicas (como as nitrosaminas a partir do nitrito) geram preocupacgéo quanto

aos seus efeitos nocivos (ROLLER, 2003). Compostos antimicrobianos de origem
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natural tém chamado atencado, ja que muitos estdo sendo considerados GRAS
(Generally Recognized as Safe) (OUATTARA; MAFU, 2003) pelo FDA.

Na desinfeccao de alimentos minimamente processados, a substancia mais
utilizada é o cloro, principalmente devido ao seu baixo custo e alta efetividade.
Contudo, ha uma tendéncia atual de eliminagdo dessa substancia nos processos de
desinfecgdo devido a riscos ambientais e de satde associados ao seu uso (OLMEZ;
KRETZSCHMAR, 2009). O cloro pode reagir com a matéria organica e formar
compostos organoclorados carcinogénicos, como o0s trihalometanos (HUA;
RECKHOW, 2007). Além disso, essa substincia €& altamente poluidora,
contaminando rios, solo e ar, e causando prejuizos a fauna e flora ((")LMEZ;
KRETSCHMAR, 2009).

Devido aos riscos expostos, muitas dessas substancias sao proibidas em
alimentos orgéanicos. A Instrugdo Normativa Conjunta n® 18, do Ministério da
Agricultura, permite a utilizagdo de extratos vegetais na higienizagao das instalacoes
e equipamentos, bem como na desinfeccdo de alimentos (BRASIL, 2009a). A
legislagao também permite o0 uso de hipoclorito de sédio para ambos os casos,
porém sua utilizacdo ndo é bem aceita pelos produtores e consumidores de
organicos, bem como seu uso nao leva em conta alguns principios agroecologicos.
Na Europa, seu uso é proibido na produgdo orgénica e, em alguns paises, na
producdo convencional, inclusive (OLMEZ; KRETSCHMAR, 2009). O uso dessas
substancias é, contudo, de extrema importancia para evitar doengas transmitidas
pelos alimentos, cuja importancia sera abordada a seguir.

3.4 DOENGCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

As DTAs séo causadas por agentes biologicos, quimicos ou fisicos, os quais
penetram no organismo humano pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados
(VAN AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006). Doengas causadas por agentes
bacterianos sdo caracterizadas por diferentes sintomas, geralmente brandos, como
diarreias, vomitos, dores corporais e de cabeca, desidratacdo, e mal estar
generalizado (JAY, 2000). Contudo, algumas bactérias como Escherichia coli,
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Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes podem causar doengas mais
severas, em alguns casos culminando em morte. Em 2011, a bactéria E. coli
sorotipo O104:H4, de caracteristica enterohemorragica, foi responsavel por um surto
com 3816 casos, dentre os quais 54 mortes, na Alemanha (FRANK et al., 2011). Em
Missouri, cidade estadunidense, um surto em 1989 envolvendo 243 pessoas e
resultando em 4 mortes foi causado por agua contaminada com E. coli O157:H7
(SWERDLOW et al., 1992).

Nos Estados Unidos da América, a estimativa de custos anuais com DTAs é
de 14 bilhées de ddlares. Aproximadamente 90% dos casos sdo causados por cinco
patégenos alimentares, entre eles: Salmonella enterica nao tifoide (3,3 bilhées de
ddlares), Campylobacter spp. (1,7 bilhdes de délares), Listeria monocytogenes (2,6
bilhdes de ddlares), Toxoplasma gondii (3 bilndes de ddlares) e norovirus (2 bilhdes
de ddlares) (HOFFMANN et al., 2012).

No Brasil, estimativas sobre o impacto econdémico das DTAs séao
praticamente inexistentes. Os custos podem ser diretos ou indiretos, gerando
impactos financeiros ao trabalhador, ao empregador e ao sistema de saude.
Segundo Van Amson, Haracemiv e Masson (2006), entre os custos se incluem
despesas com servicos médico-hospitalares e com a investigacao de surtos, e a
reducao de dias trabalhados, diminuicdo da produtividade, diminuicdo nas vendas e
fechamento de empresas. O estudo investigou o custo médio por paciente com
enfermidade de origem alimentar no municipio de Curitiba/PR no ano 2000, que
atingiu na época R$1,87 mil considerando apenas a internagdo. Naquele ano o
impacto econémico, ainda subestimado, seria de R$1,9 milhdes ao municipio, ja que
muitos casos ndo sdo sequer notificados.

Salmonella spp. tem sido 0 género bacteriano mais envolvido em DTAs no
mundo (WORLD..., 2011). No Rio Grande do Sul é o maior responsavel por surtos
alimentares (COSTALUNGA; TONDO, 2002; GEIMBA et al., 2004). Entre os anos de
1997 a 1999, ela esteve envolvida em 42.45% dos surtos alimentares no Estado
(COSTALUNGA; TONDO, 2002). Os principais veiculos de Salmonella sao
geralmente alimentos de origem animal, como ovos, carne de frango, bovina e
produtos carneos em geral. Porém, os vegetais também podem ser contaminados
através de irrigacdo e lavagem com agua contaminada, contaminacao cruzada,
contaminagdo de um manipulador portador da bactéria (JAY, 2000). Entre os

alimentos, o principal envolvido em surtos € a maionese caseira (SILVA; DUARTE,
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2002). Entre os sintomas da salmonelose pode-se citar: diarreia, nausea, dores
abdominais, febre baixa com calafrios e, algumas vezes, vémitos, dores de cabeca e
mal-estar (FORSYTHE, 2000).

3.5 ANTIBACTERIANOS NATURAIS DE CITRICOS NA PERSPECTIVA DA
PRODUGCAO ECOLOGICA E SEGURANGCA DE ALIMENTOS

O crescimento da produgcdo e consumo de produtos organicos de base
agroecolégica demandam insumos sustentaveis e renovaveis, que estejam de
acordo com os principios da agroecologia. Os citricos sdo encontrados em
abundancia nas propriedades rurais e, na sua forma de cultivo convencional,
demonstram apresentar atividade antibacteriana, essencial aos processos de
desinfeccado e conservagcao e consequente prevencao das doengas transmitidas por
alimentos. Considerando o grande potencial de aplicacdo no processamento de
alimentos orgéanicos de base agroecoldgica e a escassez de estudos nessa area, a
investigagdo da atividade antibacteriana de citricos cultivados ecologicamente

demonstra ter grande relevancia.
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CAPITULO 2

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE CRUDE EXTRACTS OF AGRO-ECOLOGICAL
CITRUS BY-PRODUCTS

Artigo submetido ao periédico “Food Control” e formatado de acordo com as
suas hormas.
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ABSTRACT

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) of the ethanolic extracts of Citrus by-products (peels and young
fruits) were determined. The cultivars tested were ‘Ponkan’ ( Citrus reticulata Blanco)
and ‘Montenegrina’ (Citrus deliciosa Tenore) mandarins, ‘Rangpur’ lime (Citrus
limonia Osbeck), and sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck). All of the fruits were
cultivated under agro-ecological conditions. The MIC and MBC were determined for
Escherichia coli (ATCC® 25992), Salmonella Enteritidis (ATCC® 13076),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853), Enterococcus faecalis (ATCC® 29212),
and Staphylococcus aureus (ATCC® 25923). All of the extracts exhibited bactericidal
and bacteriostatic effects at the concentrations tested. The young fruits, particularly
‘Rangpur’ lime and mandarins, exhibited the best results. This antibacterial activity
was directly correlated to the acidity of the extracts, which is higher in young fruits. P.
aeruginosa and S. aureus exhibited higher susceptibility to the extracts. The higher
antibacterial efficacy of the whole fruit extract of ‘Rangpur’ lime compared to that of
its parts indicated a synergistic effect between the components of the peel and those
of the pulp. Suspension tests showed that the ‘Montenegrina’ mandarin extract (30%
v/v) inactivated 8 log CFU/ml of S. Enteritidis within 15 min, 5 log CFU/ml of E. coliin
30 min, and 8 log CFU/mI of E. coliin 24 h. This study indicates that Citrus extracts,
particularly those extracted from young fruits, have potential as efficient natural

antibacterial agents.

Keywords: natural antibacterial; crude ethanolic extract; organic food; MIC; MBC.
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1. INTRODUCTION

Citrus fruits are widely produced worldwide and are normally consumed
either in natura or as juice, marmalade, candied, or natural flavorants. The production
and processing of these fruits generates a large amount of residues with low
commercial value and a lack of usefulness. Citrus horticultural practices involve the
manual or chemical abscission of young fruits to reduce the quantity of trees and
consequently improve their final size and quality (Bangerth, 2000). In juice
production, 40 to 60% of the fruit weight is discarded as peel, pulp, and seeds. The
recycling of this material is fundamental due to its economic and environmental
impacts (Licandro & Odio, 2002).

Although considered a problem for the juice industry, these by-products are
rich in highly bioactive compounds, such as flavonoids, phenolic compounds,
terpenes, coumarins, psoralens, organic acids, carotenoids, and pectin, and are
related to many health benefits (Kris-Etherton et al., 2002). In fact, studies have
revealed the antioxidant (Fernandes-Lopez, Zhi, Aleson-Carbonell, Pérez-Alvarez, &
Kuri, 2005; Xu, Ye, Liu, Ma, Chen, 2008; Barros, Ferreira, & Genovese, 2012),
anticarcinogenic (Benavente-Garcia & Castillo, 2008; Nangia-Makker et al., 2002),
and anti-inflammatory activities (Benavente-Garcia, Castillo, Marin, Ortufio, & Del
Rio, 1997) and the protective effect against coronary diseases (Kris-Etherton et al.,
2002) exhibited by these by-products. Many of these compounds, such as
coumarins, psoralens (Stanley & Jurd, 1971; Mabry & Ulubelen, 1980; Johann et al.,
2007; Girennavar et al., 2008), flavonoids (Johann et al., 2007; Benavente-Garcia,
Castillo, Marin, Ortuiio, & Del Rio, 1997; Salas, Céliz, Geronazzo, Daz, & Resnik,
2011), such as quercetin, hesperidin and naringin, limonoids (Vikram, Jesudhasan,
Jayaprakasha, Pillai, & Patil, 2010; Manners, 2007), carotenoids (Molnar et al., 2005;
Tao, Gao, Liu, & Ge, 2010), and organic acids (Samelis & Sofos, 2003; Nazer,
Kobolinsky, Tholozan, & Dubois-Brissonnet, 2005) also present antimicrobial activity.

In general, there is increasing concern regarding the impact of chemicals and
pesticides on human health and the environment. According to State of the World’s
Land and Water Resources for Food and Agriculture (SOLAW), the increase in food
production for the expected population of 9 billion people in 2050 has been found to
be associated with management practices that degrade the land and water systems


http://www.fao.org/nr/solaw/solaw-home/en/
http://www.fao.org/nr/solaw/solaw-home/en/
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(FAO, 2011). Organic production and processing principles are based on the
maintenance and increase in human, animal, and environmental health and well-
being (IFOAM, 2013). This agro-ecological cultivation system requires the
substitution or limitation of chemical additives and processing aids without a
reduction in the quality and safety parameters (Johannessen, 2007). Natural
antimicrobials are largely found in plants and could be an alternative in organic food
disinfection and preservation. Chlorine is the most widely used sanitizer in food
disinfection. However, there are concerns about its efficacy in fresh-cut products and
the health risks associated with the formation of halogenated carcinogenic
compounds (Olmez & Kretzschmar, 2009), such as trihalomethanes. The control of
foodborne pathogens through physical and chemical methods is essential for the
promotion of safety in food processing.

Studies have revealed that the organic crop management of fruit and
vegetables generates higher concentrations of one or more bioactive compounds,
such as anthocyanins, carotenoids, flavonoids, and ascorbic acid (Crinnion, 2010).
However, many studies have shown variable or inconsistent results likely due to the
difficulties associated with ensuring the same environmental conditions and
pressures (Chassy, Bui, Renaud, Van Horn, & Mitchell, 2006). Mikulic-Petkovsek,
Schmitzer, Slatnar, Stampar, and Veberic (2012) found that wild strawberry,
raspberry, and blackberry exhibit a 2- to 5-fold higher amount of total phenolics
compared with conventionally cultivated plants. Phenolics are secondary metabolites
related to the plant defense mechanism and are produced in response to biotic and
abiotic stresses, such as microorganism infection, wounding, freezing, and light
exposure (Boue, 2009; Ippolito & Nigro, 2003).

This study aims to determinate the in vitro antibacterial activity of the
ethanolic extracts of organic Citrus residues, i.e., peels and young fruits, of mandarin
(Citrus deliciosa Tenore and Citrus reticulata Blanco), sweet orange (Citrus sinensis
L. Osbeck), and lime (Citrus limonia Osbeck) against foodborne pathogens and

spoilage bacteria.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mikulic-Petkovsek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22924969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mikulic-Petkovsek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22924969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mikulic-Petkovsek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22924969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stampar%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22924969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Veberic%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22924969
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Citrus fruits

The fruits were provided by familiar orchards and by certified organic
producers under the biodynamic farming system, which do not use any chemical
pesticide, from the regions of Montenegro and the metropolitan region of Porto
Alegre in southern Brazil. Different varieties of Citrus that are normally cultivated in
southern Brazil were cropped into two different stages of ripening. The young fruits
were manually cropped during the thinning period, which occurs between January
and April, and the ripe fruits were cropped in July. The Citrus species analyzed were
the following: ‘Montenegrina’ mandarin (Citrus deliciosa Tenore), ‘Ponkan’ mandarin
(Citrus reticulata Blanco), sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck), and ‘Rangpur’
lime (Citrus limonia Osbeck). With the exception of the ‘Rangpur’ lime, which a
common rootstock, these species are the major cultivars consumed in this region. All
fruits were stored at 5 °C for at most one week before preparation of the ethanolic

extracts.

2.2 Ethanolic extracts obtainment

The young fruits were processed as whole fruit, and the young ‘Rangpur’ lime
was also separated into flavedo with albedo and pulp. The ripe fruits were peeled,
and their flavedo and albedo were used. The crude plant material was cut and
ground in a meat grimmer (6 mm), rapidly introduced into bottles with ethanol 96 °GL
to avoid oxidation at a proportion of 4:10 (w/v), and agitated (Farmacopéia, 1959).
The material was then macerated over a period of two weeks in airtight bottles at
room temperature, filtered with common filter paper to remove any visual residues,
and stored. This alcoholature was fractionally distilled using a vacuum evaporation
system at 60 °C for ethanol removal until a minimum of 2/3 of the initial distillate
volume was obtained. The crude extracts were obtained by rehydrating the material

with sterile demineralized water until exactly 1/3 of the initial volume was obtained.
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The samples were then stored at 5 °C in airtight bottles until the antibacterial
analysis. All of the extractions were performed in triplicate. These procedures were
adopted from the method described by Eloff (2004), who recommends that the plant
extracts should not be dried or deep-frozen to avoid precipitation and a reduction in
the solubility of the substances.

2.3 Concentration of extracts and dry residue (DR)

The concentration of crude ethanolic extracts (EEC) used for antibacterial
testing was calculated according to the fruit dry matter (DM). The DM was
determined in triplicate by drying 30 g of the ground plant material at 40 °C until a
constant weight was obtained. The dry residue (DR) of the extracts was obtained
according to the 6" European Pharmacopoeia (Council of Europe, 2001). The MIC
and MBC results (in mg/ml) were calculated based on the concentration of the

ethanolic extracts.

2.4 Antibacterial activity of the extracts
2.4.1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) of ethanolic extracts

The strains Escherichia coli (ATCC® 25992), Staphylococcus aureus
(ATCC® 25923), Salmonella Enteritidis (ATCC® 13076), Enterococcus faecalis
(ATCC® 29212), and Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853) were obtained from
the standard bacterial culture collection maintained in the Food Hygiene Laboratory
of the Food Science and Technology Institute of the Federal University of Rio Grande
do Sul in Porto Alegre, Brazil. These strains were preserved in BHI agar at 5 °C and
grown in BHI broth at 36 °C for at most 4 h (Gram-positive) or overnight (Gram-
negative) prior to the antibacterial testing.
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The antibacterial activity of the extracts was determined based on the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) using the microdilution method (NCCLS, 1999; CLSI, 2005). Tubes with a 2-
ml mixture of Mueller-Hinton broth and different concentrations (5 — 50% v/v) of the
ethanolic extracts were inoculated with previously grown bacteria to obtain a final
bacterial concentration of 5 x 10° CFU/ml. These tubes were incubated for 20-24 h at
36 + 1 °C to determine the MIC. For the MBC determination, duplicate 10-ul aliquots
of the mixtures in the abovementioned tubes that did not display turbidity were
subcultured in BHI Agar plates, and the bacteria were counted after 24 - 48 h of
incubation at 36 £1 °C. The MIC represents the lowest concentration without visual
turbidity, and the MBC is the lowest concentration that killed at least 3 log CFU/mI of
the initial inocula.

2.4.2 Suspension Test

After measuring the MIC and MBC, the bactericidal activity over time was
determined by suspension tests according to the German Veterinary Society (DVG,
1988). Due to their importance in fresh-cut vegetables, the strains chosen for this
assay were E. coli and S. Enteritidis. The extract concentrations tested with both
strains were approximately 1 x MBC (15%), 2 x MBC (30%), and 2.5 x MBC (37.5%).

2.5 Chemical analysis
2.5.1 Total acidity/citric acid content and ascorbic acid content of ethanolic extracts

The total acidity and its equivalent in citric acid were determined by the
titration of 5 ml of the ethanolic extract with 0.1 M NaOH using phenolphthalein as
the indicator (Medeiros, Yamanishi, Peixoto, Pires, Junqueira, & Ribeiro, 2009). The
free acidity or titratable acidity of the juice of most Citrus fruits is due largely to its
citric acid content (Ladaniya, 2008). The total acidity was used as an indirect

measurement of the citric acid concentration, which is the main acidic compound in
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Citrus fruits related to the fruit's acidity (Sadka, Dahan, Cohen, & Marsh, 2000). The
ascorbic acid content was determined using the titrimetric method with 2,6-
dichloroindophenol (AOAC, 1997).

2.6 Statistical analysis

The MIC and MBC values were analyzed through one-way analysis of
variance (ANOVA) with a confidence interval of 95% using the SPSS and SAS 9.0
software programs. The difference between the means was compared by Tukey’s
test (p < 0.05). Pearson’s correlation coefficient (r) was also determined to verify the
effect of the citric and ascorbic acid contents on the MBC.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 exhibits the results of the DM of the plant material, the DR of the
tincture, and the EEC. Further concentrations of the extracts and the results MIC and
MBC results are shown in Table 2.

All of the extracts exhibited selective antibacterial activity against all of the
strains tested. The extract of the young fruits showed higher activity than the extracts
of the ripe peels (Table 2). The results obtained for different parts of the ‘Rangpur’
lime revealed that the pulp exhibits much higher activity than the peel. Thus, the
substances present in the endocarp of young fruits are likely responsible for the
higher activities observed in the young fruits. The peels of Citrus fruits are rich in
carotenoids and other pigments, essential oils, ascorbic acid, and phenolics (Wang,
Chuang, & Ku, 2007; Cano, Medina, & Bermejo, 2008; Patil, Murthy, Jayprakasha,
Chetti, & Patil, 2009; Vikram et al., 2010) and contain a low concentration of acids
(Ladaniya, 2008). The pulp and juice also contain pigments, ascorbic acid, phenolics,
higher amounts of organic acids (citric and malic, mostly), and low amounts of
essential oils. Previous works (unpublished) have demonstrated that the essential
oils of the green and ripe peels of Citrus fruits have little or no detected activity
against the strains tested (MBC = 8% v/v) with the exception of E. faecalis. The
antibacterial activity of organic acids is well documented (Hsiao & Siebert, 1999).
Thus, the total acidity and ascorbic acid contents of the extracts were analyzed to
verify their influence on the MIC and MBC.

The contents of ascorbic and citric acids of the extracts are shown in Table 3.
The young fruit extracts had a higher citric acid content, particularly the lime pulp
(4.01 g/100 ml) and the whole fruit (3.48 g/100 ml). The ‘Montenegrina’ mandarin
extract contained 2.31 g/100 ml, and the ‘Ponkan’ mandarin and the ‘Valencia’
orange exhibited intermediate contents of 1.69 g/100 ml and 1.01 g/100 ml,
respectively. The peel of the young lime extract exhibited the lowest acidity (0.26
g/100 g). These results confirm that organic acids are primarily present in the fruit
pulp (Ladaniya, 2008). The ripe peel extracts, with the exception of lime (0.34 g/100
g), presented similar concentrations ranging from 0.15 g/100 ml to 0.18 g/100 ml.
The organic acids involved in fruit acidity are citric, malic, quinic, tartaric, succinic,

oxalic, and ascorbic acids (Albertini et al., 2006). These acids are considered weak
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organic acids and are traditionally used as additives for food preservation. However,
the antimicrobial properties of these acids have demonstrated efficacy as natural
household sanitizers (Sengun & Karapinar, 2004; Sengun & Karapinar, 2005). Their
antimicrobial mechanisms mainly consists of their entering through the plasma
membrane in their undissociated state to release charged anions and protons that
accumulate to cause membrane disruption, inhibition of essential metabolic
reactions, stress on the intracellular pH homeostasis, and interference in metabolic
functions (Forsythe, 2000).

The average activities of the extracts (Fig. 1) exhibit the following order
(starting with the most efficient): whole young lime > young lime pulp > young
‘Montenegrina’ mandarin > young ‘Ponkan’ mandarin > young orange. This order
reveals a correlation between the antibacterial activity of the extracts and the acid
content, i.e., an increase in the antibacterial activity is associated with a higher
acidity. Table 4 show a significant correlation between the average MBC value and
the citric acid content (p<0.001) and a poor correlation between the average MBC
value and the ascorbic acid content, perhaps due to its low concentration. E. coli, S.
aureus, E. faecalis, and P. aeruginosa were the strains that were most influenced by
the citric acid concentration, whereas S. Enteritidis was less affected.

The differences in the composition of acids of the peel and pulp and between
different ripening stages can also impact the inhibition and inactivation
concentrations. Normally, malic acid is the major acid in Citrus peels. The content of
this acid increases in the fruit during maturation and is associated with a reduction in
the citric acid content (Ladaniya, 2008). Of the acids present in Citrus fruits, the
efficacy of citric acid is greater than that of malic acid (Samelis & Sofos, 2003; Hsiao
& Siebert, 1999; Gao et al., 2012). This study measured the total acidity, which
includes the contents of both of these organic acids. It is likely that the mature peel
extracts exhibited reduced antibacterial activity not only because of lower acidity but
also because of a greater proportion of malic acid. Mature peels have also higher
contents of monosaccharide (Ladaniya, 2008), which make these peels a source of
nutrients for bacteria.

The ascorbic acid (AA) contents of ripe ‘Montenegrina® mandarin and
‘Valencia’ orange extracts were very similar (0.36 to 0.39 mg/100 ml, respectively;
Table 3). The whole fruit and pulp extracts from young lime exhibited higher values,
i.e., 0.63 and 0.80 mg/100 ml, respectively, which are linked to higher citric acid
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contents and higher antimicrobial activities. Usually, unripe fruits present a higher
content of AA, and peels normally contain greater quantities of AA than juice
(Ladaniya, 2008). Although AA is considered a potent antioxidant and bioactive
compound (Xu et al., 2008), no relationship was found between the content and the
inhibition/inactivation of bacteria for most of the tested extracts. The amounts found
were very low compared with the results reported in the literature (Barros, Ferreira, &
Genovese, 2012), and this difference may be due to the duration and temperature of
their storage. However, the method used to detect the AA content may have
underestimated the concentration because it analyzes only L-ascorbic acid and not
its oxidized form, i.e., dehydroascorbic acid (DHA), which is also bioactive
(Eitenmiller, Ye, & Landen, 2008; Deutsch, 2000). Analyses that do not measure
DHA may substantially underestimate the ascorbic acid content (vitamin C) (Wills,
Wimalasiri, & Greenfield, 1984). AA is a reducing agent capable of reducing the
amount of oxygen that is available to bacteria due to its oxygen absorption capacity
(Court, 1974; Salo & Cliver, 1978); in addition, AA can act synergistically with organic
acids and regenerates the antioxidant effect of a-tocopherol (Tajkarimi & lbrahim,
2011). Cursino, Chartone-Souza, and Nascimento (2005) found that ascorbic acid
acts synergistically with antibiotics against P. aeruginosa.

The comparison of the different parts of fruits revealed that the average
activity of the whole young lime is higher than those of the pulp and peel alone (Fig.
1), despite the higher concentrations of citric and ascorbic acid in the pulp. This
finding indicates that the compounds in whole young line might act synergistically
against bacteria. The acids and phenolics of pulp could increase the activity of EO
present in the peels by injuring the cell membrane and enhancing the damage of oils.
Friedly, Crandall, Ricke, Roman, O’Brian, and Chaloca (2009) found that low
concentrations of Citrus essential oils act synergistically with organic acids (citric and
malic acids) and effectively control Gram-positive microbial growth. Baskaran,
Amalaradjou, Hoagland, and Venkitanarayanan (2010) reduced 6 log CFU/ml of E.
coli O157:H7 in acid media, such as apple juice and apple cider, using low
concentrations of trans-cinnamaldehyde, which was isolated from the bark extract of
cinnamon. Gutierrez, Barry-Ryan, and Bourke (2008) found that the incorporation of
organic acids may enhance the efficacy of EO combinations for the preservation of
food for extended periods. The application of 2.0% citric acid and up to 0.1%
cinnamon bark oil to tomato juice treated with high-intensity pulsed electric fields
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successfully achieved the pasteurization level (reduction of 5 log10 CFU)
(Mosqueda-Melgar, Raybaudi-Massilia, & Martin-Belloso, 2008). Synergism occurs
when the effect achieved by a combination of substances is greater than the sum of
the individual effects of each of the substances (Davidson, & Parish., 1989). Oliveira,
Stamford, Neto, and Souza (2010) found synergism between essential oils and
organic acids against S. aureus. This phenomenon was also found in mixtures of the
minor and major components of garlic (Chung, Kwon, Shim, & Kyung, 2007), as well
as in isolated essential oils (Delgado, Fernandez, Palop, & Periago, 2004; Didry,
Dubreuil, & Pinkas, 1993; Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 2008; Lv, Liang, Yuan, &
Li, 2011) and in other components, such as flavonoids (Mandalari et al., 2007).
Mandalari et al. (2007) found that bergamot-fractionated flavonoids were more
efficient against Gram-negative than against Gram-positive strains and found
synergistic interactions between these compounds. Mexis, Chouliara, and
Kontominas (2012) were able to extend the shelf life of fresh ground chicken by 5
days through the use of a commercial blend of citric, ascorbic, and malic acids
(Citrox®) and an oxygen absorber.

Of the studied ripe peels, lime exhibited the best average activity, followed by
mandarin (Fig. 1). This result is most likely due to the higher acidity of these peels
because the lime peel removal caused some absorption of juice. Ripe orange
exhibited the lowest bactericidal activity against E. coli (30.1%), S. Enteritidis
(26.8%), and E. faecalis (40.1%), and there were no significant differences between
the strains (p = 0.05). Although mandarin and orange contain similar concentrations
of acids, the mandarin oil has been found to exhibit better activity in previous studies
(Espina et al., 2011; Settanni et al., 2012). According to Espina et al. (2011), this oil
contains a lower amount of limonene and higher amounts of oxygenated
monoterpenes, which exhibit higher antibacterial activity than hydrocarbons (Settanni
et al., 2012; Burt, 2004; Consentino et al., 1999; Carson & Riley, 1995). Thyme oil is
reported to exhibit high antimicrobial activity (Panizzi, Flamini, Cioni, & Morelli, 1993;
Deans, & Ritchie, 1987), which is largely attributed to presence of phenolic
monoterpenes rather than monoterpene hydrocarbons (Consentino et al., 1999).

Many of the studies that have tested essential oils found that Gram-positive
strains exhibit a slightly higher susceptibility (Burt, 2004). However, this behavior was
not observed with citrus extracts. In the present study, E. faecalis (Gram-positive), E.
coli, and S. Enteritidis (Gram-negative) were the most resistant strains, and P.
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aeruginosa (Gram-negative) and S. aureus (Gram-positive) were the most
susceptible. Unpublished results have shown the specific action of Citrus oils against
Enterococcus sp., as was demonstrated by Espina et al. (2011), and the high
resistance of P. aeruginosa, which was also noted by Burt (2004) and Ceylan and
Fung (2004). Controversially, this study showed that E. faecalis reached the highest
MIC and MBC values for approximately 50% of the extracts tested and the P.
aeruginosa was highly sensitive. These observations indicate that the Citrus oils
present in the extracts poorly influence the resulting antibacterial action, potentially
due to their low solubility in aqueous solutions or their low content in the extracts.

In general, Gram-negative bacteria are less sensitive than Gram-positive
bacteria to essential oils due to their lipopolysaccharide outer membrane, which
restricts the diffusion of hydrophobic compounds (Burt, 2004). The crude ethanolic
extracts of Citrus contain a mixture of hydrosoluble and ethanol-extractable
liposoluble components, which have different inhibitory mechanisms and targets.
However, during ethanol removal some of the liposoluble components precipitate or
volatilize (mainly essential oils). It is therefore expected that non-volatile and water-
soluble antimicrobials, such as organic acids and flavonoids, play a major role in the
bacterial inhibitory activity of these extracts, as was confirmed in part by the
correlation found between the acidity and the MBC.

The ‘Montenegrina’ mandarin extract was chosen for the subsequent in vitro
suspension tests because of its high inhibitory and bactericidal concentrations. The
results are displayed in Figures 2 and 3. S. Enteritidis was more susceptible to this
extract than E. coli. The 2 x MBC concentration of this extract killed 7 log CFU of S.
Enteritidis within 5 min, whereas the same result for E. coliwas archived after 60 min.
However, at the 1 x MIC concentration, a longer time was required to reduce the
concentration of S. Enteritidis by 7 log CFU. During the first 30 min. there was a
marked decrease in the bacterial counts. All of the extracts tested archived a
reduction of 8 log CFU within 24 h. The typical contact times during food sanitizing
are between 15 and 30 min. The mandarin extract exhibited excellent efficacy (> 5
log CFU reduction) with a 30-min contact time at a concentration of 30%. These
results indicate the great potential of this extract for use as a natural disinfectant, but
further studies are required to test its interaction with food because the sanitizer
efficacy of plant extracts is typically reduced upon contact with food (Gutierrez, Barry-
Ryan, & Bourke, 2008; Tiwari et al., 2009).
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4, CONCLUSIONS

The results indicate that Citrus fruit waste could be an interesting source of natural
and green antibacterial agents. Normally, the essential oils from young citrus fruits
are extracted, and the pulp and peel are simply ground, dried, and made into animal
feed. However, the extracts of these fruits exhibit potential antibacterial activity that
can be used in many applications in which conventional products are prohibited or
avoided, such as organic food disinfection and conservation. The sensorial
characteristics of Citrus are normally well accepted by food consumers compared
with the residual odor of chlorine-based products. Moreover, the antioxidant
properties of these extracts due to the presence of flavonoids, limonoids, and
phenolic compounds might provide an additional benefit for the maintenance of food
quality.
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TABLES AND GRAPHICS

Table 1 - Dry matter (DM) of the crude plant material, dry residue (DR) of the

alcoholature, and ethanolic extract concentration (EEC).

Cultivar® DMP DR° EEC®

RMM 0.206 (+0.003) 27.64 (+0.29) 187.614
YMM 0.199 (+0.008) - 180.575
RPM 0.301 (+0.003) 40.78 (+0.32) 281.958
YPM 0.222 (+0.002) 19.37 (+0.80) 202.731
RRL 0.172 (0.003) 20.45 (+0.26) 154.645
YRLPe 0.222 (+0.001) 12.18 (+0.10) 203.085
YRLW 0.156 (+0.002) 18.22 (+0.33) 140.148
YRLPu 0.136 (+0.004) 20.64 (+0.07) 121.093
RO 0.274 (+0.010) 22.57 (-) 254.805
YO 0.269 (+0.002) 22.97 (+0.20) 250.122

Notes: a — RMM, Ripe ‘Montenegrina’ mandarin; YMM, young
‘Montenegrina’ mandarin; RPM, ripe ‘Ponkan’ mandarin; YPM,
young ‘Ponkan’ mandarin; RRL, ripe ‘Rangpur’ lime; YRLPe, young
‘Rangpur’ lime peel; YRLW, whole young ‘Rangpur’ lime; YRLPu,
‘Rangpur’ lime pulp; RO, ripe orange; YO, young orange; b — g of
dry plant/g of crude plant; the standard deviation is shown in
parentheses; ¢ — g/l of tincture; the standard deviation is shown in
parentheses; d — mg of dry matter/ml.
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Table 2 - Minimum Inhibitory Concentration (MIC, % v/v) and Minimum Bactericidal

Concentration (MBC, % v/v) of the ethanolic extracts of the ripe and green peels and

young fruits of four different citrus cultivars managed under agro-ecological systems

against five bacterial strains.

Equivalent in

mg/ml (dr

Strain Extract Mat.® Part’ o V'X'/'fis ) o \:\/’IVB((;S ) gattér) y
MIC MBC
‘Montenegrina’ R Pe 16.4% (¥2.1%) abc 21.3% (+1.7%) abcde 30.8 40.0
mandarin Y W 9.7% (¥2.3%) bc 16.7% (*1.8%) cde 175 30.2
‘Ponkan’ R Pe 16.8% (¥2.1%) abc 26.9% (¥1.7%) ab 474 75.8
mandarin Y W  129% (#2.2%) abc 19.5% (+1.7%) bcde 26.2 39.5
£ col R Pe 14.6% (#2.2%) abc 24.5% (+¥1.7%) abc 226 37.9
‘Rangpur’ Pe 19.2% (x2.2%) ab 29.0% (x1.7%) a 39.0 58.9
lime Y W 75% (¥2.2%) ¢ 122% (£1.7%) e 105 171
Pu 11.8% (+2.4%) abc 14.1% (+1.9%) de 143  17.1
“/alencia’ R W  21.8% (+2.1%) a 30.1% (+1.7%) a 555 76.7
orange Y Pe 14.3% (£2.2%) abc 22.4% (x1.7%) abcd 35.8 56.0
‘Montenegrina’ R Pe 16.3% (x1.2%) a 23.1% (x2.0%) ab 30.6 43.3
mandarin Y W 11.4% (x1.2%) ab 16.5% (¥2.1%) ab 20.6 29.8
‘Ponkan’ R Pe 17.2% (x1.0%) a 23.5% (£2.0%) ab 485 66.3
mandarin Y W 12.8% (x1.2%) ab 22.9% (£2.0%) ab 259 464
. R Pe 14.4% (¥1.2%) a 21.2% (¥2.0%) ab 223 328

S. Enteritidis

Rangpur' Pe 17.3% (x1.2%) a 22.5% (£2.0%) ab 35.1 457
lime Y W  72% (¥1.2%) b 157% (x2.0%) b 10.1  22.0
Pu 121% (¥1.3%) ab 17.1% (¥2.2%) ab 147 207
“/alencia’ R W 16.7% (+1.2%) 26.8% (¥2.0%) a 73.6 118.2
orange Y Pe 14.2% (+1.0%) 231% (#1.7%) ab 355 57.8
‘Montenegrina’ R Pe 11.5% (£1.1%) 16.4% (x1.6%) abcd 21.6 30.8
mandarin Y W 7.3% (#1.2%) abc 9.1% (+1.7%) d 132 16.4
‘Ponkan’ R Pe 129% (¥1.0%) a 18.0% (+1.4%) abc 36.4 50.8
mandarin Y W  97% (+1.1%) ab 11.3% (+1.6%) cd 19.7 229
P. R Pe 97% (¥1.1%) ab 16.3% (+1.6%) abcd 15.0 25.2
aeruginosa ‘Rangpur’ Pe 12.8% (#1.2%) a 227% (+1.6%) a 26.0 46.1
lime Y W  <5.0% - c  94% (1.6%) d <70 132
Pu <5.0% - bc 11.2% (+1.8%) bcd <6.1 13.6
‘Valencia’ R W  11.7% (#1.1%) a 20.0% (¥1.6%) ab 51.6 88.2
orange Y Pe 9.6% (¥1.0%) ab 17.0% (+1.4%) abcd 24 425

Continue
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Continuation
Equivalent
in mg/ml
Strain Extract Mat.® Por.” o V'X'/'fis d) o vl\/an(gs d) (dry mgatter)
MIC MBC
‘Montenegrina’ R Pe 19.9% (+1.8%) a 37.1% (¥2.4%) a 37.3 696
mandarin Y W 10.3% (+2.2%) abc  15.6% (+2.8%) cd  18.6 28.2
‘Ponkan’ R Pe 17.6% (+1.8%) a 34.3% (+¥2.7%) ab 496 96.7
mandarin Y W 11.0% (2.1%) abc  14.2% (¥2.7%) de  22.3 28.8
E taccalis R Pe 14.4% (¥2.1%) ab 25.8% (+2.7%) abcd 22.3 39.9
‘Rangpur’ Pe 17.1% (¥2.1%) ab 29.8% (+2.7%) abc  34.7 60.5
lime Y w <5.0% - c 7.3% (¥2.7%) e <70 102
Pu 5.4% (+2.3%) b 13.3% (+2.9%) de 6.5 16.1
Valencia' R w 19.6% (¥2.1%) a 40.1% (+2.7%) a 86.4 176.8
orange Y Pe 16.6% (+1.8%) ab 22.6% (+2.4%) bcd 415 56.5
‘Montenegrina’ R Pe 17.1% (+1.8%) 23.2% (+2.3%) a 32.1 435
mandarin Y w 50% - ¢ <5.0% - d <9.0 <90
‘Ponkan’ R Pe 15.4% (+1.8%) 20.6% (+2.3%) abc 43.4 58.1
mandarin Y w 13.2% (+2.1%) abc  13.1% (+2.6%) abcd 26.8 26.6
R Pe 14.8% (¥2.1%) ab 19.7% (¥2.6%) abc 229 30.5
S. aureus
‘Rangpur’ Pe 16.3% (¥2.1%) a 22.8% (+2.6%) ab 33.1 46.3
lime Y w <5.0% - c 7.8% (+2.7%) cd <7.0 10.9
Pu <5.0% - bc 8.8% (+2.8%) bcd <6.1 107
‘Valencia’ R W 14.9% (£2.0%) a 21.5% (+2.6%) abc 65.7 94.8
Orange Y Pe 17.2% (+1.8%) a 19.6% (#2.3%) abc  43.0 49.0

Note: The same letters indicate that the mean (MIC or MBC) obtained for the indicated extract is not significantly

different (p = 0.05) from the means (MIC or MBC) of the other extracts against the indicated strain.

a) Mat: Maturation stage. R —ripe; Y — young;
b) Part: W — Whole fruit; Pe — Peel; Pu — Pulp.
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Table 3 - Ascorbic acid (mg) and citric acid (g) contents in 100 ml of the ethanolic

extract of different citrus varieties

Ascorbic Acid Citric Acid?

mg/100ml g/100ml
Ri Peel
‘Montenegrina’ mandarin be ee 0.36 (+0.04) 0.15 (x 0.02)
Young Whole 0.36 (£0.03) 2.31(£0.06)
‘Ponkan’ mandarin Ripe Peel 0.45 (£0.05) 0.18 (£ 0.01)
Young Whole 0.37 (£0.03) 1.69 (0. 04)
Ripe Peel 0.39 (£0.04) 0.34 (£0.01)
‘ . Young  Whole 0.63 (+0.08) 3.48 (+0.08)
Rangpur’ lime
Pulp 0.80 (£0.02) 4.01(x0.05)
Peel 0.39 (£0.06) 0.26 (£0.01)
) . Ripe Peel 0.38 (£0.03) 0.15(x0.01)
Valencia’ orange
Young Whole 0.39 (£0.03) 1.01(x0.02)

® Total Acidity equivalent
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Table 4 — Correlation (r) between the concentration of two different organic acids
identified in the ethanolic extracts of ripe and green peels and young fruits of four
different citrus cultivars managed under agro-ecological systems and its MBC values
for five different bacterial strains.

Strain Ascorbic Acid Citric Acid®

Pearson Corr. (1) Sig. Pearson Corr. (1) Sig.
E. faecalis -0.320 0.169 -0.733**  <0.001
S. aureus -0.400 0.065 -0.761**  <0.001
E. coli -0.427**  0.047 -0.834***  <0.001
S. Enteritidis -0.351 0.119 -0.653***  <0.001
P. aeruginosa -0.275 0.216 -0.714** <0.001

®Total Acidity equivalent
** Correlation is statistically significant at 0.05 level (2-tailed)

*** Correlation is statistically significant at 0.01 level (2-tailed)
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Fig. 1 - Average MIC and MBC (ml ethanolic extract/ml) of the ethanolic extracts of ripe and green
peels and young fruits of four different citrus cultivars managed under agro-ecological systems against
five bacterial strains. Abbreviations: RMM - ripe ‘Montenegrina’ mandarin, YMM - young
‘Montenegrina’ mandarin; RPM — ripe ‘Ponkan’ mandarin; YPM — young ‘Ponkan’ mandarin; RRL —
ripe ‘Rangpur’ lime; YRLW — whole young ‘Rangpur’ lime; YRLPe — young ‘Rangpur’ lime peel; YRLPu
— young ‘Rangpur’ lime pulp; RO - ripe orange; YO — young orange.
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Fig. 2 - Bactericidal effect of different concentrations of young ‘Montenegrina’ mandarin extract on E.
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Fig. 3 - Bactericidal effect of different concentrations of young ‘Montenegrina’ mandarin extract on S.

Enteritidis
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COMPOSITION AND BACTERICIDAL ACTIVITY OF CITRUS ESSENTIAL OILS
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ABSTRACT

There is a current trend of substituting conventional chemical antimicrobials in food
products. Occasional allergic reactions, the formation of potentially carcinogenic by-
products, and consumer and organic food producer demands are creating a need for
more natural solutions. This study aimed to determine the bactericidal activity and
chemical composition of citrus essential oils from an organic cultivation system.
Essential oils of mandarins (Citrus deliciosa Tenore var. ‘Montenegrina’), oranges
(Citrus sinensis L. Osbeck var. ‘Valencia’) and limes (Citrus x latifolia Tanaka) were
obtained from a cooperative of organic citrus growers in the ‘Cai’ River Valley, RS,
Brazil. Bactericidal activity was determined by the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) using the Macrodilution Method for Escherichia coli (ATCC®
25992), Salmonella Enteritidis (ATCC® 13076), Pseudomonas aeruginosa (ATCC®
27853), Enterococcus faecalis (ATCC® 29212) and Staphylococcus aureus (ATCC®
25923). The chemical composition was determined by gas chromatography coupled
with mass spectrometry. The bactericidal activity of oils showed high specificity
against E. faecalis, with an average MBC of 0.5% (v/v). Lime oil was also effective
against S. aureus (MBC of 0.75% v/v). In general, the oils had low activity against the
other strains tested, a showing MBC higher than 8% (v/v). The chemical analysis
revealed high contents of monoterpene hydrocarbons (99 — 100%). Oxygenated
terpenes were only found in lime oil in the form of nerol and geraniol (1.28% and
2.2%, respectively). Higher and broader bactericidal activity of this oil was linked to
higher of oxygenated monoterpene content and higher chemical complexity.

Keywords: organic cultivation system; bactericidal activity; citrus essential oil.
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1. INTRODUCTION

Natural antimicrobials have been extensively studied in recent decades.
Increasing concerns about health injuries from common additives in processed food
and beverages are encouraging the food industry to find new alternative
preservatives (Outtara & Mafu, 2003). Such inputs, which are mainly added to
processed foods, are vital for maintaining quality and safety over the highest possible
storage periods.

In food storage, antimicrobials are required both as preservatives and
sanitizers. Common food preservatives are primarily weak organic acids, their salts,
nitrites and nitrates, sulfur dioxide and sulfites. Regardless of their increasingly low
acceptance, many are normally found in nature. According to Phillips (1971), nitrites
and nitrates are present in spinach and beets and are used as curing agents in meat
products. Benzoic and sorbic acids are found in some berries and are widely used as
preservatives in many foods and beverages to protect against yeasts and molds
(Chipley, 2005; Stopforth, Sofos & Busta, 2005). Sulfites occur as a natural
consequence of fermentation in a number of foods and beverages (Lester, 1995),
such as wine and beer.

The extensive use of a limited variety of food preservatives can increase their
toxicological risks due to elevation of daily intake. Benzoates and sulfites are
preservatives that are commonly related to allergic reactions in humans, such as
immunological or non-immunological urticaria and asthma (Hannuksela & Haahtela,
1987). High consumption of nitrite results in the formation of a stable complex with
hemoglobin (methemoglobin), causing asphyxia (Wolff & Wasserman, 1972). Nitrite
was also reported to be a potential carcinogen, reacting with amines to form
carcinogenic nitrosamines during meat product processing (Stopforth et al., 2005;
Pobel, Riboli, Cornée, Hémon & Guyader, 1995).

In food sanitization and fresh-cut vegetables, the most widely used
antimicrobial is chlorine. It has many advantages, such as low cost, established
efficacy, and wide availability (Tsai, Schade & Molyneux, 1992). However, its
disadvantages include reduced antimicrobial efficacy, generation of carcinogenic
halogenated compounds with contact with organic matter, and production of high
volumes of wastewater with high levels of biological oxygen demand (BOD) (Cords,
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Burnett, Hilgren, Finley & Magnuson, 2005; Olmez & Kretzschmar, 2009). There is a
current trend of eliminating chlorine in disinfection processes (Olmez & Kretzschmar,
2009).

Plant antimicrobials are extensively found in nature, produced partly by
normal metabolism (such as organic acids) or as a response to environmental stress,
physiological damage or microbiological attack (Pefiuellas & Llusia, 2001; Boue et
al., 2009). The antimicrobial characteristics of herbs and spices are traditionally used
for food preservation. Traditional medicine has used plants and their extracts for
curative purposes from the earliest records. Many essential oils (EO) and plant
extracts show efficacy against a wide range of pathogenic and spoilage
microorganisms, including bacteria, yeasts, molds and viruses (Dorman & Deans,
2000; Deans & Richie, 1987; Molnar et al., 2005). Significant
bactericidal/bacteriostatic properties are attributed to a high percentage of phenolics,
such as eugenol, carvacrol and thymol (Gutierrez, Barry-Ryan, & Bourke, 2008; Burt,
2004). A compilation of a wide range of EOs and their antimicrobial actions was
compiled by Pauli and Schilcher (2010) from those listed in the 6" European
Pharmacopoeia. Citrus essential oils are one of the most produced oils in the world,
and studies have demonstrated that they possess antimicrobial activity (Viuda-
Martos, Ruiz-Navajas, Fernandez-Lépez & Perez-Alvarez, 2008; Settani, Palazzolo &
Guarrasi, 2012; Javed, Javaid, Mahmood, Javaid & Nasim, 2011; Fisher & Phillips,
2006).

There is evidence that the type of farming system affects the composition of
plants (Williams, 2002). Some studies demonstrated that organically cultivated fruits
and vegetables possess higher contents of secondary metabolites in comparison to
those that are conventionally cultivated, which are directly linked to antimicrobial
activity (Cowan, 1999). However, there is little information about the impact of the
farming method on the composition of these metabolites (Brandt & Malgaard, 2001).
There is strong evidence of higher content of phenolic compounds (Asami, Hong,
Barret & Mitchell, 2003; Vallverdu-Queralt, Medina-Remon, Casals-Ribes, Amat &
Lamuela-Raventés, 2012; Caris-Veyrat et al., 2004) and vitamin C (Caris-Veyrat et
al., 2004; Carbonaro, Mattera, Nicoli, Bergamo & Cappeloni, 2002). However, the
influences of organic, agroecological, and biodynamic cultivation systems on the

composition of essential oils are still poorly understood.
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The main objective of this study was to determinate the antibacterial activity
and chemical composition of organic citrus essential oils obtained by cold extraction.
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2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Organic citrus essential oils

Certified organic citrus oils were kindly provided by a cooperative of organic
producers of the Cai Valley in southern Brazil. The following citrus oils were tested:
young and ripe organic mandarin (Citrus deliciosa Tenore ‘Montenegrina’), ripe
organic ‘Tahiti’ Lime (Citrus x latifolia Tanaka) and ripe organic orange (Citrus
sinensis L. Osbeck ‘Valencia’). All oils were obtained by cold expression (ripe fruits)
and rasping of peels (young fruits), washing, centrifugation and winterization. They

were stored at < 0 °C until bacterial testing.

2.2. Antibacterial activity of oils
2.2.1. Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of oils

Escherichia coli (ATCC® 25992), Staphylococcus aureus (ATCC® 25923),
Salmonella Enteritidis (ATCC® 13076), Enterococcus faecalis (ATCC® 29212) and
Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853) were obtained from the standard
bacterial culture collection of the Food Hygiene Laboratory, Food Science and
Technology Institute, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.
These strains were maintained in BHI agar under refrigeration until antimicrobial
testing, when they were grown in BHI broth at 36+1 °C for <4 h (gram positive) or
overnight (gram negative).

The antibacterial activity of extracts was determined by the Minimum
Bactericidal Concentration (MBC) through the Macrodiluition Method (NCCLS, 1999).
Dilution methods evaluate the bactericidal activity of substances in the aqueous
phase. However, the high hydrophobicity of citrus oils demanded the use of high
amounts of polysorbate, a common surfactant usually applied in microbiological
assays. High concentrations of this surfactant can inhibit bacterial growth (Rose,
Aron & Janicki, 1966), biofilm formation (Toutain-Kidd, Kadivar, Bramante, Bobin &
Zegans, 2009) and inactivate antibacterial substances at 21% (Lehmann, 2001). In

the flavor industry, propylene glycol is a food-grade surfactant with low antibacterial


http://apps.webofknowledge.com/OneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=OneClickSearch&colName=WOS&SID=3BNCAe@hKcl@fCpGl2I&field=AU&value=Toutain-Kidd,%20CM
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activity used in some antimicrobial assays testing essential oils (Negi, Jayaprakasha,
Rao & Sakariah, 1999). Considering that self-tests were previously performed using
a mixture of polysorbate 80 and propylene glycol (unpublished results) and
demonstrated total solubility (absence of turbidity) in 1% tangerine oil (v/v) and at 5%
and 30% (v/v). First, a solution of surfactants and oil was made. This solution was
diluted 2-fold in tubes containing 1 mL 2X Mueller-Hinton broth, reaching 8%, 4%,
2%, 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125% and 0.0625% (v/v) oil concentration. A MBC higher
than 8% was not analyzed given its low solubility and sensorial impairment.

To prepare the cell suspension, the turbidity of previously grown inocula with
actively growing cells was adjusted to the 0.5 McFarland standard using 0.1%
peptone water. This suspension was added to the tubes of essential oil until a final
concentration of 5x10° CFU/ml. The concentration of the cell suspension was
confirmed by subculture in BHI agar in duplicate. The tubes were incubated for 20-24
h at 36 +1 °C, and 10 ul of each one was subcultured in duplicate in BHI agar plates.
Plates were incubated at 36 +1 °C and counted after 24 h to 48 h. The MBC
represented the lowest concentration that killed at least 3 log CFU/ml of the initial

inocula.

2.3. Chemical analysis
2.3.1. Gas chromatography of oils

Identification of substances was conducted in a gas chromatograph coupled
with a mass spectrometer (CG-EM, Shimadzu, QP-5000) equipped with a fused-silica
OV - 5 capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym, Ohio Valley Specialty Chemical,
Inc.), operated by electron impact (70 eV). The analysis was taken with an initial
temperature of 60 °C until it reached 240 °C (3 °C/min.), injector at 240 °C, detector
at 230 °C, helium as carrier gas at 1.0 mL/min, 1 pl essential oil dilution in 1.3 ml
ethyl acetate, split 1/20. Identification of substances was performed by comparing
mass spectra with the system CG-EM database (Nist. 62 lib.), literature (Mclafferty &
Stauffer, 1989) and retention index (Adams, 2007). The Kovats Retention Index (IK)
was obtained by co-injection of a standard mixture of hydrocarbons (C9-C24),
applying Van den Dool and Kratz equation (Van den Dool & Kratz, 1963).



72

2.4. Statistical analysis

MBC values were analyzed by SPSS software v.18 by one-way analysis of
variance (ANOVA), and the difference between the means was compared by Tukey’s
test (p<0.05).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

The results of the antibacterial activity of oils and their chemical composition
are shown in Table 1 and Table 2, respectively. In general, the results obtained by
this microbiological assay indicated low activity of the oils against bacteria. The
majority of the results showed a MBC above the detection limit (>8% v/v), mainly
Gram-negative bacteria. However, strong and selective activity of oils was identified
against E. faecalis, with an average MBC between 0.5% (v/v). Lime oil was also
effective against S. aureus (MBC of 0.75% v/v).

Similar results were found by Espina et al. (2011) using different citrus oils.
They found greater susceptibility of Enterococcus, followed by S. aureus, and high
resistance of E. coli, S. Enteritidis and P. aeruginosa. Fisher & Phillips (2009) also
achieved a low MIC for E. faecalis and E. faecium when testing a citrus oil blend.
Previous studies testing crude citrus extracts showed a high resistance of E. faecalis
(Gerhardt, Wiest, Girolometto, Da Silva & Weschenfelder, 2012). Such differences in
susceptibility indicate that the hydrophobic compounds of citrus peel oils are more
effective against Enterococci. Fisher & Phillips (2009) studied the effect of citrus oil
blends and its vapors against E. faecalis and E. faecium, mainly showing
morphological changes and an increase in cell permeability. This would have caused
a loss of ions and dysregulation of the chemical gradients, resulting in dysfunction of
the H'-ATPase pump. Uptake of oils was suggested by Cristani et al. (2007),
considering that the cell wall of Gram-positive bacteria is usually permeable to
antimicrobials. They also speculated that the hydrophobic portion of monoterpenes,
which are the main constituent of citrus oils, interact with and insert into the lipidic
fraction of plasma membranes, making it dysfunctional. Bacterial membranes are
responsible for many important functions, such as energy transduction, solute
transport, metabolic regulation and control of energy status and turgor pressure (Cox
et al., 2000).

Lime oil showed the best bactericidal effect, mainly against Gram-positive
bacteria. E. faecalis and S. aureus were inactivated by 0.31% and 0.75% (v/v),
respectively. Low but detectable susceptibility was found for S. Enteritidis and P.
aeruginosa, with a MBC of 8% (v/v). The most resistant strain was E. coli, which has
shown high resistance against essential oils (Cristani et al., 2007; Lv, Liang, Yuan &
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Li, 2011), as has P. aeruginosa (Espina et al., 2011, Burt, 2004). Deans & Richie
(1987) also found lower susceptibility of these bacteria compared to E. faecalis and
S. aureus in citrus oils. It is believed that Gram-negative strains are more resistant to
essential oils because of their outer membrane, which restrict the penetration of
macromolecules and hydrophobic compounds (Helander et al., 1998). The higher
activity of lime oil could be due to its more complex list of chemicals. Different
antibacterial compounds could act on different targets by permeabilizing the
membrane to other substances that could interfere in intracellular metabolism.
Furthermore, strong antibacterials such as the oxygenated monoterpenes nerol and
geraniol were only found in lime oil. This class of terpenes is related to stronger
antimicrobial activity when compared to hydrocarbon terpenes (Carson & Riley,
1995; Settani et al. 2012). Mandarin oils showed marked antibacterial activity against
E. faecalis, resulting in a similar MBC for ripe and young mandarin (0.40%-0.42% V/v,
respectively). S. aureus was more sensitive to oil from ripe fruits, mainly mandarin.
Bourgou, Rahalt, Ourghemmi & Tounsi (2012) found that strains reacted differently to
the ripening stage of citrus oils. E. coli was more susceptible to the oils of younger
fruits of mandarin and lemon, while S. aureus responded inversely, confirming our
results.

The results of the chromatographic analysis of unripe and ripe mandarin oils
showed basic differences in sabinene (2.56%—>0%), myrcene (traces—4.31%) and
p-cymene (traces—0.73%) concentration. During mandarin maturation, Bourgou et
al. (2012) found a reduction of sabinene (1.31—0.18%) and an increase in p-cymene
(0.63—0.70%) content. Frizzo, Lorenzo & Dellacassa (2004) analyzed the chemical
profile of the ‘Montenegrina’ mandarin, which was also grown in the Cai Valley, and
found a reduction in monoterpene hydrocarbons and esters and an increase in
oxygenated mono- and sesquiterpenes, sesquiterpene hydrocarbons, aldehydes and
alcohols.

Except for lime oil, the oils presented no oxygenated phenolics and
oxygenated monoterpenes, in contrast to the results of other authors who tested
conventional citrus (Frizzo et al., 2004; Bourgou et al., 2012; Espina et al., 2011).
The mandarin and orange (99%-100%) oil content almost completely consisted of
hydrocarbon monoterpenes, which have a lower antibacterial activity compared to
oxygenated ones (Settani et al.,, 2012; Carson & Riley, 1995; Consentino et al.,
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1999). There is evidence that plants cultivated in organic systems have higher
amounts of some phytochemicals such as phenolics (Lamperi et al., 2008; Asami et
al., 2003; Koh, Charoenprasert & Mitchell, 2012; Caris-Veyrat et al., 2004). Most
plants produce antimicrobial, antibiotic, insecticidal and hormonal agents either as a
normal part of their metabolism of growth and development (inbuilt chemical barriers)
or in response to pathogen attack or stress (phytoalexins) (Rosa, Bennett & Aires,
2007). Higher exposure to biotic and abiotic stress could result in higher production
of these phytochemicals (Boue, 2009). Another factor that influences the
biosynthesis of phytoalexins is the use of pesticides. They can positively or
negatively modulate the content of phytoalexinsits because of its protective or toxic
effects on the plant (Daniel, Meier, Shlatter & Frischnecht, 1999). Compounds such
as phenolics are related to the highest antimicrobial activities in essential oils (Burt,
2004). Thymol and carvacrol are highly effective phenolics found in thyme and
oregano oils as well as in citrus oils (Frizzo et al., 2004). These chemicals, however,
were not identified in this study. Organic cultivation could have induced lower
production of these antibacterial compounds, considering that this system can lead to
lower stress in plants.

The cultivation system could also have affected the composition of the non-
volatile fraction of oils in addition to its volatile fraction. Such compounds could have
directly interfered in the antibacterial activity, considering the activity of the non-
volatile citrus coumarins and psoralens (Stanley & Jurd, 1971; Mabry & Ulubelen,
1980; Johann et al., 2007; Girennavar et al, 2008), flavonoids (Johann et al., 2007;
Benavente-Garcia, 1987; Salas, Céliz, Geronazzo, Daz, & Resnik, 2011) and
carotenoids (Molnar et al. 2005; Tao, Gao, Liu, & Ge, 2010). Therefore, new studies
testing the antibacterial activity of citrus oils should analyze both the volatile and non-
volatile fractions to obtain a better understanding of the impact of the cultivation

system on their biocidal activity.
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4, CONCLUSION

In general, essential oils of organic citrus showed selective activity against
Gram-positive bacteria, mainly E. faecalis. The high susceptibility of this specific
strain compared to other bacteria should be investigated. These data raise the
possibility that one or more common components in citrus oils are related to this
bactericidal effect. Only lime oil could inactivate Gram-negative strains, partially due
to the presence of oxygenated hydrocarbons. However, high concentrations of this oil
were required for inactivation (8% v/v). The absence of this class of components in
most of oils may be linked to the farming system, considering that several studies
found them in a diverse set of citrus oils. We recommend the investigation of non-
volatile oil fractions given that they could interfere in the global antibacterial effect.
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TABLES AND GRAPHICS

Table 1 - Minimum Bactericidal Concentration (MBC, % v/v) of the essential oils of
ripe organic Mandarin (GM), young organic Mandarin (RM) (Citrus deliciosa Tenore),
organic Lime (L) (Citrus x latifolia Tanaka) and organic Orange (O) (Citrus sinensis L.

Osbeck) against five bacterial strains.

MBC (% v/v * sd)

Gram-positive Gram-negative
E. faecalis S. aureus  P. aeruginosa S. Enteritidis E. coli

Mandarin Ripe  042+014a 8.0:00a >80200* >8000* >80%0.0*

Young 0.40+0.14a >80200* >80200* >80+00* >8.0+00"
Orange  Ripe 0.67 +0.29 a 8.00.0a >80+00* >80%00* >8.0+0.0"
Lime Ripe  0.3120.13a 0.75+0.29b 8.0+0.0* 8.0+0.0* >80+00"*
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Table 2 - Chemical composition (% relative) of the essential oils of young organic
Mandarin (GM), ripe organic Mandarin (RM) (Citrus deliciosa Tenore), organic Lime

(L) (Citrus x latifolia Tanaka) and organic Orange (O) (Citrus sinensis L. Osbeck).

GM RM L 0] IK* [K**
a-thujene 1.32 1.44 0.76 - 924 930
a-pinene 3.57 3.90 2.71 0.95 931 939
sabinene 2.56 - 2.27 - 970 975
B—pinene 3.59 2.75 14.38 1.24 974 980
myrcene tr 4.31 1.90 2.93 987 990
hexyl acetate - - - 0.75 1000 1009
o—terpinene 0.57 0.68 - - 1015 1017
p-cymene tr 0.73 - - 1022 1024
limonene 62.65 61.46 53.50 94.14 1027 1029
y-terpinene 2459 23.16 16.53 - 1056 1059
terpinolene 1.15 1.11 0.60 - 1085 1088
nerol - - 1.28 - 1236 1238
geraniol - - 2.20 - 1266 1267
neryl acetate - - 1.13 - 1361 1361
o-trans- : - 1.08 - 1433 1434
bergamotene
B-bisabolene - - 1.66 - 1505 1505

(*) Experimental Retention Index
(**) Theoretical Retention Index (Adams, 2007)
(tr) Traces of substance (tr < 0.45)
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B Resumo

Os citros sao as frutas mais produzidas e consumidas no mundo. O Brasil
ocupa primeiro lugar na produgdo mundial e na exportagdo de suco de laranja,
sendo o Estado do Rio Grande do Sul um importante produtor. Ao longo do cultivo
e do processamento dos citros, sdo geradas toneladas de residuos de baixo valor
comercial, mas com grande potencial de aproveitamento dentro da industria de
alimentos. Esses residuos possuem elevados teores de nutrientes, pigmentos e
componentes bioativos, bem como possuem baixa toxicidade e baixo custo. Ha
evidéncias de que a casca de diferentes espécies de citros possui principios ativos
antibacterianos e antifingicos. O objetivo deste trabalho, portanto, foi verificar a
atividade antibacteriana de extratos alcodlicos da casca de citros na perspectiva
da desinfec¢do e da conservacéo de alimentos, propondo alternativas sustentaveis
e naturais voltadas a consumidores cada vez mais preocupados com sua satde.
Foram obtidos extratos alcodlicos da casca crua de bergamota-ponkan (Citrus
reticulata Blanco), pomelo (Citrus maxima (Burm.) Merr.) e lim&o-bergamota (Citrus
limonia Osbeck ou lim&o-cravo) maduros, provenientes de cultivo agroecolégico,
cujas atividades antibacterianas foram avaliadas quanto & Concentragéo
Inibitéria Minima (CIM) e & Concentragao Bactericida Minima (CBM) frente a
cinco diferentes bactérias. O extrato de limao-bergamota apresentou a melhor
atividade antibacteriana, apresentando CIM em torno de 24 mg.mL-' e CBM de
42 mg.mL-" para as bactérias mais resistentes. A bactéria mais sensivel a todos
os extratos foi Pseudomonas aeruginosa, com CIM entre 16 e 36 mg.mL-' e CBM
entre 28 e 49 mg.mL-". Os extratos inibiram ou inativaram na sua totalidade as
bactérias testadas, indicando a possibilidade de se tornarem alternativas naturais
na desinfecgao e na conservagao de alimentos.

Palavras-chave: Casca de citros; Atividade antibacteriana; Extrato alcodlico;
Desinfetante natural; CIM; CBM.

B Summary

Citrus are the most produced fruits in the world. Brazil ranks first in global
production and export of orange juice. The State of Rio Grande Do Sul is an
important producer of citrus. During farming and processing of citrus, tons of
residues are generated, with low commercial value and great potential for use in
the field of food production. These residues possess many nutrients, pigments
and bioactive compounds, as well as low toxicity and cost. There is evidence that
the peel of citrus have antibacterial and antifungal activity. In this work, we aim
to determine the antibacterial activity of ethanolic extracts of citrus peels in the
perspective of disinfection and preservation of food, presenting sustainable and
natural alternatives directed at consumers concerned with health. Ethanolic extracts
of crude peel of ripe ponkan tangerine (Citrus reticulata Blanco), pomelo (Citrus
maxima (Burm.) Merr.) and rangpur lime (Citrus limonia Osbeck) were obtained
from ecological family farms. Their antibacterial activities were evaluated regarding
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Bactericidal Concentration
(MBC) against five different bacterial strains. The rangpur lime extract presented
the best antibacterial activity, with about 24 mg.mL-" MIC and 42 mg.mL-' MBC
for the most resistant strain. Pseudomonas aeruginosa was the most sensitive
strain. All ethanolic extracts inhibited or inactivated all tested strains, indicating
they could be used as natural alternatives in food disinfection and preservation.

Key words: Citrus peel; Antibacterial activity; Crude ethanolic extract; Natural
disinfectant; MIC; MBC.
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I 1 Introducao

Os Citrus sao as frutas mais produzidas e
consumidas no mundo, principalmente laranjas,
tangerinas, limas e limdes (OLIVEIRA et al., 2008).
O Brasil é o pais que mais produz esse género, com
18.538.100 MT em 2008 (FAO, 2011). O Rio Grande
do Sul (RS) se destaca na producdo de tangerinas,
sendo o terceiro produtor, depois de Sdo Paulo e Parana
(EMBRAPA, 2011). O Estado tem produg&o estimada de
537 mil toneladas de citros, sendo que a atividade gera
250 milhdes de reais anualmente (AGRIANUAL, 2009).
Neste Estado, a citricultura € mais evidente nas regices do
Vale do Cai e Taquari, Alto Uruguai e Campanha, cuja base
das trés primeiras € fortemente familiar, gerando renda
a cerca de 20 mil produtores (OLIVEIRA et al., 2010).
Além disto, as industrias envolvidas no beneficiamento
€ na comercializagé@o sdo responsaveis por centenas de
empregos, sendo importante fonte de renda para véarios
municipios (MONTENEGRO, 2011).

Tanto no cultivo quanto no processamento de citros
podem ser gerados grandes volumes de residuos. No
manejo dos pomares de citros é realizado o raleio, que é
aremogao e o descarte de parte dos frutos verdes para
atingir melhor qualidade final de frutos. Ja na extracdo de
suco de citros, praticamente 50% do fruto é considerado
subproduto (CHON e CHON, 1997). Atualmente, os
residuos de suco de laranja sdo aproveitados na forma
de farelo de polpa citrica peletizada, polpa congelada,
melaco, d-limoneno, suco extraido da polpa (Pulp Wash),
6leos essenciais, esséncia oleosa e esséncia aquosa
(DARROS-BARBOSA e CURTOLO, 2005).

As caracteristicas de fruto sédo esfericidade e
presencga de flavedo (porgao superficial da casca) rico
em flavonoides, fino e com pigmentagao entre laranja
escuro ou avermelhado, a laranja claro, amarelo ou verde
(ORTIZ, 2002).

A casca dos frutos de citros possui diversos
metabdlitos secundarios, responsaveis por sua protecao
contra fatores biéticos e abiéticos, como terpenoides,
carotenoides, cumarinas, furanocumarinas e flavonoides,
principalmente flavononas e flavonas polimetoxiladas,
raras em outras plantas (AHMAD et al., 2006). Esses
compostos estdo presentes em extratos e 6leos de
citros, e tém despertado interesse em diversas dreas em
virtude da bioatividade, como atividade antibacteriana
(FRIEDMANN et al., 2004; DABBAH et al., 1970;
BISIGNANO e SAIJA, 2002; FISHER e PHILLIPS, 2008;
GIRENNAVAR et al., 2008; ASHOK KUMAR et al., 2011;
STANLEY e JURD, 1971), antifingica (LIU et al., 2012;
CACCIONI et al., 1998; MABRY e ULUBELEN, 1980;
STANLEY e JURD, 1971), antioxidante (PATIL et al., 2009;
CHOI et al., 2000), inseticida (SISKOS et al., 2008), anti-
inflamatéria (MABRY e ULUBELEN, 1980), entre outras
atividades. Estudos etnolégicos encontraram registros
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da utilizacédo de citros para fins medicinais em 500 a.C.
(ARIAS e RAMON-LACA, 2005). Apesar da extensa
bioatividade, apenas recentemente as caracteristicas
antimicrobianas dos éleos de citros foram mais bem
exploradas (FISHER e PHILLIPS, 2008). Oleos de citros j&
compoem diversas preparagoes farmacéuticas nas areas
de ginecologia, oftalmologia e cirurgia em funcéo das
suas propriedades antissépticas (BISIGNANO e SAIJA,
2002), porém ainda sdo pouco utilizados em alimentos.

Antimicrobianos naturais parecem ser alternativas
viaveis na substituicao de conservantes ou desinfetantes
quimicos (ASHOK KUMAR et al., 2011), estes muitas
vezes poluidores, alérgenos (FREEDMAN, 1977;
GOODMANN et al., 1990) e com pouca aceitagéo
dos consumidores. Além disso, 6leos de citros sdo
considerados GRAS (Generally Recognised as Safe). Em
alimentos, essas vantagens poderiam ser exploradas nas
industrias de bebidas e alimentos infantis, bem como em
produtos organicos.

Na desinfeccao convencional, a substancia mais
utilizada € o cloro. Porém, podem-se formar compostos
organoclorados carcinogénicos, como os trihalometanos,
na presenga de matéria organica (ZARPELON e
RODRIGUES, 2002). Além disso, o cloro é considerado
altamente poluidor, podendo contaminar rios, solo e ar,
causando prejuizos a fauna e a flora (MOREIRA, 2011), ja
que é utilizado em grandes quantidades e possui alto nivel
de DBO. Ha uma tendéncia atual de eliminagéo do cloro
em processos de desinfeccéo (OLMEZ e KRETZSCHMAR,
2009).

Neste trabalho propds-se estudar a atividade
antibacteriana dos extratos alcodlicos de trés variedades
diferentes de citros cultivadas no Rio Grande do Sul
frente a bactérias importantes & seguranca e a qualidade
de alimentos, com vistas ao desenvolvimento de
desinfetantes e conservantes naturais, de baixo custo,
baixa toxicidade e biodegradaveis, aproveitando residuos
da industria de alimentos.

I 2 Material e métodos

2.1 Material vegetal

As variedades testadas foram bergamota-ponkan
(Citrus reticulata Blanco), pomelo ( Citrus maxima (Burm.)
Merr.) e limao-bergamota (ou lim&o-cravo, Citrus limonia
Osbeck). Todas as variedades foram colhidas maduras,
no estadio de consumo. As amostras foram coletadas
em propriedades agroecoldgicas de agricultura familiar,
da cidade de Porto Alegre-RS (lim&o-bergamota e
bergamota ponkan) e do Parque das Acécias, Parque
Eldorado, Eldorado do Sul-RS, Regido Metropolitana de
Porto Alegre (pomelo).
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2.2 Determinacgao da Matéria Seca (MS)

Foi determinada a matéria seca das amostras
vegetais por meio de secagem de 30 g de material em
estufa com circulagao forgada de ar, a 40 °C, até atingir
peso constante, em trés repeticées.

2.3 Preparacao de alcoolaturas e extratos alcodlicos

Foram preparadas alcoolaturas de epicarpo
e mesocarpo do limdo-cravo e da bergamota, bem
como do epicarpo do pomelo, na propor¢ao de 400 g
para 1.000 mL de &lcool 96 °GL. O material foi moido
em moedor de carne, com didmetro de saida de 6
mm, para a abertura das vesiculas de éleo e melhor
solubilizagao das substéncias da casca. Logo em
seguida foi adicionado o &lcool, agitado vigorosamente
e armazenado em recipiente hermético, ao abrigo de luz,
sob temperatura ambiente. Apds maceragao minima de
15 dias, as alcoolaturas foram filtradas e armazenadas
sob as mesmas condig6es. A partir dos valores de MS,
extrapolou-se para a concentragdo de matéria seca por
mL de alcoolatura.

Para a obtengdo dos extratos alcodlicos as
alcoolaturas foram submetidas a destilagéo fracionada
sob presséo reduzida em sistema rota vapor até a retirada
do alcool (aproximadamente 2/3 do volume inicial de
alcoolatura). No momento da anélise de sensibilidade
a antimicrobianos, esses extratos foram diluidos em
tubos de ensaio com 4gua estéril, as proporgdes de
90% a 10%, em intervalos de 10%. Para a determinacao
da concentracdo dos extratos, utilizou-se o volume
de alcoolatura inicial antes da evaporagéo, o volume
de extrato obtido apds a evaporagao e o resultado da
proporcao de matéria seca na alcoolatura. Os extratos nao
foram totalmente secos durante a evaporagédo para que
0s compostos n&o se tornassem insoltveis (ELOFF, 2004).

2.4 Determinacao da atividade antibacteriana dos
extratos

As cepas utilizadas sao provenientes da
bacterioteca do Laboratério de Higiene de Alimentos,
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
compreendendo: Escherichia coli (ATCC® 25992),

Enterococcus faecalis (ATCC® 29212), Staphylococcus
aureus (ATCC® 25923), Salmonella Enteritidis (ATCC®
13076) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC® 27853).

O teste de sensibilidade a antimicrobianos foi
realizado pelo Método de Macrodiluigdo, através do
qual foram determinadas a Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) e a Concentrag@o Bactericida Minima
(CBM) dos extratos, segundo as normas M7-A6 (CLSI,
2005) e M-26A (CLSI, 1999) do Clinical Laboratory and
Standards Institute, respectivamente, com modificagdes.
Foram preparados tubos de 10 mL contendo diferentes
concentragdes de extrato alcodlico, dos quais foi
retirado 1 mL de cada concentragao e adicionado a
tubos contendo 1 mL de Caldo Mueller-Hinton (Himedia)
duplamente concentrado e 3% de Polisorbato 80. Para
a preparagédo do inéculo foi suspendida uma algada da
cultura bacteriana, previamente incubada em Agar BHI
e armazenada sob refrigeragé@o, em 5mL de Caldo BHI
(Himedia) e incubada por 18-24 horas (bactérias gram-
negativas) ou por até 6 horas (bactérias gram-positivas),
a 36 °C (+1°C). O in6eulo foi ajustado para atingir 0,5 na
escala de turbidez de McFarland (1 a 2 x 108 UFC.mL"
de E. coli ATCC® 25922) e diluido de modo gue o inéculo
desafio fosse 5 x 10° UFC.mL". Foram adicionados 100 uL
de in6culo aos tubos com extrato e caldo Mueller-Hinton,
que foram incubados a 36 °C (+1 °C) por 24 horas. A
CIM foi a menor concentragio em que n&o se apresentou
crescimento bacteriano visivel. Para determinagdo da
CBM, retiraram-se aliquotas de 10 pL, em duplicata, dos
quatro tubos de menor concentragdo sem crescimento
visivel, plagueou-se em Agar BHI (Himedia) e incubou-se
a 36 °C (+1 °C) por 24 horas. A CBM foi considerada a
menor concentragéo de extrato na qual ocorreu inativagéo
3log UFC/mL do indculoinicial. Os testes de sensibilidade
foram realizados em triplicata.

2.5 Andlise estatistica

Os resultados de CIM e CBM para os diferentes
extratos e bactérias foram submetidos a anélise de
variancia e teste de Tukey (p < 0,05) no software SAS 9.0.

Il 3 Resultados e discussao

Os resultados do percentual de Matéria Seca (MS)
obtidos das amostras vegetais podem ser visualizados
na Tabela 1. Pode-se observar que a bergamota-ponkan

Tabela 1. Resultados do percentual de Matéria Seca (MS) das amostras vegetais e seus equivalentes na alcoolatura e no extrato

alcodlico final.

MS

(% g vegetal seco/g vegetal fresco) (mg vegetal seco/mL alcoolatura)

Pomelo 23,06% (+0,8%)
Bergamota ponkan 30,07% (+0,3%)
Limao-bergamota 17,16% (+0,3%)

Concentracao do extrato
MS alcoolatura ¢

alcodlico
(mg vegetal seco/mL)
92,3 3295
120,3 364,5
68,6 245,1
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apresentou o maior teor de matéria seca, ou seja, a
menor umidade. A casca do limdo-bergamota apresentou
maior umidade entre as variedades. Atribui-se esse
resultado ao método de retirada da casca, j& que, ao
contrério das outras variedades, foi inicialmente extraido
0 suco e retirada a polpa. Nesse processo, a casca
absorveu parte do suco, o que pode ter influenciado
neste par@metro. Considerando-se que, nos outros
casos, ndo houve contato do suco com a casca, esses
componentes podem ter interferido positivamente na
atividade antimicrobiana da casca de limdo-bergamota,
j& que alguns estudos apontam que o suco de limoes
possui atividade antimicrobiana (TOMOTAKE et al., 2006;
ARAUJO et al., 2007).

Os resultados de atividade antimicrobiana podem
ser visualizados na Tabela 2. Todas as variedades
apresentaram acéo frente as bactérias testadas, tanto de
inibicao quanto de inativagao. A variedade mais eficiente
foi o lim&o-bergamota, que apresentou CIM em torno de
35 mg.mL' para E. faecalis, S. aureus, S. Enteritidis e
E. coli. A bergamota-ponkan e o pomelo apresentaram
atividades menores e nao houve diferenga significativa
entre os valores de CIM e CBM destes citricos. O melhor
resultado obtido para limao-bergamota pode ter ocorrido
em razéo da interferéncia do suco, rico em 4cidos
orgénicos, como o &cido ascorbico. Ha trabalhos que
demonstram efeitos aditivos deste composto na agéo de
outros antimicrobianos (CURSINO et al., 2005; TAJKARIMI
e IBRAHIM, 2011).

A bactéria mais sensivel foi P, aeruginosa, com CIM
entre 16 e 36 mg.mL"". J& a bactéria mais resistente aos
extratos foi E. faecalis, que néo foi inativada por nenhum
dos extratos e apresentou os maiores valores necessarios

de CIM e CBM, seguida de E. coli. Em média, a diferenga
de concentragao entre a CIM e a CBM ficou em torno
de 30 mg.mL"', exceto para a bactéria E. faecalis, que
nao foi inativada em todas as concentragées testadas
e para todos os exiratos. Ashok Kumar et al. (2011)
realizaram andlises de atividade antimicrobiana com
extratos etandlicos de Citrus lemon e encontraram
valores semelhantes aos obtidos nestas anélises. Para
a bactéria E. coli, foram obtidas CIM de 25 mg.mL™" e
CBM de 50 mg.mL~" (24 e 43 mg.mL"" neste experimento,
respectivamente), e para S. aureus, os valores de CIM
foram 50 mg.mL-" e CBM > 50 mg.mL"" (24 e 32 mg.mL"",
respectivamente).

Os resultados para CIM para os extratos de
citros mostram que as bactérias testadas apresentaram
inibicdo semelhante, porém a bactéria P. aeruginosa
diferiu significativamente de E. faecalis. Nos resultados
para CBM, as bactérias E. faecalis e E. coli nao diferiram
entre si, mostrando-se significativamente mais resistentes
do que as outras (p < 0,05). E. coli diferiu somente de
P. aeruginosa (p < 0,05), para CBM. Esses resultados
indicam que os extratos ndo foram seletivos guando
ao tipo de parede celular bacteriana, ao contrério do
que se tem encontrado para 6leos essenciais. Alguns
estudos verificaram menor suscetibilidade de bactérias
gram-negativas a 6leos essenciais, provavelmente
por causa da maior complexidade da parede celular
(DABBAH et al., 1970; BISIGNANO e SAIJA, 2002; SMITH-
PALMER et al., 2001). O mecanismo de agéo dos dleos
de citros, contudo, ainda nao é conhecido (BISIGNANO
e SAIJA, 2002). Na medida em que a maior parte das
doengas transmitidas por alimentos (DTAs) é causada por
bactérias gram-negativas, como Sa/lmonella e E. coli, os

Tabela 2. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) de trés diferentes extratos para cinco

bactérias.

Extrato
B. Ponkan
Limao-bergamota
Pomelo
E. coli B. Ponkan
Limao-bergamota
Pomelo
B. Ponkan
Limao-bergamota
Pomelo
B. Ponkan
Limao-bergamota
Pomelo
B. Ponkan
Limao-bergamota
Pomelo

Bactéria
E. faecalis

S. Enteritidis

S. aureus

P. aeruginosa

CIM (mg.mL™") CBM (mg.mL"™")
46,123 92,24%
23,26* 41,344
44,8748 85,53
47,19%® 75,5198
24,37+ 42,9130
49,10% 65,482¢
45,2928 59,44b<8
24,3724 39,04b<A
40,67* 60,7158
41,768 55,6808
24,3724 32,490
49,108 57,0408
34,89 48,82
16,24 28,614
35,9208 44,87

Letras isculas iguais na

coluna indicam auséncia de diferencga significativa entre as bactérias testadas (p > 0,05); letras mailsculas

iguais na mesma coluna auséncia de diferenga significativa entre os extratos testados (p > 0,05).
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extratos alcodlicos de citros se tornam interessantes na
perspectiva de alimentos.

Na 6° Edicéo da Farmacopeia Europeia (PAULI e
SCHILCHER, 2010), s&o listadas as atividades médias de
6leos de algumas espécies de citros comprovadamente
antimicrobianas. Segundo essa farmacopeia, o CIM do
oleo de limdo e da bergamota-mandarina variou entre
0,5 e >20 mg.mL". Contudo, o percentual de 6leos nas
cascas de citros é relativamente baixo. Segundo Junior
(2009), o rendimento de dleo para casca crua variou de
0,37 a 2,04%, em Citrus aurantium L. e Citrus sinensis
Osbeck var. Mimo, respectivamente. Considerando-se
esses valores, é interessante a utilizag&o da casca inteira,
j& que existem outros componentes antimicrobianos que
poderiam ser mais bem aproveitados, como as cumarinas
(GIRENNAVAR et al., 2008) e os flavonoides (BISIGNANO
e SAIJA, 2002), que poderiam agir sinergeticamente entre
si. Eloff et al. (2008) encontraram efeitos sinergéticos
para diferentes componentes de Combretaceae, o que
justificaria a utilizagdo da casca integralmente, permitindo
seu melhor aproveitamento.

As frutas testadas sdo provenientes de agricultura
familiar agroecolégica, a qual nao utiliza fertilizantes,
herbicidas e inseticidas quimicos. Segundo Boue et al.
(2009), plantas submetidas a esse tipo de pratica
cultural ficam mais vulneraveis a ataques de patdgenos
e, por isso, produzem maiores teores de metabdlitos
secundarios, como os polifen6is. Além disso, a pratica
orgénica aumentaria o sistema de defesa antioxidante
da planta. Lester et al. (2007) demonstrou que a toranja
organica (Grapefruit) apresentou maiores quantidades de
naringenina e &cido ascorbico. Além do &cido ascérbico,
a naringenina também demonstrou possuir atividade
antibacteriana (MANDALARI et al., 2007). E possivel que
os extratos testados sejam mais eficientes do que os de
agricultura convencional, porém a comparacéao é dificil, ja
que poucos trabalhos utilizam o tipo de extragao testado.

Em relagdo ao tipo de material vegetal utilizado,
muitos dos trabalhos utilizam a casca seca na extragéo
dos principios ativos. Porém, Chanthaphon et al. (2008)
encontraram melhores resultados de inibigao utilizando
cascas frescas, indicando que alguns inibidores podem
ter sido perdidos durante a secagem, principalmente
componentes volateis. Além disso, a secagem em nivel
industrial € um processo caro e que exige investimentos
altos. Por isso, industrias de menor porte tém buscado
alternativas para utilizagdo de residuos frescos de citros
(SANTOS et al., 2001).

I 4 Conclusao

Todos os extratos de diferentes variedades de citros
foram capazes de inibir e/ou inativar as bactérias testadas.
Isso demonstra que, possivelmente, outras variedades de
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citros também possuam ag&o antibacteriana e que podem
ser estudadas na mesma perspectiva.

O aproveitamento de residuos agroindustriais é
vital para que seja minimizado seu impacto ambiental.
Por isso, é fundamental que sejam exploradas alternativas
para sua utilizagdo. Os consumidores estao a cada dia
mais preocupados com sua saude, buscando produtos
mais naturais, ecolégicos e que atendam, ao mesmo
tempo, suas expectativas quanto a seguranga e a
qualidade. Os resultados encontrados sugerem novas
pesquisas acerca da sua efetividade como desinfetantes
naturais ou conservadores.
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1 DISCUSSAO GERAL

A motivacao para a realizacao deste trabalho foi aliar questdes gerais, como
o aproveitamento de residuos industriais e a busca por produtos naturais alternativos
aos convencionais, a questdes regionais, como a tradicao e a forca do cultivo de
citros no Rio Grande do Sul e no Brasil. Os incentivos governamentais a
sustentabilidade sdo cada vez maiores, gerando beneficios diretos a producao
organica, principalmente daquela proveniente da agricultura familiar. O
desenvolvimento de agroindustrias de pequeno porte também tem sido foco como
uma forma de aumentar a renda, fixar as pessoas no campo, incentivar a producao
local, e aumentar o nUmero de empregos em regides que ocupam pouca mao de
obra (UCHA, 2011; DUARTE, 2012).

Ha uma demanda crescente de produtos antimicrobianos seguros para o
uso, e ao mesmo tempo eficazes, de baixo custo e de facil obtencao, principalmente
na perspectiva da produgdo organica. Os citros sdo frutas de facil acesso: estao
largamente difundidas por propriedades citricolas de diversos portes, ou fazem parte
dos pomares de propriedades familiares para consumo préprio. Os resultados
encontrados sugerem que os citros poderiam ser uma alternativa na desinfeccéo. A
sua preparacao € de certo modo rudimentar, a excegado da obtengédo de extratos por
destilacao, realizada neste trabalho. O etanol, além de solvente extrator, € um
conservador natural que demonstrou, neste estudo, manter os principios ativos por
muitos meses, mesmo sob temperatura ambiente (resultados n&o publicados). Isso
permite que, durante a safra de citros, as alcoolaturas sejam elaboradas e
armazenadas para utilizagdo ao longo do ano. Devido ao teor de umidade das
cascas e frutos verdes, a maioria das alcoolaturas atingiu percentual alcodlico em
torno de 70% (v/v), valor em que o alcool etilico possui a maior eficacia na
desinfeccado (PRICE, 1950). Além disso, ele € um solvente de baixa toxicidade, e de
facil obtencéo e aplicacdo (SANTOS et al., 2002).

Pode-se aproximar o uso direto das alcoolaturas de forma bastante simples.
Por exemplo, o CBM do extrato de tangerina ‘Montenegrina’ verde para a bactéria
mais resistente é de, aproximadamente, 15%. Na sua obtencédo, houve uma

concentragdo até atingir 1/3 do volume inicial, portanto, 15 ml de extrato
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correspondem a 45 ml de alcoolatura. Ou seja, pode-se preparar um desinfetante a
partir da alcoolatura de frutos verdes de tangerina diluindo-se 45 ml em 55 ml de
agua.

Para fins de aplicagédo direta, uma importante questao a ser levantada é se
Oleos e extratos seriam igualmente efetivos in loco. Os resultados dos testes de
suspensao apresentados no Capitulo 2 confirmaram que, para ser eficaz em tempos
usuais (30 min.), ha a necessidade de utilizar concentracbes mais altas de extrato
quando comparados a CIM e a CBM. Os resultados indicados pelo Teste de
Macrodilui¢ao in vitro servem, portanto, apenas para fins de comparacao e indicacao
preliminar da agdo antibacteriana. A utilizagdo direta em alimentos exige novos
testes, ja que alguns desinfetantes tém acao reduzida quanto em contato com
componentes organicos, como o cloro (MOORE; PAYNE, 2004). Testes de diluicao e
suspensao utilizando substratos de diferentes agroindustrias, como proteinas do
leite e de carnes, amidos, acucares, sais e acidos, devem ser realizados para
verificar a sua interferéncia.

Com o objetivo de ampliar a possibilidade de utilizacdo dos extratos, sugere-
se analisar outros tipos de extracdo sem a etapa de destilacdo. Estudos néo
publicados realizados no laboratério indicaram que o aumento do volume destilado
impactou negativamente na atividade de alguns extratos, como se pode observar no
Apéndice A. Entre as hipbteses estdo: a reducao da solubilidade e precipitacdo de
componentes com a retirada do solvente, a perda de Oleos essenciais por
evaporacao e a contribuicdo do alcool residual a atividade antibacteriana. A ultima
hipotese foi excluida devido ao baixo teor de alcool residual encontrado. As
observagdes permitem sugerir que alcoolaturas de citros possuem atividade superior
aos extratos, de modo que ndo passam pela destilagéo.

De uma forma geral, o estudo indicou grande potencial de aplicacdo de
extratos etandlicos de citros na perspectiva da conservacao e desinfec¢do. Aqueles
obtidos a partir de frutos verdes, principalmente, demonstraram amplo poder
bacteriostatico e bactericida mesmo sob concentracdes relativamente baixas (5%
de extrato) (Capitulo 2, Tabela 2). Diferencas marcantes de atividade de porgdes
oleosas e aquosas de citros frente as bactérias P. aeruginosa e E. faecalis
(Capitulos 2 e 3) levantam perguntas a respeito das diferencas entre o0s seus
mecanismos de acdo e sua especificidade. Também sugerem estudos sobre o
sinergismo dessas fragcbes com o objetivo de aumentar seu espectro de agédo e
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efetividade, considerando também o sinergismo observado entre extratos da casca e
da polpa para o limao ‘Cravo’. E. faecalis apresentou-se como uma das cepas mais
resistentes aos extratos, enquanto em relacdo aos 6leos, foi a mais susceptivel.
Para a bactéria P. aeruginosa ocorreu exatamente o inverso. Esses resultados
indicam que a adicao de 6leo aos extratos etandlicos pode ter efeitos de ampliacao
do seu espectro de acdo. A especificidade da acdo dos 6leos de citros contra E.
faecalis também levanta perguntas acerca dos mecanismos de agao contra essa
cepa bacteriana. Nesse ponto, sugere-se entdo estudos futuros sobre a acdo de
componentes lipossolUveis e hidrossolUveis, seu sinergismo, € a sua acao em nivel
de parece celular e sobre o metabolismo de bactérias gram-positivas e gram-
negativas.

Além da acao antibacteriana propriamente dita, os citros possuem diversos
componentes antioxidantes que poderiam evitar diversas reacdes oxidativas nos
alimentos, como o escurecimento enzimatico e a rancificacdo de gorduras. Na
desinfeccdo de vegetais é utilizado o hipoclorito de sédio, um produto altamente
oxidante. Esta seria outra vantagem do uso deste antimicrobiano natural. Indica-se
aqui a melhor investigacao da acao desses componentes, ja que além de atividade
antioxidante, muitos tém apresentado atividade antimicrobiana, como os flavonoides,
compostos fendlicos e limonoides citricos, conforme ja comentado anteriormente.

Geralmente, a concentracdo de componentes ativos em plantas aromaticas
e condimentares € muito baixa para serem eficazes sem prejudicar as caracteristicas
sensoriais (NAIDU, 2000). Sistemas de preservagéo multifatoriais (Hurdle tecnology),
que combinam diferentes fatores inibitérios com reduzido impacto sensorial, podem
ser, portanto, alternativas. A combinacdo de radiagdes, atmosfera modificada,
tratamentos térmicos e a utilizacdo de outras formas de preservacdo tém
demonstrado favorecer a acado desses extratos e permitir a extensdo da vida de
prateleira de diversos alimentos (OUATTARA; MAFU, 2003).

Entre as dificuldades encontradas relata-se, principalmente, a turbidez do
meio nos teste de Macrodiluicdo, tanto para 6leos quanto para alguns extratos. A
visualizacdo da CIM foi prejudicada, principalmente com os extratos de tangerina
‘Ponkan’ e laranja ‘Valéncia’ maduras. Extratos de frutos verdes geralmente se
mostraram limpidos, porém apresentaram maior conteudo de substéncias
precipitadas, possivelmente éleos e resinas. A principal hipétese para a turbidez é o

maior contetido de pectina e éleos de cascas maduras. E possivel que a utilizagdo
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de pectinases pudesse ter contornado o problema. Nos testes utilizando 6leos,
sugere-se otimizar a combinacdo de polissorbato 80 e propileno glicol para obter
emulsdes translucidas. Assim sera possivel identificar, também, a concentracéao
inibitéria minima.

De uma maneira geral, hd uma série de andlises que podem ser realizadas a
partir dos resultados encontrados. O grande potencial de utilizacdo e as vantagens
demonstradas pelos extratos de citros em diversos processos em alimentos e,
possivelmente, em cosméticos, juntamente a crescente necessidade de produtos
naturais alternativos, justifica estudos mais aprofundados acerca da sua acéo, com

futuro promissor.
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APENDICE A

Tabela 1 — Concentracao Inibitéria Minima (CIM, % v/v) e Concentragdo Bactericida
Minima (CBM, % v/v) de extratos etandlicos brutos ressuspendidos de cascas
maduras e frutos verdes inteiros de tangerina ‘Montenegrina’, tangerina ‘Ponkan’,

liméo ‘Cravo’ e laranja ‘Valéncia’ frente a E. coll.

Extrato cIM? CBM® Vextrato”
TMM 15% 20% 85
TMM 15% 20% 89
TMM 20% 25% 78
TMV 10% 15% 100
TMV 10% 15% 96
TMV 5% 15% 89
TPM 15% 25% 90
TPM 15% 25% 99
TPM 20% 30% 72
TPV 20% 25% 66
TPV 10% 20% 86
TPV 10% 15% 96
LCM 15% 25% 9%
LCM 15% 25% 90
LCM 15% 25% 62
LCVC 20% 35% 72
LCVC 15% 25% 84
LCVC 25% 30% 84
LCVI 10% 15% 90
LCVI 5% 10% 68
LCVI 10% 15% 80
LCVP 10% 15% 92
LCVP 10% 10% 104
LCVP 10% 10% 102
LVM 30% 35% 79
LVM 15% 25% 94
LVM 20% 30% 86
LVV 15% 25% 76
LVV 15% 25% 78
LVV 15% 20% 88

4% v/v de extrato alcoolico diluido

® obtido na evaporacao e posteriormente reidratado até atingir 100 ml
Nota: 1) TMM - tangerina 'Montenegrina’ madura; TMV — tangerina
'Montenegrina’ verde; TPM - tangerina 'Ponkan’ madura; TPV -
tangerina 'Ponkan’ verde; LCM — liméo ‘Cravo’ maduro; LCVI — lim&o
‘Cravo’ verde inteiro; LCVP — lim&o ‘Cravo’ verde polpa; LCVC — liméo
‘Cravo’ verde casca; LVM - laranja 'Valéncia' madura; LVV - laranja
'Valéncia' verde; 2) “E" significa erro de analise.
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Tabela 2 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM, % v/v) e Concentragdao Bactericida
Minima (CBM, % v/v) de extratos etandlicos brutos ressuspendidos de cascas
maduras e frutos verdes inteiros de tangerina ‘Montenegrina’, tangerina ‘Ponkan’,

lim&o ‘Cravo’ e laranja ‘Valéncia’ frente a P. aeruginosa.

Extrato cIm? CBM® Vextrato”
TMM 10% 15% 84,5
TMM 10% 15% 89
TMM 15% 20% 78
TMV 10% 10% 100
TMV 5% 10% 96
TMV 5% 5% 89
TPM 15% 20% 90
TPM 10% 15% 107
TPM 10% 15% 99
TPM 15% 20% 72
TPV 10% 15% 66
TPV 10% 10% 86
TPV 10% 10% 96
LCM 10% 20% 96
LCM 10% 15% 90
LCM 10% 15% 62
LCVI <5% 10% 90
LCVI 5% 10% 68
LCVI 5% 10% 80
LCVP <5% 10% 92
LCVP <5% 10% 104
LCVP <5% 10% 102
LCVC 15% 25% 72
LCVC 10% 20% 84
LCVC 15% 25% 84
LVM 15% 25% 79
LVM 10% 15% 94
LVM 10% 20% 86
LVV 10% 20% 76,2
LVV 10% 20% 83
LVV 10% 15% 78
LVV 10% 15% 88

% v/v de extrato alcodlico diluido
® obtido na evaporacao e posteriormente reidratado até atingir 100 ml
Nota: 1) TMM - tangerina 'Montenegrina’ madura; TMV - tangerina

'Montenegrina' verde; TPM — tangerina 'Ponkan’ madura; TPV — tangerina
'Ponkan’ verde; LCM — limao ‘Cravo’ maduro; LCVI — lim&o ‘Cravo’ verde
inteiro; LCVP — limao ‘Cravo’ verde polpa; LCVC - limédo ‘Cravo’ verde
casca; LVM - laranja 'Valéncia' madura; LVV - laranja 'Valéncia' verde; 2) “E”
significa erro de analise; 3) Para fins estatisticos, valores de CIM e CBM
< 5% foram considerados como 3%.
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Tabela 3 — Concentracao Inibitéria Minima (CIM, % v/v) e Concentracdao Bactericida
Minima (CBM, % v/v) de extratos etandlicos brutos ressuspendidos de cascas
maduras e frutos verdes inteiros de tangerina ‘Montenegrina’, tangerina ‘Ponkan’,

limao ‘Cravo’ e laranja ‘Valéncia’ frente a S. Enteritidis.

Extrato cIM? CBM® Vextrato”
TMM 15% 25% 84,5
TMM 15% 20% 89
TMM 20% 25% 78
TMV 10% 15% 100
TMV 10% 15% 96
TMV 10% 15% 89
TPM 15% 25% 90
TPM 15% E 107
TPM 15% 20% 99
TPM 20% 25% 72
TPV 20% 30% 66
TPV 10% 20% 86
TPV 10% 20% 96
LCM 15% 25% 96
LCM 15% 20% 90
LCM 15% 20% 62
LCVC 20% 25% 72
LCVC 15% 20% 84
LCVC 20% 25% 84
LCVI 5% 15% 90
LCVI 10% 15% 68
LCVI 10% 20% 80
LCVP 10% 15% 92
LCVP 10% 15% 104
LCVP 10% 15% 102
LVM 20% 35% 79
LVM 15% 20% 94
LVM 15% 25% 86
LVV 15% 25% 76,2
LVV 15% 25% 83
LVV 15% 25% 78
LVV 15% 20% 88

4% v/v de extrato alcoolico diluido

® obtido na evaporagéo e posteriormente reidratado até atingir 100 ml
Notas: 1) TMM - tangerina 'Montenegrina’ madura; TMV — tangerina
'Montenegrina’ verde; TPM — tangerina 'Ponkan' madura; TPV —
tangerina 'Ponkan' verde; LCM — lim&o ‘Cravo’ maduro; LCVI — limao
‘Cravo’ verde inteiro; LCVP — liméo ‘Cravo’ verde polpa; LCVC —
limédo ‘Cravo’ verde casca; LVM - laranja 'Valéncia' madura; LVV -
laranja 'Valéncia' verde; 2) “E” significa erro de andlise; 3) Para fins
estatisticos, valores de CIM e CBM < 5% foram considerados como
30/0;
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Tabela 4 - Concentracao Inibitéria Minima (CIM, % v/v) e Concentragdo Bactericida

Minima (CBM, % v/v) de extratos etandlicos brutos ressuspendidos de cascas

maduras e frutos verdes inteiros de tangerina ‘Montenegrina’, tangerina ‘Ponkan’,

lim&o ‘Cravo’ e laranja ‘Valéncia’ frente a E. faecalis.

Extrato cIM? CBM® Vextrato”
TMM 35% 45% 66
TMM 15% 35% 85
TMM 15% 35% 89
TMM 20% 40% 78
TMV 10% 15% 100
TMV 10% 15% 96
TMV 5% 10% 89
TPM 15% 30% 90
TPM 15% 30% 107
TPM 15% E 99
TPM 20% 40% 72
TPV 15% 25% 66
TPV 10% 10% 86
TPV 10% 10% 96
LCM 15% 30% 96
LCM 15% 25% 90
LCM 15% 25% 62
LCVC 20% 35% 72
LCVC 15% E 84
LCVC 20% 35% 84
LCVC E 20% 100
LCVI <5% 10% 90
LCVI 5% 5% 68
LCVI <5% 10% 87
LCVP <5% 10% 92
LCVP <5% 10% 104
LCVP <5% 10% 102
LVM E 50% 79
LVM 15% 35% 94
LVM 20% 35% 86
LVV 20% 25% 76
LVV 15% 20% 88

2 9% v/v de extrato alcodlico diluido

® obtido na evaporacéo e posteriormente reidratado até atingir 100 ml.
Notas: 1) TMM - tangerina 'Montenegrina’ madura; TMV — tangerina
'Montenegrina’' verde; TPM — tangerina 'Ponkan’ madura; TPV —
tangerina 'Ponkan’ verde; LCM — lim&o ‘Cravo’ maduro; LCVI — lim&o
‘Cravo’ verde inteiro; LCVP - lim&o ‘Cravo’ verde polpa; LCVC - limao
‘Cravo’ verde casca; LVM - laranja 'Valéncia' madura; LVV - laranja

'Valéncia' verde; 2) “E” significa erro de analise; 3) Para fins estatisticos
valores de CIM e CBM < 5% foram considerados como 3%.
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Tabela 5 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM, % v/v) e Concentragdo Bactericida

Minima (CBM, % v/v) de extratos etandlicos brutos ressuspendidos de cascas

maduras e frutos verdes inteiros de tangerina ‘Montenegrina’, tangerina ‘Ponkan’,

liméo ‘Cravo’ e laranja ‘Valéncia’ frente a S. aureus.

Extrato cIm? CBM® Vextrato”
TMM 25% 35% 66
TMM 10% 15% 84,5
TMM 15% 20% 89
TMM 20% 25% 78
T™MV <5% <5% 100
T™MV <5% <5% 96
T™MV <5% <5% 89
TPM 15% 20% 90
TPM 15% 20% 107
TPM 15% 20% 99
TPM 15% 20% 72
TPV 20% 20% 66
TPV 10% 10% 86
TPV 10% 10% 96
LCM 20% 25% 9%
LCM 15% 20% 90
LCM 10% 15% 62
LCVC 15% 25% 72
LCVC 15% 20% 84
LCVC 20% 25% 84
LCVI <5% 10% 90
LCVI 5% 5% 68
LCVI 5% 10% 80
LCVP <5% 10% 92
LCVP <5% <5% 104
LCVP <5% 10% 102
LVM 15% 20% 94
LVM 15% 25% 86
LVM 15% 20% 72
LVV 20% 25% 76,2
LVV 20% 20% 83
LVV 15% 20% 78
LVV 15% 15% 88

2 9% v/v de extrato alcodlico diluido

® obtido na evaporacéo e posteriormente reidratado até atingir 100 ml
1) TMM - tangerina 'Montenegrina’ madura; TMV - tangerina

Notas:

'Montenegrina' verde; TPM — tangerina 'Ponkan’ madura; TPV — tangerina
'Ponkan’ verde; LCM - limao ‘Cravo’ maduro; LCVI — limao ‘Cravo’ verde
inteiro; LCVP — limao ‘Cravo’ verde polpa; LCVC — limao ‘Cravo’ verde casca;
LVM - laranja 'Valéncia' madura; LVV - laranja 'Valéncia' verde; 2) Para fins

estatisticos, valores de CIM e CBM < 5% foram considerados como 3%.



