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ABSTRACT
.

Citrus fruit extracts are important sources of phenolic acids and flavonoids.
However, the citrus processing industry generates approximately 60% of waste,
such as peels, seeds, and pomace, after processing. The objective was to evaluate
the antioxidant and antimicrobial potential of Citrus limonia seeds. The extraction
of bioactive compounds was carried out using a triple factorial with control
treatment in a completely randomized design, where the effect of temperature (40;
55;70°C), time (15; 37.5; 60 min), and ethyl alcohol concentration as solvent (60;
75; 90%) were evaluated, maintaining a constant seed:solvent ratio of 1:25 (w:v).
The extracts were quantified for phenolic compound content by the Folin-
Ciocalteau method and antioxidant activity by the DPPHe, ABTS++, and FRAP
methods. The highest content of phenolic compounds (2985.20 +£29.76 ng EAG-g”
1) was obtained using 90% solvent at 70°C for 15 minutes, also allowing the best
extraction of antioxidant compounds detected by the ABTSe+ method (1.61 £0.03
ug ET-g"). Citrus limonia seeds demonstrated antibacterial action against
Staphylococcus aureus.

Keywords: Natural antioxidants, bioactive compounds, citrus seed, citrus
byproduct, reuse.

RESumoO

Extratos de frutas citricas sdo importantes fontes de acidos fenolicos e de
flavonoides. Por outro lado, a industria de processamento de citricos gera cerca de
60% de residuo, tais como cascas, sementes ¢ bagago apds o processamento. O
objetivo foi avaliar o potencial antioxidante e antimicrobiano das sementes de
Citrus limonia. O processo de extragdo dos compostos bioativos foi realizado
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utilizando fatorial triplo com tratamento controle em um delineamento
inteiramente casualizado, onde foi avaliado o efeito da temperatura (40; 55; 70
°C), tempo (15; 37,5; 60 minutos) e concentragdo de alcool etilico como solvente
(60; 75; 90%), mantendo constante a propor¢do de semente:solvente em 1:25
(m:v). Os extratos foram quantificados quanto ao teor de compostos fenélicos pelo
método de Folin-Ciocalteau e atividade antioxidante pelos métodos de DPPHe,
ABTS<+ ¢ FRAP. O maior teor de compostos fenolicos (2985,20 + 29,76 g
EAG-g") foi obtido utilizando 90% de solvente a 70°C durante 15 minutos,
permitindo também a melhor extragdo de compostos antioxidantes detectados pelo
método de ABTSe+ (1,61 + 0,03 pg ET-g'). A semente de limdo-cravo
demonstrou a¢do antibacteriana frente a Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Antioxidantes naturais, compostos bioativos, semente de citrus,

subproduto citrico, reaproveitamento.

INTRODUCAO

A produg¢ao mundial de limas acidas e
limdes ¢ estimada, pela FAO, em 21 milhdes de
toneladas em 1,3 milhdo de hectares (ha), sendo a
India, México, China, Argentina e Brasil os
principais produtores. No Brasil, a producdo foi
de aproximadamente 1,6 milhdo de toneladas
com uma area de 63 mil ha, resultando em uma
produtividade por area 60% maior que a média
mundial (FAO, 2024).

A denominagao 'limdo' ¢ genericamente
usada para as frutas citricas com o suco muito
acido, como siciliano, tahitiano ou persian lime e
galego. No entanto, Tahiti (Citrus latifolia) e
Galego (C. aurantiifolia) sdo, na verdade, limas
acidas sendo o limdo, apenas o Siciliano (C.
conhecido limao

limon), também

verdadeiro (Silva & Landau, 2020). E ainda se

como

tem o limao-cravo (C. limonia), que apesar de ser
principalmente utilizado como porta-enxerto,

seus frutos tém boa aceitacdo no mercado de
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frutas frescas (Bastianel, 2022; Soares Filho et al.,
2003).

O limao-cravo, conhecido também como
limao rosa ou limao china, tem origem hibrida
entre uma cidra e uma tangerina e desta,
provavelmente, herdou a cor alaranjada intensa da
sua casca ¢ do suco, diferentemente das limas
acidas e limdes. Suas plantas também sdo
vigorosas, de tamanho médio, com poucos
espinhos. Os frutos sdo de tamanho pequeno a
médio (cerca de 100g), arredondados, com
coloragdo amarelada a laranja avermelhada
(Rebequi et al. 2009). O limao ¢ uma fruta citrica
rica em vitaminas, principalmente vitamina C,
fibras e potassio (Ferrari & Torres 2002). E
extensamente cultivado em pomares e viveiros,
pois induz a maturagdo precoce das frutas,
proporcionando melhores pregos no inicio da
safra.

Uma grande parte das frutas citricas ¢

utilizada na induastria de processamento de
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alimentos, principalmente na produ¢do de suco,
além de ser tecnologicamente empregada como
flavorizante em alimentos, devido ao Oleo
essencial presente em sua casca (Reda ef al
2005). Aproximadamente 60% da massa do fruto
permanece apds o processamento, como cascas,
sementes ¢ residuo de membrana, sendo estes
residuos transformados em outros produtos.

Nesse contexto, as sementes representam
um desafio para a industria de residuos de uma
perspectiva ambiental, uma vez que as mesmas
sao parcialmente utilizadas e, na sua maior parte,
sdo aterradas, incineradas ou compostadas
(Teigiserova et al. 2021). Por outro lado, frutas
citricas sdo  conhecidas por conterem
antioxidantes naturais no o6leo, na polpa, na
semente e na casca, e por isso despertam interesse
industrial em retardar a oxidagdo e melhorar a
qualidade nutricional dos alimentos (Kang et al.
20006).

De uma perspectiva da bioeconomia
circular, uma opcdo ¢ usar residuos de frutas
citricas para extrair compostos de alto valor
(Ozturk et al. 2019), como, por exemplo, o
limoneno, o qual pode ser obtido no dleo
essencial da casca, levando a valorizagdo mais
lucrativa desse residuo. Além de 6leo essencial,
frutas citricas, como o limdo, sdo importantes
fontes de acidos fenolicos, como o acido
hidroxicinamico ¢ de flavonoides (flavononas e
flavonois) (Dimitrios 2006; Economos & Clay
1999). Esses compostos podem agir como
radicais livres,

redutores, interruptores de
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inibidores ou supressores de oxigénio singlete e

como inativadores de metais pro-oxidantes.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
determinar a composicao centesimal da semente
de limao-cravo (Citrus limonia) ¢ determinar as
condigdes experimentais de concentragdo de
etanol, tempo e temperatura de extragdo capazes

de maximizar a eficiéncia do processo.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As sementes analisadas foram oriundas de
limdes maduros, da variedade cravo (Citrus
limonia Osbeck), os quais foram coletados no
pomar da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana, campus Dois Vizinhos — Parand. O clima
local, segundo a classificagdo de Koppen, ¢ do
tipo Cfa, com precipitacdo média anual variando
entre 1900 e 2200 mm e temperatura média anual
entre 18 e 20°C. O relevo ¢ constituido por
planaltos com altitudes variando entre 600 e 800
m e encostas relativamente ingremes (IAPAR,
2024). Apds a obtengdo das sementes, estas foram
lavadas com agua destilada para a remogao de
residuos da polpa, secas em estufa com circulagao
de ar a 45°C por 24 horas para a reducao do teor
de umidade e trituradas (Mesh 20) em moinho

analitico — IKA A11.

Analise centesimal da semente de limao
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A caracterizagdo das sementes de limao
foi determinada de acordo com a metodologia
oficial do Instituto Adolfo Lutz (2008), sendo
analisados, em triplicata, o teor de umidade
(método 012-1V), (método 018-1V),
lipidios (método 032-1V), proteinas (método 036-
IV), fibra bruta (método 044-IV), e os

carboidratos foram quantificados por diferenca.

cinzas

Desenho experimental

O estudo foi realizado no Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental e de Alimentos da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
(UTFPR), Campus Dois Vizinhos. Foram
realizados dois experimentos: (1) para avaliar as
causas de variagdo sobre a extragdo das sementes
de limao em relagdo as variaveis-resposta como
teor de compostos fenolicos (TCF), atividades
antioxidantes pelo método do 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), do 2,2'-Azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS) e do
complexo férrico-tripiridiltriazina (FRAP); e (2)
para avaliar o efeito antimicrobiano contra

Staphylococcus aureus.

No experimento (1) o delineamento foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial
triplo: tempo (t: 15 min e 60 min), concentragao
do solvente alcool etilico (Exodo) grau analitico
(S: 60% e 90%) e temperatura (T: 40°C e 70°C)
de extracdo das sementes de limao, com
tratamento adicional como testemunha referéncia

(controle: t=37,5 min, S=75% e T= 55°C),
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inteiramente ~ casualizado e  balanceado
considerando o modelo fixo, com trés repeticdes

(triplicatas).

Ja o experimento (2) foi delineado
inteiramente casualizado (DIC) balanceado,
considerando o modelo fixo, com trés repeticdes
(triplicatas). Neste estudo, foram selecionados
trés extratos de sementes de limdo, com melhor

desempenho em relacao ao experimento (1).
Extrato da semente de limao

O extrato hidroalcodlico da semente de
limao foi obtido de acordo com Luzia & Jorge
(2010), com modificagdes. Para os tratamentos, a
propor¢ao de semente:volume de solvente foi
1:12 (m:v). Os parametros concentracdo de
solvente, tempo e temperatura de extracdo foram
determinados de acordo com a Tabela 2. Cada
ensaio foi submetido a uma etapa de reextragao,
de forma que o extrato final teve seu volume

completado para 25 mL.
Compostos fenolicos

Os compostos fenodlicos totais foram
quantificados pelo método de Folin-Ciocalteau
descrito por Singleton et al. (1999) utilizando o
4cido galico entre 0 e 200 pug-L' como padrio
(R?=0,9986). Um volume de 0,5 mL da solugio
de extrato foi misturado com 2,5 mL do reagente
de Folin Ciocalteau 100 g-L"!' e 2 mL de solugdo
de carbonato de sédio 40 g-L'. Essa mistura

permaneceu em repouso por 90 minutos a
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temperatura ambiente em auséncia de luz. A
absorbancia foi registrada a 740 nm. Os
resultados foram expressos em teor de compostos
fenolicos como pg de equivalentes de acido

galico (EAG) por grama de amostra (ug EAG-g
1
).

Atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante do extrato de
semente de limao foi analisada por meio do
método do radical DPPHe (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) conforme descrito por Brand-
Williams et al. (1995), com modificagdes, sendo
utilizado como padrao o Trolox com uma curva
padrdo variando entre 200 e 2000 pumol de
Trolox-L' (R?=0,9976). A reagdo ocorreu
contendo 0,5 mL de extrato, 3,0 mL de etanol ¢
0,3 mL de uma solu¢gio de DPPHe na
concentragdo de 0,6 mM. O experimento foi
mantido em temperatura ambiente em auséncia de
luz por 30 minutos. Os valores de absorbancia
foram medidos em espectrofotdmetro a 517 nm,
sendo os resultados expressos em micrograma de
equivalentes de Trolox por grama de amostra (ug

ET-g").
Atividade antioxidante por ABTS

A determinacao da atividade antioxidante
pelo método do radical ABTSe+ foi segundo Re
et al. (1999), sendo utilizado como padrio o
Trolox nas concentragdes entre 0 ¢ 100 umol de
Trolox-g™! (R?>=0,9981). Foram misturados 30 uL

do extrato e 3,0 mL da solu¢ao contendo o radical
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ABTSe+, sendo determinada a absorbancia a 734

nm. Os resultados foram expressos em
micrograma de equivalentes de Trolox por grama

de amostra (ug ET-g").
Atividade antioxidante por FRAP

O poder redutor das amostras pelo método
FRAP foi segundo Rufino et al. (2006), com
modificagdes, sendo utilizado como padrio a
solucao de sulfato ferroso com uma curva padrao
variando entre 50 e 2000 pmol de sulfato ferroso
(R?= 0,9981). A reacdo foi realizada com a
mistura de 90 puL do extrato em 3 mL da solugdo
do reagente FRAP, sendo a mistura mantida em
banho-maria a 37°C durante trinta minutos. A
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a
595 nm. O resultado foi expresso em micrograma
de equivalente de Fe™ por grama de amostra (ug

EFe*2.g™h).

Atividade antimicrobiana do extrato de semente

de limao

A acdo antimicrobiana dos extratos
obtidos da semente de limdo foi analisada contra
o microrganismo Gram-positivo (Staphylococcus
aureus), sendo este um microrganismo indicado
na Resolucdo n° 161/2022, estabelecida pela
ANVISA (2022). Para uma analise qualitativa, foi
aplicada a metodologia de difusdo em agar de
acordo com NCCLS (2003), e para a andlise

quantitativa, foi aplicada a metodologia de

Concentragdo Inibitéria Minima (CLSI, 2015)
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dos extratos que apresentaram maior teor de

compostos fendlicos para cada solvente utilizado.
Analise estatistica

Para analise dos dados utilizou-se a
ferramenta computacional R, versdo 4.4.3. (R
CORE TEAM, 2025) e os pacotes ExpDes.pt
versao 1.2.2. (Ferreira et al., 2021), DescTools
versao 0.99.28 (Signorell, 2019) e visreg versao
4.43.

Na andlise do experimento (1), para
verificar o pressuposto de normalidade dos
de 5% de
significancia o teste de Shapiro-Wilk (1965).

residuos, utilizou-se ao nivel
Como foi atendido o pressuposto de normalidade,

ndo foi necessdrio implementar uma
transformacdo de dados das variaveis respostas
observadas (compostos fenolicos, DPPH, ABTS,
FRAP). Em seguida, foi realizada a analise de
variancia (ANAVA), sendo a estatistica para
tomada de decisdo foi o valor-p, sendo, p < 5%
(Ferreira et al., 2021). O teste de Dunnett foi
aplicado para comparar o tratamento adicional
(controle: 37,5 minutos, concentracdo do
solvente: 75% e 55°C) com os diferentes niveis
do fatorial (tempo: 15 e 60 min, concentragdo: 60
e 90% e temperatura: 40 e 70°C) (Signorell,

2019).

Para a andlise do experimento (2),
relacionado ao efeito antimicrobiano dos extratos,
verificou-se os pressupostos do DIC com o teste

de Shapiro-Wilk (1965) e de Bartlett (1937) para
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verificar a homogeneidade de variancias, ao nivel
5% de significancia. Na sequéncia, realizou-se a
analise de variancia (ANAVA), procedeu-se o
teste de comparacgao de médias de Tukey, ao nivel
5% de probabilidade de erro (p< 5%) (Ferreira et
al., 2021).

RESULTADOS E DISCUSSAOQO

A composicao centesimal obtida para as

sementes de limdo-cravo € descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao centesimal da semente de
limao-cravo (Citrus limonia).

Luzia (2008)

Componente Base tmida  Base seca Base timida
(%) (ggh (%)
Fibra Bruta 30,04 +4,90 0,40+0,03 25,72
Umidade 23,99 +0,11 - 7,57
Lipidio 18,67+0,37  0,25+0,01 34,61
Proteina 1521+1,73  0,20+0,00 17,83
Cinzas 724+039  0,10£0,00 2,22
Carboidratos 4,85 0,05 12,05

As sementes apresentaram elevado teor de
fibra bruta (30,04%), estando superior ao valor
obtido por Luzia (2008), que relatou quantidades
de 25,72% e 19,80% de fibra bruta para sementes
de limao-cravo e galego, respectivamente. A
ingestao recomendada de fibras alimentares ¢ de
25-30 gdia! (Bernaud & Rodrigues, 2013),
assim as sementes de Citrus limonia podem
constituir uma contribuicao valiosa para atender
as necessidades diarias de fibras. O uso da

semente de limdo pode ser sugerido também na

forma de farinha destinada a racdo animal.
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A quantidade de lipidios (18,67%) e
proteinas (15,21%) se mostrou superior aos
valores demonstrados por Pereira (1996), que
obteve 13,0% de lipidios e 10,4% de proteinas
quando avaliou Citrus limonia. No entanto, sdo
inferiores aos resultados reportados por Luzia
(2008), que encontrou 34,61% de lipidios e
17,83% de proteinas.

Nao ha na literatura muitos trabalhos que
avaliaram a composi¢do nutricional da semente
de limao-cravo (Citrus limonia), no entanto, ha
variada  literatura  relatando  composicao
centesimal da polpa e casca de outras espécies de
Citrus. Um estudo, realizado por Okwu &
(2000),

nutricional de cinco espécies de Citrus (C.

Emenike avaliou a composi¢do

sinensis, C. vreticulate, C. limonum, C.
aurantifolia e C. grandis) e reportou teor de
proteina (10,94-17,06%), fibra bruta (5,84—
7,10%), carboidratos (70,86—77,10%), umidade
(4,28-6,24%), lipidios (0,64—1,24%) e cinzas

(4,40-7,80%).

Frutas citricas sao fontes de

micronutrientes tais como os minerais. O
contetido de cinzas encontrado na semente de
limdo-cravo (7,24%) foi superior ao encontrado
por Luzia (2008) e similar ao encontrado por
Okwu & Emenike (2006). O principal mineral
presente no limao ¢ o potassio, embora outros
minerais como calcio, magnésio e fosforo
também estejam presentes em niveis menores. O

potéssio tem um papel importante para a saude
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humana, pois € essencial para manter o equilibrio
agua-acido e participa da transmissao do impulso
nervoso para os musculos (Okwu & Emenike,

2007).

Na Tabela 2 apresenta-se a andlise de
varidncia (ANAVA) do teor de compostos
bioativos. Na Tabela 3 os resultados do Teste de
Dunnett, i.e.: comparagao dos tratamentos com o
controle referéncia em relagdo ao teor de

compostos bioativos.

Tabela 2 - Andlise de variancia e médias do teor
de compostos bioativos quanto a compostos
fenolicos CF (ug EAG-g') e compostos
antioxidantes, de acordo com metodologias de
DPPHs (ug ET-g!), ABTS*" (ug ET-g’!) e FRAP
(ug EFe™.g!), para avaliar o modelo fixo
balanceado do delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial triplo — tempo
(t, min), concentracdo de solvente (S, %) e
temperatura (T, °C) — com tratamento adicional

(controle).
t S T CF DPPHe ABTSe* FRAP
A A ns
Controle 375 75 55 173791 11,03 1,31 5,32
Fatorial 2413,378 18,538 1,068 5,33™
TXSXt" TXSX™ TXSXt" TXSXt"
XS TXS™ xS =S
. . s P
Efeito/ TX[,‘ Tth TX[,‘ TX[*
Interacdo Sth SX: SX: Sx*t
T T T T
S s s s*
t t t t
Niveis do Fatorial
Tratamentos
L Pl o8 eses 0,67 2,38°
2 6080 A im0 0,66™ 1,98°
3 %0 M aeate0m 1,07 5,18%
T4 {iﬂ{ 3?) 28 2627,87" 0,84 5,24
T5 (l;r’) (6,3 (Z?) 2124,44° 1,217 5,53
T6 fj?) f?ﬂ (Z?) 2901,46° 1,241 7,57
7 (115 ) 3?) (Z?) 2985,20 1,612 7,22
T8 {iﬂ{ 3?) Z?) 2979,56" 1,16 7,58
T T3 s 40 2,13
T2 T4 60 40 19,310

(+1) QY]
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t S T CF DPPHe ABTSe* FRAP
T5 17 (115) (7?) 17,082
T6 T8 ﬁ?) (78 15,61°
TL TS (15’) (6,3 19,22
T2 T6 g?) (63 18,66
T3 17 &15) 3?) 20,00°
T4 T8 ﬁ% 3?) 16,25
Coeficiente de Variagao (CV, %) 1,62 3,71 512 3,78

¢ ou "V s30 os contrastes em relagdo ao valor de referéncia. Pelo
teste F da ANAVA (p< 0,05), tem-se que: “significativo; ™ndo
significativo; letras maiusculas diferentes nas colunas determinam
o contraste do tratamento adicional (controle) com o fatorial; e
letras mintsculas nas colunas determinam a diferenca significativa
entre os niveis do fatorial na interagio tripla ou dupla.

Tabela 3 - Comparacdo dos vdarios niveis do
fatorial (tratamentos) com o controle (referéncia)
em relagdo ao teor de compostos bioativos
quanto a compostos fenolicos CF (ug EAG-g!) e
compostos antioxidantes de acordo com
metodologias de DPPHs (ug ET-g’"), ABTS*" (ug
ET-g') e FRAP (ug EFe**g!), pelo Teste de
Dunnett.

t s T CF DPPHe ABTSe+ FRAP
Contro 37, 7 5 Média 1737,91 11,03 1,31 532
le 5 5 s
Niveis do Fatorial Tratamentos
édin 1635 65¢ 515 6,675 P i
- s 6 4 it 112,26 10,80 -0,64 2,94
o o To [-202,95;- [9,23; [0,77;- [-3,42;-
21,58] 12,38] 0,51] 2,46]
i 431,30 56,45 0,667 198+
- o 6 4 Diff 316,72 9,39 -0,64 3,34
o o To [-407,40;- [-203,0;- [-0,78;- [-3,82;-
226,03] 21,6) 0,51] 2,86]
AL g Py 518
. 5 9 4 e 903,69 11,39 “0,24 '[;[15
0o o To [813,00,094  [9,82;129  [-037;- 06503
137] 6] 0,10] /630,
4]
554
- 2627,87 18,20 0,84 >
. w 9 4 M 889,95 7,17 ‘047 ?’_ 08
0o o To 179927980 [557399  [059% oo,
/64] ] 0,33] ! Di !
131% &E5H
Media 224 16,60 20,10 0,21
5 s 6 7 it 386,52 5,57 d 5
o o T [295%;477 [3,99];7,14 02000 02806
! 7] 9]
Médin 2601,46°+ 16,51 1247 7,57
6 w & 7 it 1163,55 5,88 -0,06 2,24
0o o T [1072,87;12  [4347,46  [017;04  [1,76;2,7
54,23] 1 4] 3]
édin 585,30+ 17,5755 g1 7555
. s 9 7 it 1247,29 6,54 0,30 1,89
0o o To [1156,60;13  [496;811  [017;0,4  [1,41;2,3
37,97] 1 4] 8]
116* P
media 29796 14,30 0,14 225
8 w0 O 7 it 1241,64 3,27 1
o o To MISLI6GI3 (L6484 (o000 700
32,33] 1 4 o

Diferenga significativa entre o tratamento controle e o nivel do
tratamento fatorial pelo teste de Dunnett : *p< 0,05, “p<<0,01 e,
"*p<< 0,001, ao nivel de significincia de 5% para o conjunto de
comparagdes. Diff é a diferenga entre as médias observadas e IC é
o Intervalo de 95% de Confianga para a média estimada.
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A andlise dos resultados obtidos para o
teor de fendlicos das sementes de limao mostram
concentracdes  significativas de compostos
fenolicos, ¢ que, podem estar relacionados a
atividade

capacidade antioxidante e a

antimicrobiana (Tabelas 2 e 3).

Em termos do teor de compostos
fenolicos, foi observado efeito significativo entre
todos os tratamentos, bem como para a interagao
entre o fatorial x controle. O maior teor de
compostos fendlicos foi obtido no T7 (2985,20 pg
EAG-g!) utilizando 90% de solvente a uma
temperatura de 70°C durante 15 minutos, ao
passo que, no T2, utilizando a concentragdo de
60% de solvente a 40°C por 60 min resultou no
menor teor de compostos fendlicos (1421,20 pg
EAG-g!). Esses dados mostram a influéncia da
maior temperatura (70°C) no processo de
extragdo quando comparado ao T1 (40°C) e ao
tratamento controle (55°C). Casagrande et al
(2018) utilizaram um planejamento fatorial para
determinar parametros de extracdo de amostras de
Baccharis dracunculifolia e obtiveram a maior
quantificagdo de compostos fendlicos a 80°C,
proximo aos valores do presente estudo. De
acordo com Markon et al. (2007), uma maior
temperatura no processo de extragdo permite que
o solvente alcance com maior facilidade os
espacos da matriz com solutos, permitindo a
solubilizagdo de uma maior quantidade e
diversidade de solutos, como por exemplo, os

compostos fenolicos. Nesse trabalho, o tempo de
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15 min. pode ter contribuido para a extracdo de

tais compostos sem que houvesse degradacao.

Um estudo realizado por Robards &
Antolovich (1997) mostrou que o grupo mais
importante de compostos bioativos tanto na fruta
de Citrus limon quanto em seu suco, sdo 0S
flavonoides como: flavononas, flavonas,
flavonois e seus derivados. Sabendo que tais
substancias  podem  apresentar  atividade
antioxidante, foram realizadas as analises de
determinagdo das atividades antioxidantes desses
extratos por DPPHe, ABTS+ ¢ FRAP. Nenhum
método in vitro ¢ capaz de quantificar todos os
antioxidantes, realizando apenas uma analise,
pois cada método apresenta mecanismos de
recomenda-se a

reagao diferentes. Portanto,

utilizacdo de, pelo menos, dois métodos
complementares de avaliagdo, sendo o ensaio
DPPH o mais comumente utilizado (Meng et al.,

2012).

A andlise DPPH ¢ baseada no potencial de
eliminacdo de radicais DPPH pelo extrato
analisado. Nessa analise foi encontrada diferenca
significativa entre os tratamentos, bem como para
a interacdo fatorial X controle. Na analise de
DPPHe, T3 (90%, 15 min., 40°C) apresentou a
maior atividade antioxidante (22,42 ug ET-g), ao
passo que o controle (75%, 37,5 min., 55°C)
apresentou a menor concentragao (12,91 pg ET-g
1, corroborando que o aumento do tempo ndo
favoreceu a extracdo de tais compostos. Maior

tempo de extracdo pode acarretar em degradacao
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térmica interferindo na agdo antioxidante dos

compostos extraidos.

A diminuicdo da concentracao de
compostos antioxidantes com a aplicagdo de
temperaturas mais elevadas também foi descrita
por Barbosa et al. (2016) ao quantificarem tais
compostos em extratos etanolico e hidroalcoolico
(etanol 80%) de graos de milho. Rizi (2016)
demonstrou a maior atividade antioxidante dos
compostos fendlicos ao utilizar o menor tempo de

extragdo e maior concentracdo de alcool etilico

para obtencao do extrato de folhas de moringa.

O ensaio ABTS reage de forma
semelhante ao DPPH, pela captura de radicais
livres, enquanto o teste FRAP mede a capacidade
da amostra (extrato) de reduzir Fe™ a Fe'?
(Gullon et al., 2017). Para a analise de
antioxidantes por ABTS, foi encontrada diferenca
significativa entre a média do controle e a do
fatorial. Entretanto, o teste de Dunnett indicou
que, para ABTS, T5 (15 min, 60%, 70°C) e T6
(60 60%, 70°C)
significativamente (p<0,05) do controle (37,5

min, 75%, 55°C), com 0,10 e 0,07 ug ET-g"! de

min, nao diferiram

diferenca nas médias observadas,
respectivamente. Isso mostra que a influéncia do
tempo ndo foi estatisticamente significativa a
partir de 15 minutos, e com isso ndo se justifica o
emprego de metodologias extrativas muito
demoradas, no intuito de evitar a degradagao

térmica dos compostos presentes na amostra.
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A mais alta atividade antioxidante obtida
por ABTS foi encontrada em T7 (1,61 ug ET-g™h)
utilizando 15 min. de extragao e 90% de solvente
a 70°C, correspondendo ao maior teor de
compostos fenolicos extraidos nessa condig¢do
(2985,20 pg EAG-g'). Ja na andlise de
antioxidantes por FRAP, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas significativas entre as
médias do controle e do fatorial. e essas médias

também ndo diferiram estatisticamente dos

tratamentos T3, T4 e TS5.

Para ABTS e FRAP, a temperatura foi a
variavel mais influente (p<0,05) correspondendo
ao nivel positivo (70°C). Um incremento de
30°C, quando a temperatura de extragdo subiu de
40°C para 70°C, foi capaz de aumentar, em
aproximadamente 61 e 88%, a extracdo de
compostos bioativos com atividade antioxidante
determinados  por  ABTS e FRAP,
respectivamente. O aumento da temperatura de
extracdo pode favorecer a solubilidade dos
analitos, a transferéncia de massa e reduzir a
viscosidade e a tensdo superficial dos solventes,
permitindo desenvolver protocolos de extragao
mais rapidos (Ramos et al., 2002). Um estudo
realizado por Gulloén et al. (2017) determinou, por
meio da atividade antioxidante, como condigdo
Otima de extragdo de compostos bioativos de
amostras de Eucalyptus globulus a temperatura de
50°C e a concentragao de etanol (56%). Esses
testaram a influéncia de

autores também

temperaturas mais elevadas (60 e 70°C), porém,
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obtiveram valores reduzidos de atividade

antioxidante. Dessa forma, o aumento da
temperatura pode ser positivo para um maior
rendimento do analito, porém depende da
caracteristica da amostra que sera extraida.
Portanto, estudar varidveis de extragdo como
temperatura e tempo ¢ essencial, pois sua
adequacdo pode interferir diretamente na
economia e eficiéncia de um processo de extragao

em escala industrial.

A Tabela 4 apresenta-se o teste antimicrobiano
dos extratos a base de sementes de limdo
selecionados (Tabelas 2 e 3).

Tabela 4 - Analise de variancia e médias do halo
de inibi¢do (mm) de Staphylococcus aureus aos
extratos T6 (1), T7 (2) e e T9 (3) para avaliar o
modelo fixo balanceado do delineamento
inteiramente casualizado.

Halo de inibicao

Extrato médio (mm)
1 0,25
2 2,33™
3 1,42ns
Coeficiente de Variacao
(CV, %) 78,6

"Nao significativo pelo teste F da ANAVA (p<0,05).

A atividade dos extratos T6 (2901,46 pg
EAG-gh), T8 (2979,56 ng EAG-g™!) e do controle
(1739,46 pg EAG-g") foi determinada contra o
microrganismo patogénico S. aureus e expressa
em zona de inibi¢do, em milimetros. Os extratos
T6 e T8 apresentaram o maior teor de compostos
fenolicos quando extraidos, por 60 min. com 60 e
90% de solvente, respectivamente. No entanto, a

medida dos halos de inibicdo mostrou que nao
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houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os
tratamentos testados, porém, a maior inibi¢ao de
S. aureus foi obtida na aplicagdo do T8, que
apresentou halo de 2,33 mm. Neste estudo, o
crescimento de S. aureus, que ja é conhecido por
ser multirresistente a diferentes antibioticos, foi

inibido pelos extratos.

Neste estudo, ainda que a comparacao
estatistica entre os trés extratos selecionados a
priori frente a S. aureus tenha resultado em

(ns),

discretos de

diferenca ndo  significativa foram

observados  halos inibigao.
Considerando que nao foram incluidos controles
positivo (antibidtico de referéncia) e negativo
(solvente/veiculo), bem como que a selecdo se
restringiu aos trés melhores extratos de uma etapa
preliminar, a evidéncia disponivel deve ser
interpretada como indicio de potencial inibitdrio,

¢ ndo como demonstracao conclusiva de eficacia.

/Na literatura ndo foram encontrados
trabalhos que aplicaram extratos hidroalcoolicos
da semente de limdo-cravo contra S. aureus,
sendo mais estudada a agdo do dleo essencial, ou
at¢é mesmo o suco concentrado dos frutos do
género Citrus. De acordo com o trabalho de Pires
& Piccoli (2012), o 6leo essencial da folha e da
casca do limdo-cravo apresentaram atividade
antibacteriana frente a S. aureus, sendo o efeito
do oleo essencial da folha superior ao da casca,

formando halos de inibi¢ao de até¢ 9,0 mm.
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Silva et al. (2019) comparam o extrato
etanolico e o Oleo essencial das folhas de C.
limonia contra S. aureus, € encontraram valores
de 6,94 mm e 8,42 mm de halo de inibi¢ao para o
extrato e Oleo essencial, respectivamente. Os
autores ressaltam maior potencial dos oOleos
essenciais contra diferentes bactérias devido a
hidrofobicidade de sua composicdo quimica.
Compostos como terpendides citral, linalila e
linalol sdo altamente hidroboficos e competem
com os lipidios presentes na membrana celular,
causando assim alteracdo da permeabilidade e
esséncias  a

extravasamento de moléculas

sobrevivéncia levando-as a morte.

Em outro trabalho, Oikeh ef al. (2016)
avaliaram a acao antimicrobiana de diferentes
concentrados de sucos citricos € encontraram que
o suco de Lemon na concentragao de 200 pg-mL
! apresentou halos de inibi¢do de 20 mm para S.
aureus. Em testes de atividade antimicrobiana,
6leos essenciais ou até mesmo O Suco
concentrado, geralmente apresentam halos de
inibicdo maiores do que extratos, devido a sua
composi¢do quimica e volatilidade. Além disso, o
método de extracao influencia o produto final e,
por consequéncia, a acdo antimicrobiana,
podendo ou ndo inibir. Por outro lado, a
prevaléncia de resisténcia a antibioticos ¢ um
problema constante devido a evolu¢ao de um
potente mecanismo de defesa contra antibidticos.

Portanto, ¢ necessario explorar e desenvolver
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novos agentes inibidores contra patogenos

microbianos resistentes.
CONCLUSAO

A economia circular é chave para o
tratamento de residuos, permitindo transformar
residuos da industria de citrus em produtos de
valor agregado. Além disso, o estudo da atividade
antibacteriana do limao-cravo (C. limonia) inclui
na literatura uma espécie ainda pouco explorada

pela comunidade cientifica.

O maior teor de compostos fendlicos foi
obtido ao aplicar a temperatura de 70 °C, na
concentracdo 90:10 (solvente:semente) durante
15 minutos de extragdo, sendo que estes fatores
também permitiram o maior teor de compostos
antioxidantes pelo método de ABTSe+. A
semente de limdo-cravo, analisada a partir de
extrato hidroalcodlico, demonstrou fraca agao
antibacteriana frente a S. aureus. Este estudo, no
entanto, fornece dados in vitro que podem nao ser
exatamente replicados in vivo. Recomendam-se
estudos adicionais direcionados ao isolamento de
novos compostos antimicrobianos e estudos in

vivo que possam validar os resultados in vitro

A semente de limdo-cravo tem potencial
para uso em formulagdo de ra¢des para animais,
dada a sua composi¢do quimica rica em fibras,
assim como pode ser usada para a extracdo de

fibras e outros compostos de interesse.
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