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APRESENTAÇÃO

Atualmente, notamos grande necessidade do desenvolvimento das ciências, 
bem como o aprimoramento dos conhecimentos já adquiridos pela sociedade. Sabe-
se também que as ciências tecnológicas, exatas e da terra cumprem um papel 
importantíssimo na construção de saberes ligados a humanidade. Tais saberes só 
se tornam possíveis por meio de autores responsáveis por desenvolver pesquisas 
científicas nas mais diversas áreas do conhecimento. 

Permeados de tecnologia este e-book contempla estudos na área da ciência 
tecnológicas, exatas e da terra, mostrando a aplicabilidade destas ciências em 
variados temas cotidianos. Temas ligados a Medicina, saúde, agricultura e ensino, 
são abordados nos capítulos desta obra, entre outros temas relacionados à produção 
científico-metodológica nas ciências.

Para o leitor, esta obra intitulada “Ciências tecnológicas, exatas e da terra e 
seu alto grau de aplicabilidade” tem muito a contribuir com estas áreas, já que cada 
capítulo aponta para o desenvolvimento, e aprimoramento de pesquisas científicas 
envolvendo temas diversos, mostrando-se não somente uma base teórica, mas 
também a aplicação prática de vários estudos.

Boa leitura!

Felipe Antonio Machado Fagundes Gonçalves 
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APLICAÇÕES ANTIFÚNGICA E ANTIBACTERIANA IN 
VITRO DE ÓLEOS ESSENCIAS DE CITRUS SPP.: UMA 

BREVE REVISÃO  

CAPÍTULO 18
doi

Mayker Lazaro Dantas Miranda
Professor e Pesquisador do Instituto Federal de 

Educação, Ciência e Tecnologia do Triângulo 
Mineiro, Campus Uberlândia Centro, Uberlândia, 

MG, Brasil.

Cassia Cristina Fernandes
Professora e Pesquisadora do Instituto Federal de 
Educação, Ciência e Tecnologia Goiano, Campus 

Rio Verde, Rio Verde, GO, Brasil.

RESUMO: Óleos essenciais (OEs) são 
metabólitos secundários produzidos pelos 
vegetais e possuem diferentes propriedades 
biológicas, dentre elas, atividade contra 
microorganismos de grande interesse para 
as indústrias de alimentos e farmacêuticas. 
Neste trabalho de revisão, os óleos essenciais 
extraídos das folhas de Citrus aurantifolia, C. 
latifolia e C. limonia e das cascas dos frutos 
de C. aurantifolia, C. reticulata, C. sinensis e 
C. deliciosa foram obtidos por hidrodestilação 
em aparelho Clevenger. Os óleos essenciais 
foram avaliados in vitro observando-se o 
potencial inibitório do crescimento micelial 
de Sclerotinia sclerotiorum e sua ação contra 
bactérias cariogênicas. Os óleos essenciais de 
Citrus spp. revelaram atividades antibacteriana 
e antifúngica promissoras.

PALAVRAS-CHAVE: Citrus spp.; patógenos 
orais; fitopatógenos.

ABSTRACT: Essential oils (EOs) are secondary 
metabolites of plants with different biological 
properties, among them, the activity against 
microorganisms being of interest to the food 
and pharmaceutical industries.  In this review 
work, the essential oils from the leaves of 
Citrus aurantifolia, C. latifolia and C. limonia 
and C. aurantifolia, C. reticulata, C. sinensis 
e C. deliciosa fruit peels were obtained by 
hydrodistillation in a Clevenger-type apparatus. 
The EOs were evaluated on the mycelial 
growth of Sclerotinia sclerotiorum and against 
cariogenic bacteria. EOs of Citrus spp. displays 
promising antibacterial and antifungal activities.
KEYWORDS: Citrus spp.; oral pathogens; 
phytopathogens.

1 | 	INTRODUÇÃO

A cárie dentária é uma doença com 
alta prevalência em todo o mundo, sendo 
considerada pela organização mundial da 
saúde como um grave problema de saúde 
pública que afeta pessoas de todas as idades. 
O procedimento mais eficiente na prevenção 
da cárie é a remoção do biofilme através da 
escovação e uso do fio dental; no entanto, a 
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maioria das pessoas não consegue manter um suficiente nível de controle através 
da remoção mecânica (MELO et al., 2017). Atualmente, o clorexidina é considerado 
padrão como anticariogênico, porém seu uso regular em produtos de higiene bucal 
muitas vezes incorre em outros efeitos não benéficos (MELO et al., 2017). Como 
resultado, a busca de novos potenciais agentes quimioterápicos que possam ser 
incorporados em produtos de higiene bucal tem aumentado nos últimos anos.

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco, é um dos patógenos 
de maior ocorrência e responsável por danos expressivos às diversas culturas 
economicamente importantes, como por exemplo, do feijoeiro e da soja, acarretando 
grandes prejuízos aos produtores brasileiros (ETHUR et al., 2014). O controle dessa 
doença pelo uso de produtos químicos, além de mostrar-se ineficaz, contraria a 
tendência atual de busca por sistemas agrícolas ecologicamente mais equilibrados, 
estáveis e livres de resíduos tóxicos (ETHUR et al., 2014).

Os óleos essenciais são misturas voláteis de substâncias lipofílicas, geralmente 
odoríferas, produzidas por plantas aromáticas como parte de seu metabolismo 
secundário. A volatilidade e o odor característicos desses óleos tornam possível que 
eles atuem como sinais de comunicação química com outras plantas, como meio 
de defesa contra animais, sobretudo insetos, como inibidores da germinação e do 
crescimento de outras plantas, como antimicrobianos em relação a alguns fungos 
e bactérias, e como atrativos de polinizadores. A produção desses óleos ocorre 
em estruturas de secreção especializadas, podendo permanecer armazenados em 
vários órgãos da planta, como folhas, frutos, sementes ou raízes (SILVEIRA et al., 
2012).

As espécies do gênero Citrus destacam-se por serem ricas em os óleos 
essenciais que são muito versáteis e geralmente utilizados como aromatizantes 
em bebidas, sabonetes, cosméticos, produtos domésticos entre outros. Estes óleos 
essenciais são também utilizados em tratamentos médicos por exibirem propriedades 
antimicrobianas, antifúngica, antibacteriana, antiviral e antiparasitária (DOSOKY & 
SETZER, 2018; LEMES et al., 2018).

Este trabalho objetivou reunir de maneira sintética os resultados obtidos em 
estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, nos quais foram 
avaliados o efeito dos óleos essenciais de espécies de Citrus sobre o crescimento 
micelial de Sclerotinia sclerotiorum e sua ação contra bactérias cariogênicas. Os 
resultados revelaram que os óleos essenciais das espécies de Citrus estudadas 
possuem promissoras atividades antibacteriana e antifúngica in vitro.

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Material Vegetal
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Folhas e cascas dos frutos de todas as espécies de Citrus foram coletadas no 
município de Rio Verde, Goiás, em julho de 2015 e janeiro de 2018, respectivamente.  
As espécies vegetais foram identificadas pela botânica e mestre Erika Amaral. As 
amostras foram depositadas no Herbarium Jataiense Professor Germano Guarim 
Neto com os seguintes números de registro: HJ 7444 (C. aurantifolia), HJ 7445 
(Citrus reticulata), HJ 7446 (Citrus sinensis), HJ 7447 (Citrus deliciosa), HJ 7521 (C. 
latifolia) e HJ 7522 (C. limonia).

2.2	Extração dos Óleos Essenciais

Para extração dos óleos essenciais de Citrus spp., foi empregado o método 
de hidrodestilação em aparelho do tipo Clevenger, por um período de 2 a 3 horas a 
partir da ebulição. Foram utilizadas 100 g das amostras in natura (folhas e cascas 
dos frutos). Após o tempo de extração, o hidrolato foi recolhido em um funil de 
separação, onde foram adicionados 30 mL de diclorometano (CH2Cl2) com três 
repetições (Partição líquido-líquido). Logo em seguida, foi adicionado sulfato de 
sódio anidro PA (Na2SO4) para retirada de água que, eventualmente, poderia ter 
passado pelo funil de separação. Os óleos essenciais foi acondicionados em vidro 
âmbar, e mantidos sob refrigeração a -5°C.

2.3	Atividade Antifúngica 

O isolado de Sclerotinia sclerotiorum Ss12 (BRM 29673) foi fornecido pela 
Embrapa Arroz e Feijão, cuja sede é em Santo Antônio de Goiás, GO, Brasil. Os 
ensaios foram realizados no laboratório de microbiologia agrícola do IF Goiano - 
Campus Rio Verde e a atividade antifúngica dos óleos essenciais de Citrus spp. 
foi avaliada de acordo com o método de disco-difusão descrito por Xavier et al., 
(2016). Doses dos óleos essenciais utilizadas foram: 12,5 - 50 µL para todos os 
óleos estudados. Controles negativos foram colocados sem adição de óleo essencial 
(testemunha) enquanto o controle positivo utilizado foi o fungicida Frowncide 500 
SC, a 10 µg/mL do princípio ativo. O tratamento foi realizado em quadruplicado e o 
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos 
à análise de variância (ANOVA) e as médias dos tratamentos foram avaliadas pelo 
teste de Scott-Knott a 5 % de significância pelo software ASSISTAT. 

2.4	Atividade Anticariogênica

As cepas testadas foram obtidas junto a American Type Culture Collection 
(ATCC, RockvilleMD, EUA). Os micro-organismos usados na avaliação da atividade 
antibacteriana dos óleos essenciais de Citrus spp. foram: Streptococcus mitis (ATCC 
49456), Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 
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10556), Streptococcus sobrinus (ATCC 33478) e Bacteroides fragilis (ATCC 25285). 
Os valores de concentração inibitória mínima (CIM) dos óleos essenciais foram 
determinados em triplicata pelo método de microdiluição, em microplacas com 96 
poços (TPP, EUA). As amostras foram dissolvidas em dimetilsulfóxido (DMSO, Synth, 
São Paulo, Brasil; 8000 μg/mL), diluídas em caldo de soja tríptica (Difco, Detroit, 
MI, EUA) para bactérias aeróbias e Schaedler Caldo (Difco), suplementado com 
hemina (5,0 μg/mL) e vitamina K (10,0 μg/mL) para as bactérias anaeróbias, com a 
finalidade de atingir concentrações variando de >400 a 20 μg/mL. A concentração 
de DMSO final foi de 4% (v/v), e esta solução foi usada como um controle negativo. 
O inóculo foi ajustado para cada organismo a fim de se obter uma concentração 
de células de 5 × 105 unidades formadoras de colônias por mL, de acordo com 
o National Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS). O dicloridrato de 
clorexidina (DCC, Sigma, Poole, Dorset, Reino Unido) foi utilizado como controle 
positivo, e as concentrações variaram de 0,0115 μg/mL  a 5,9 μg/mL. Foram 
realizados os controles de esterilidade dos caldos TSB e SCHAEDLER, esterilidade 
do dicloridrato de clorexidina, esterilidade da amostra, controle da cultura (inóculo) e 
o controle do DMSO. As microplacas (96 poços) com os micro-organismos aeróbios 
foram fechadas com um vedante de placa estéril e incubadas aerobicamente a 37 
°C durante 24 h. Os micro-organismos anaeróbios foram fechados com um vedante 
de placa estéril e incubados de 48 a 72 horas numa câmara anaeróbia (Don Whitley 
Scientific, Bradford, Reino Unido), a 37 °C, com 5 % a 10 % de H2, 10 % de CO2 e 80 
% a 85 % de N2. Logo depois, resazurina (Sigma, 30 µL) em solução aquosa (0,01 
%) foi adicionada para indicar viabilidade de micro-organismos. Os valores de CIM 
foram determinados a partir da concentração mais baixa dos óleos essenciais de 
Citrus spp., capazes de inibir o crescimento de micro-organismos.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Especificamente para as espécies C. sinensis, C. reticulata and C. deliciosa, 
o melhor potencial inibitório dos óleos contra crescimento micelial do fungo S. 
sclerotiorum foi obtido na dose de 300 µL, em que observou-se uma inibição de 
82.91 % para o óleo de C. deliciosa, 65.82 % para o óleo de C. sinensis seguido pelo 
óleo essencial de C. reticulata que exibiu 63.46 %. Destaca-se deste modo, que os 
três óleos essenciais extraídos das cascas dos frutos destas três espécies de Citrus 
inibiram o crescimento do fungo em mais de 50 % na maior concentração testada. 

Em adição, destaca-se que o óleo essencial das cascas do fruto de C. deliciosa 
foi o mais ativo, fato que pode ser justificado pela maior variabilidade química de 
compostos que podem atuar de maneira sinérgica aumentando assim sua atividade 
biológica (SRIWATTANACHAI et al., 2018).
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Sabe-se que os óleos essenciais são formados por uma mistura de constituintes 
químicos voláteis contidos em muitos órgãos vegetais, e, estão relacionados com 
diversas funções necessárias à sobrevivência vegetal, exercendo papel fundamental 
na defesa contra microrganismos. É descrito cientifi camente que cerca de 60 % dos 
óleos essenciais possuem propriedades antifúngicas e 35 % exibem propriedades 
antibacterianas (LIMA et al., 2006). Em relação à atividade antifúngica, alguns autores 
discutem que a ação dos óleos essenciais testados advém, provavelmente, do 
resultado da penetração de quitina na parede das hifas, prejudicando a lipoproteína 
da membrana citoplasmática, levando ao extravasamento do citoplasma, bem como 
ao esvaziamento e murchamento das hifas (MAIA et al., 2015).

A atividade antibacteriana dos óleos essenciais das folhas de C. latifolia, 
C. limonia e das folhas e casca do fruto de C. aurantifolia foi determinada com a 
fi nalidade de se verifi car sua atividade frente a alguns micro-organismos anaeróbicos 
e aeróbicos orais (Tabela 1). 

TABELA 1. Atividade antibacteriana dos óleos essenciais de Citrus spp., frente a bactérias 
cariogênicas

aBactéria gram-positiva; bBactéria gram-negativa; CIM: Concentração Inibitória Mínima (CIM) – µg/mL; DCC: 
Dicloridrato de clorexidina (controle positivo)

De acordo com Lemes et al. (2018), amostras que exibiram valores de CIM 
inferiores a 100 μg/mL tiveram atividade antibacteriana considerada boa; de 100 a 
500 μg/mL moderada; de 500 a 1000 μg/mL fraca e acima de 1000 μg/mL inativa.

Vários mecanismos são propostos para explicar a atividade antimicrobiana dos 
óleos essenciais. Entende-se que a inibição do crescimento microbiano pela ação 
de óleos essenciais é devida ao dano direto causado à integridade da membrana 
celular pelos componentes lipofílicos do óleo essencial, o que afeta diretamente a 
manutenção do pH celular e o equilíbrio de íons inorgânicos (LEMES et al., 2018). 
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Uma explicação possível para as diferenças observadas quanto a sensibilidade 
bacteriana aos óleos pode ser a existência de diferenças na estrutura da parede 
bacteriana, como por exemplo a presença de lipopolissacarídeo nas bactérias 
Gram negativas e ausência nas Gram positivas, que permite ou não a entrada 
de substâncias na bactéria. Além disto, alguns óleos essenciais podem conter 
substâncias que penetram mais facilmente por essa camada lipídica, interferindo 
assim na ação sobre o microrganismo (SILVA et al., 2009).

4 | 	CONCLUSÃO

Os óleos essenciais de Citrus spp. avaliados possuem atividades antifúngica e 
antibacteriana in vitro satisfatórias contra S. sclerotiorum, um fungo fitopatogênico 
que causa danos a muitas plantas de interesse econômico e também contra bactérias 
causadoras de cárie dentária e doenças periodontais. Sugere-se que os resultados 
das atividade biológica obtidos sejam justificados pelo sinergismo dos compostos que 
constituem os óleos essenciais destas espécies de Citrus spp. Entretanto, fazem-
se necessários estudos mais aprofundados (in vivo) para elucidar o mecanismo de 
ação deste óleos bem como o isolamento de seus constituintes ativos.
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