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Resumo

Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de laranja: suscetibilidade microbiana e
potencial aplicagao na industria alimentar

A industria de processamento de citrinos gera grandes quantidades de residuos, cujo
reaproveitamento para a produgédo de subprodutos, como o 6leo essencial (OE) de laranja,
pode mitigar impactos ambientais. Este OE, extraido da casca da laranja, apresenta
propriedades antimicrobianas, sendo uma alternativa sustentavel e econdmica
comparativamente a outros 6leos essenciais. Este estudo teve como objetivo avaliar o
potencial antimicrobiano do OE de laranja (Citrus sinensis) numa coleg¢édo de oito bactérias
com importancia em segurancga alimentar, bem como explorar sua viabilidade para aplicagao
na industria alimentar. A composi¢cao quimica do OE foi caracterizada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), encontrando um percentual de 69%
de D-Limoneno. Além disso, foi realizada a caracterizagao do perfil de viruléncia das estirpes
bacterianas que incluiram bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Listeria monocytogenes CECT 935 e Listeria monocytogenes isolada de suino) e Gram-
negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443,
CECT 722, 104 e CECT 7162). A atividade antimicrobiana do OE foi avaliada pelo método
modificado de difusdo em disco. Para as estirpes suscetiveis, foi aplicado o método de
microdiluicdo em microplaca para determinagéo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e
da Concentragao Minima Bactericida (CMB), bem como para determinagéo da curva da
multiplicacdo bacteriana durante 24 horas de exposic¢ao ao OE.

Os resultados demonstraram que o OE apresentou maior atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas, com halos de inibicdo observados para S. aureus e L.
monocytogenes. Entre as bactérias Gram-negativas, apenas S. enterica subsp. enterica
CECT 443 foi suscetivel ao OE. As CMIs obtidas foram de 8 pL/mL (S. aureus ATCC 25923),
125 pL/mL (L. monocytogenes CECT 935 e isolado de suino) e 63 puL/mL (S. enterica subsp.
enterica CECT 443). As CMBs indicaram agao bactericida do OE, sendo de 125 uL/mL para
todas as estirpes testadas. A curva de multiplicagdo bacteriana confirmou a capacidade do
OE de inibir a multiplicagéo das estirpes suscetiveis ao longo do periodo avaliado.

Os resultados reforgam o potencial do OE de laranja como um conservante natural
eficaz, especialmente contra bactérias Gram-positivas, sugerindo a sua aplicagéo na industria
alimentar para aumentar a seguranga microbioldgica dos produtos. Contudo, estudos
adicionais sdo necessarios para validar sua eficacia em condicdes reais de processamento e

armazenamento alimentar.

Palavras-chave: Oleo essencial de laranja, limoneno, atividade antimicrobiana, Gram-

positivas, Gram-negativa



Abstract

Antimicrobial activity of orange essential oil: microbial susceptibility and potential
application in the food industry

The citrus processing industry generates large amounts of waste, which can be
repurposed to produce high-value by-products such as orange essential oil (EO), thereby
mitigating environmental impacts. This EO, extracted from orange peel, exhibits antimicrobial
properties and serves as a sustainable and cost-effective alternative compared to other
essential oils. This study aimed to evaluate the antimicrobial potential of orange EO (Citrus
sinensis) against a collection of eight strains relevant in food safety, as well as to explore its
feasibility for application in the food industry. The chemical composition of the EO was
characterized using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), revealing a 69%
content of D-Limonene. Additionally, the virulence profiles of the bacterial strains were
characterized, including Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes CECT 935, and Listeria monocytogenes isolated from swine) and Gram-
negative bacteria (Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp. enterica CECT
443, CECT 722, 104, and CECT 7162). The antimicrobial activity of the EO was assessed
using a modified disk diffusion method. For susceptible strains, microdilution assays were
performed to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC), along with the evaluation of bacterial growth curves during 24 hours of
EO exposure.

The results demonstrated that EO exhibited greater antimicrobial activity against Gram-
positive bacteria, with inhibition zones observed for S. aureus and L. monocytogenes. Among
Gram-negative bacteria, only S. enterica subsp. enterica CECT 443 was susceptible to EO.
The MICs obtained were 8 uL/mL (S. aureus ATCC 25923), 125 uL/mL (L. monocytogenes
CECT 935 and a swine isolate), and 63 uL/mL (S. enterica subsp. enterica CECT 443). The
MBCs indicated bactericidal activity of the EO, with a concentration of 125 yL/mL for all tested
strains. The bacterial growth curve confirmed the EO’s ability to inhibit the growth of
susceptible strains over the evaluated period.

The results reinforce the potential of orange EO as an effective natural preservative,
particularly against Gram-positive bacteria, suggesting its application in the food industry to
enhance the microbiological safety of products. However, additional studies are needed to

validate its effectiveness under real food processing and storage conditions.

Keywords: Orange essential oil, limonene, antimicrobial activity, Gram-positive, Gram-

negative.
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1. Revisao Bibliografica

1.1. A Laranja - Citrus sinensis

O genero Citrus apresenta uma complexidade taxondmica significativa devido a
extensa hibridizagao e cultivo ao longo da histéria, o que tem dificultado a definigdo precisa
das suas espécies. Avangos recentes em analises genomicas permitiram identificar trés
espécies ancestrais fundamentais — o Cidra (Citrus medica), a Tangerina (Citrus reticulata) e
o Pomelo (Citrus maxima) — como as principais fontes genéticas para a diversidade de
variedades cultivadas atualmente. A integracdo de métodos moleculares com abordagens
taxondmicas tradicionais tem sido essencial para o esclarecimento das relagdes evolutivas no
genero, possibilitando uma classificagdo mais precisa e abrangente. Essa compreensao
aprimorada é crucial para programas de melhoramento genético, conservacao da diversidade
e maneio sustentavel dos recursos genéticos de Citrus (Ollitrault et al. 2020).

As frutas das espécies pertencentes ao género Citrus, incluindo laranjas, toranjas,
tangerinas, limas, limées e mandarinas, sdo abundantes em regides tropicais, apresentando-
se como uma das culturas mais amplamente produzidas em todo o mundo (Sharma et al.,
2017).

A laranja (Citrus sinensis) é a principal fruta deste grupo, representando
aproximadamente 70% da produgéo e consumo totais de citrinos no mundo (Okwi & Emenike,
2006). Esta fruta pode incluir componentes e moléculas com efeito benéfico para a saude,
incluindo moléculas com agéo antioxidante, como os Flavonoides, que ajudam a proteger os
organismos vivos contra danos oxidativos e prevenindo assim o desenvolvimento de varias
doengas, como neoplasias, doengas cardiovasculares e diabetes. Por isso, ha um interesse
consideravel na pesquisa de antioxidantes naturais e agentes redutores de radicais livres a
partir de materiais vegetais (Okwi & Emenike, 2006; Olatunya & Akintayo, 2017).

As frutas citricas, incluindo a laranja, possuem uma casca composta pela epiderme,
flavedo (uma camada subepidérmica que contém vesiculas com 6leos essenciais), albedo (a
camada esponjosa abaixo do flavedo, fonte de flavonoides) e membrana segmentar, que
compreende uma rede de fibras finas ao longo dos segmentos (Figura1) (Liu, Heying &
Tanumihardio, 2012). Os segmentos internos estao geralmente alinhados ao redor do nucleo
central da fruta, preenchidos por pequenas vesiculas de sumo e sementes. O sumo natural
da laranja é rico em agucares como a sacarose, glucose e frutose, em acidos como o acido
citrico, em vitaminas como o acido ascérbico, em minerais como o calcio, potassio e

magnésio, e em pectinas e pigmentos como o caroteno (Gao et al., 2018).
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Figura 1: Representagao de um corte transversal de uma laranja (Préprio autor)

1.1.1. Producao de Citrinos - a produgcao de laranja, produtos
derivados e residuos

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, serdo produzidas
globalmente cerca de 48.8 milhdes de toneladas de laranjas em 2023 e 2024 (USDA, 2024).
Por outro lado, apesar de os dados oficiais do Instituto Nacional de Estatistica (INE) sobre a
producao de laranjas em Portugal em 2023 ainda ndo se encontrarem disponiveis, em 2022
foram produzidas em Portugal cerca de 360 mil toneladas de laranjas, correspondendo a um
aumento de cerca de 15% em relacdo a 2021 (INE, 2024).

Uma grande parte da produgdo mundial de laranjas, variando entre 60% a 70%, é
destinada a producédo de sumos. Este setor do mercado é dominado pelo Brasil e pelos
Estados Unidos, sendo que o Brasil é responsavel por mais de 50% da producdo mundial de
sumo de laranja (Neves et al., 2010; Wardowski et al., 2013). A fragao da produgéo de laranjas
gue nao é transformada em sumo é vendida como fruta fresca, em mercados, supermercados
e feiras, sendo geralmente destinada ao consumo direto . Paises como Espanha, China, e
México sao grandes fornecedores de laranjas frescas para o mercado internacional (FAO,
2019; Liu et al., 2014).

A industrializagdo da producgdo de citrinos para a produgdo de sumo gera grandes
quantidades de residuos, correspondendo a 50% do peso da fruta. Esses residuos incluem
cascas, polpas e sementes, e a sua gestao representa um desafio ambiental significativo
(Schieber et al., 2001).

De acordo com Rezzadori et al., 2012, alguns estudos tém demonstrado que esses

residuos possuem um elevado potencial de aproveitamento em diversas industrias, como a



de alimentagdo animal, produgdo de compostos bioativos e bioenergia. A valorizagdo dos
residuos de citrinos pode contribuir para mitigar os impactos ambientais, mas também agregar
valor econdmico ao processo de produgdo de sumos (Mamma & Christakopoulos, 2008).
Assim sendo, existe um interesse crescente no uso eficiente dos diversos residuos resultantes
da producgao de citrinos.

Sao varias as utilizagbes possiveis dos residuos resultantes da produgdo e
processamento de laranja, incluindo na produgao de fertilizantes orgéanicos, pectina, 6leos
essenciais, compostos antioxidantes como o caroteno, utilizado também como corante, e o
limoneno (Abecitrus, 2008). Além disso, a acao de microrganismos que utilizam residuos de
laranja como substrato pode originar varios compostos de interesse biotecnolégico, como
proteinas antimicrobianas, acidos organicos, etanol, e enzimas como a pectinase, (Abecitrus,
2008).

O potencial biotecnoldgico dos residuos resultantes da industria da produgéo e
processamento de laranja tem sido responsavel pelo desenvolvimento de novos produtos,
resultantes por exemplo do aproveitamento de cascas, sementes e bagacos (Storck et al.,
2013), representando um negdcio aparentemente rentavel a nivel global (Murray, et al., 2017).
De facto, existem ja varias empresas a nivel mundial que atualmente aproveitam os residuos,
principalmente resultantes da produgcdo de sumos, para transformacao em fertilizantes
organicos, enzimas, extratos vegetais e 6leos essenciais (OE) (Arbos, Stevani & Castanha,
2013). Estes ultimos representam compostos rentaveis, sendo que o mercado global de 6leos
essenciais foi avaliado em 11,41 bilides de délares em 2023, sendo expectavel que este valor
aumente para os 12,47 bilides em 2024 e 27,82 bilides até 2032 (Fortunebusinessinsights,
2014). Por fim, subprodutos ricos em monoterpenos com agao antioxidante e antimicrobiana
sdo também relevantes, tendo aplicagao nas industrias farmacéutica, alimentar e cosmética
(Mahato et al., 2018).

No entanto, & importante referir que, apesar do aumento da investigagao sobre o
reaproveitamento de residuos agroindustriais, a industria ainda explora pouco o
aproveitamento dos subprodutos (Aranha et al., 2017), sendo por isso importante desenvolver

linhas de investigacao neste sentido.

1.1.2. Composi¢ao bioquimica de citrinos

A composigao quimica dos frutos citricos, incluindo a sua quantidade de carboidratos,
pectina, vitaminas como a vitamina C, e minerais como calcio e magnésio, € influenciada pelas
condi¢cdes de crescimento da planta, incluindo as condicbes ambientais e os tratamentos
aplicados, pelo estagio de maturagdo da mesma e pela propria variedade do fruto (Schieber
et al., 2001).



Em relagdo a composi¢gao em carboidratos, os acucares presentes nestes frutos mais
relevantes sao a glucose, a frutose e a sacarose, apresentado teores médios totais entre 5%
e 10%, variando em fungéo do fruto. A proporgao de glucose e frutose nos sumos de citrinos
€ geralmente de 1:1, sendo a sacarose o Unico oligossacarideo presente (Dugo et al., 2002).

A limonina, um dos principais componentes da casca de laranja, responsavel pelo
sabor amargo do sumo deste fruto, € descrita como sendo um composto benéficos para a
saude humana, atuando na redugéo do colesterol e no risco de trombose venosa profunda
(Cakrawati & Handayan., 2017).

Alguns autores descrevem que alguns dos constituintes bioquimicos dos citrinos
podem ser utilizados como “medicamentos naturais”, sendo ja amplamente utilizados por
grande parte da populagdo mundial de forma empirica (Balick, 1994). Alguns destes
compostos apresentam elevado potencial de utilizagao futura na area da saude, como por
exemplo os monoterpenos, tais como os terpenoides e os isoprenoides, que sdo metabolitos
secundarios presentes em plantas e também encontrados em microrganismos (Kohl et al.,
2015). Estes compostos sdo comumente utilizados em diversas areas, incluindo na
agricultura, na industria de produtos de cosmética e na industria alimentar, e ainda como
antissépticos. Além disso, os monoterpenos podem apresentar variadas propriedades
farmacoldgicas, tais como agao antibacteriana, antifungica, antioxidante, anticancerigena,
hipotensiva e antiespasmaddica (Ravichandran et al., 2018; Suh et al., 2017).

O limoneno é um dos monoterpenos presentes em diversas frutas naturais, como na
toranja, tangerina, laranja, mandarina e limao (Gonzalez-Mas et al., 2019). O D-limoneno
(Figura 2), a sua forma ativa principal, é a forma mais comum e abundante em O6leos
essenciais de citricos (Anandakumar, Kamaraj & Vanitha, 2021). Adicionalmente, a casca de
laranja € uma fonte alimentar rica em limoneno, apresentado na sua constituigdo cerca de
90% a 95% de limoneno em peso (Aazza et al., 2011). Além das suas potenciais aplicagdes
na area da saude, o limoneno é frequentemente utilizado como suplemento dietético e como
ingrediente de produtos cosméticos. Por ser considerado seguro para ingestdo humana, o

limoneno é utilizado na industria alimentar como agente aromatizante (Sun, 2007).
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Figura 2: Estrutura molecular do D-limoneno (Fonte: D-Limonene ref. 814546 Sigma-Aldrich)

O D-limoneno apresenta uma lipofilicidade caracteristica, promovendo o aumento da
absorgédo celular, especialmente a nivel intestinal, garantindo uma boa biodisponibilidade na
circulagao sistémica. Em resumo, por ser lipofilico, o D-limoneno atravessa facilmente as
membranas celulares intestinais, o que facilita sua absorgéo no trato digestivo, o que resulta
numa biodisponibilidade elevada, permitindo que uma quantidade significativa do composto
entre na circulagao sistémica, seja distribuida pelo organismo e exerga efeito em diferentes
localizagbes do mesmo (Sharifi-Rad et al., 2017).

O D-limoneno apresenta uma baixa toxicidade, o que o torna seguro para uso
humano e animal através de varias formas de exposigao (ingestdo, aplicagdo tdpica,
inalagéo), apresentando poucos efeitos adversos quando consumido / administrado nas doses
normalmente encontradas em alimentos, produtos de cuidados pessoais e medicamentos
(Sun, 2007). Este composto tem sido utilizado para dissolugdo de calculos biliares de
colesterol , e no alivio de sintomas associados a azia e refluxo gastroesofagico, gragas ao seu
efeito neutralizante acido (Sun, 2007). Além disso, destaca-se o seu potencial preventivo e
terapéutico relativamente a diversos tipos de neoplasias, com resultados positivos nos
cancros de mama e colorretal (Sun, 2007). Assim, o D-limoneno pode representar uma valiosa
ferramenta tanto no tratamento quanto na prevencdo de certas condigdes médicas,

destacando a sua importancia continua na investigagéo clinica e terapéutica (Sun, 2007).

1.2 Os Oleos essenciais

Ha séculos que as plantas medicinais sdo usadas pela humanidade para prevenir,
tratar e curar doengas (Veiga Junior & Pinto, 2005). Essas abordagens desenvolveram-se a
partir de observacbes empiricas sobre os efeitos das plantas, contribuindo para a
disseminagao do conhecimento sobre as suas possiveis utilizagbes terapéuticas (Maciel,
2002).



Com o avango da ciéncia e da tecnologia, as plantas medicinais tém sido largamente
estudadas com vista a identificar a sua composi¢ao quimica e comprovar cientificamente o
seu potencial medicinal. Investigadores de diversas areas tém demonstrado interesse nesta
area de investigagao, procurando aprofundar o conhecimento sobre os compostos presentes
nas plantas medicinais e comprovando a eficacia desses compostos para diversas aplicagoes
(Arnous et al., 2005).

Grande parte das plantas medicinais estudadas até hoje demonstraram um potencial
terapéutico significativo, sobretudo devido a presenga de 6leos essenciais nas suas estruturas
vegetativas e reprodutivas. Os 6leos essenciais (OE) sdo compostos extraidos de plantas
aromaticas, e incluem compostos volateis responsaveis pelo aroma das plantas (Geraci et al.,
2017). Dependendo da planta, os OE podem ser encontrados em diversas partes da mesma,
incluindo nas folhas, frutos, flores, rizomas, raizes, cascas e sementes (Cunha et al., 2010).
A extracdo destes compostos pode ser feita através da técnica de destilacdo por arraste a
vapor, geralmente aplicada a diversas partes da planta, ou através da técnica de extracdo
com prensagem a frio, geralmente utilizada para extragédo de 6leos essenciais a partir da
casca de frutos citricos (Bizzo et al., 2009). Esses 6leos sdo compostos por metabolitos
secundarios, como fenilpropandides, e mono e sesquiterpenos (Bakkali et al., 2008).

A composigao quimica e a concentragao dos 6leos essenciais podem ser influenciadas
por diversos fatores ambientais, que causam variagbes significativas na produgao desses
metabolitos. Entre os fatores que afetam essa produgao estdo a temperatura, luminosidade,
sazonalidade, horario de recolha da planta e disponibilidade de agua (Morais, 2009).

Os OE tém diversas aplicagbes industriais, sendo utilizados na produgao de perfumes,
sabonetes, produtos de limpeza, cosméticos e farmacos como agentes bioativos e
aromatizantes; e na industria alimentar, promovendo o alargamento do tempo de prateleira
dos produtos através da sua acdo antimicrobiana e antioxidante (Cunha et al., 2010).
Adicionalmente, sao utilizados como alternativa a conservantes sintéticos que apresentem
potenciais efeitos secundarios para a saude humana e animal (Teixeira et al., 2013).

Um OE pode apresentar atividades biolégicas diversas. Dependendo de cada tipo de
O0leo, é possivel encontrar na sua constituicdo compostos com acdo antibacteriana,
antifungica, antiviral, antioxidante, anti-inflamatdria e anticancerigena (Olmedo et al., 2014).
Estas caracteristicas dependem da composicdo quimica especifica de cada espécie de
planta, da sua distribuicdo geografica e clima da regiao respetiva, da época de colheita e da

técnica de extragao aplicada (Dima & Dima, 2015).

1.2.1 Oleo essencial (OE) de laranja
No que diz respeito a producado de laranja, existe uma ampla variedade de espécies

de laranjas, conforme descrito por Galvao et al. (2015). No seu estudo, o autor destaca a



espécie Citrus sinensis, comumente conhecida como laranja doce, e que produz um 6leo
essencial composto por uma combinagdo de terpenos, incluindo D-limoneno (98%),
hidrocarbonetos, aldeidos e compostos oxigenados. Devido a sua natureza insaturada, este
Oleo é suscetivel a oxidacao, influenciada pela luz, ar e humidade (Galvéo et al, 2015).

Nos ultimos anos, o interesse na aplicacdo de 6leos essenciais na industria alimentar
tem vindo a aumentar devido principalmente as diferentes propriedades bioldgicas que podem
apresentar, incluindo as atividades antioxidante, antimicrobiana, anti tumoral, analgésica,
inseticida e anti-inflamatadria referidas anteriormente. Devido a estas propriedades, a industria
de alimentos tem incorporado alguns tipos de 6leos essenciais na formulagéo de produtos ou
em embalagens (Bajpai et al., 2018).

Um oOleo essencial ideal para a industria de alimentos é aquele que esta disponivel em
grandes volumes e tem rentabilidade econdmica, e que seja reconhecido como seguro para
a saude (Ribeiro et al., 2018; Tomar et al., 2018).

No entanto, a utilizacdo dos 6leos essenciais a nivel industrial pode apresentar
algumas limita¢des, associadas a grande variabilidade da composi¢c&do quimica associada aos
diferentes lotes e a cada regidao de onde o OE é proveniente, a interagdes com a matriz
alimentar, a niveis de toxicidade variados, a propriedades sensoriais que podem alterar o
produto, a necessidade de padronizacdo prévia da forma de aplicagdo no produto, a sua

natureza volatil, e a suscetibilidade a oxidagao (Stevanovi¢ et al., 2018; Ribeiro et al., 2018).

1.2.2 Mecanismo de ag¢ao do 6leo essencial de laranja

O dleo essencial de laranja, cujo principal componente ativo € o limoneno, age nas
bactérias por meio de diversos mecanismos bioquimicos que afetam a integridade e
funcionalidade celular dos micro-organismos. O limoneno é um composto lipofilico, o que
significa que tem alta afinidade pelas membranas celulares, compostas de lipidios. Ao
interagir com a membrana plasmatica bacteriana, o limoneno causa alteragbes na estrutura
lipidica, resultando em aumento da permeabilidade da membrana. Isso pode levar a perda de
ides, nutrientes e conteudo celular essencial, como proteinas e acidos nucleicos, resultando
na morte da célula bacteriana. A agao do éleo essencial de laranja sobre a membrana celular
também interfere no gradiente eletroquimico e no potencial de membrana bacteriano. A perda
desse potencial prejudica processos essenciais, como a sintese de ATP, o transporte ativo de
moléculas e a homeostase celular, o que leva a morte celular por incapacidade de realizar
funcdes metabdlicas essenciais (Burt 2004).

Embora o limoneno seja conhecido principalmente por suas propriedades
antimicrobianas diretas, ele também pode induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) nas células bacterianas. O aumento dos niveis de ROS pode causar dano oxidativo ao

DNA, proteinas e lipidios, resultando em morte celular (Erasto & Viljoen, 2008).



O limoneno e outros componentes do 6leo essencial de laranja podem interferir na
formacao de biofilmes bacterianos, que sao estruturas multicelulares protegidas por uma
matriz extracelular. O 6leo essencial pode prevenir a adesdo bacteriana a superficies e
dificultar a formacg&o da matriz extracelular, o que torna as bactérias mais suscetiveis a acao
antimicrobiana e a defesa do hospedeiro. (Burt, 2004).

Além da agdo antimicrobiana, o éleo essencial de laranja também possui propriedades
antioxidantes. Essa atividade pode desempenhar um papel em proteger as células dos tecidos
hospedeiros contra o estresse oxidativo induzido pelas bactérias durante uma infecgao, o que

€ um efeito indireto benéfico na luta contra infecgbes (Burt, 2004).

1.3 Microrganismos e o seu impacto na seguranga alimentar

Nos ultimos anos, tem havido uma preocupacido crescente com as doencgas
transmitidas por alimentos, impulsionada pela obrigag&do de garantir a seguranga dos produtos
consumidos. Globalmente, sdo constantemente debatidas estratégias para controlar esta
problematica e definir planos de controlo especificos para garantir a seguranga dos alimentos,
inclusive do ponto de vista microbioldgico (Vidal et al. 2022).

Cerca de 90% das doencas transmitidas por alimentos sdo causadas por
microrganismos. Esses microrganismos podem estar presentes em diversos géneros
alimenticios, sendo que sua transmissdo pode ocorrer em diferentes fases da producao do
alimento, mas geralmente resulta do uso inadequado de metodologias nas etapas finais da
sua preparacao ou distribuicao. Existem mais de 250 tipos diferentes de bactérias, virus e
parasitas que podem causar doengas de origem alimentar (ASAE, 2024).

Doenga transmitida por alimentos € um termo abrangente que se refere a uma
sindrome caracterizada geralmente por nauseas, vomitos e diarreia, que pode ou n&o ser
acompanhada de febre, resultante da ingestao de alimentos ou agua contaminados. Contudo,
os sintomas digestivos ndo sdo as unicas manifestagdes dessas doengas; dependendo do
agente envolvido pode ocorrer também doenga extraintestinal, afetando diversos sistemas e
orgaos, como por exemplo os rins, o figado, e o sistema nervoso central (Forsythe, 2000).

Ainda segundo Forsythe (2000), as doencas transmitidas por alimentos podem ser
causadas por bactérias (incluindo Salmonella enterica, Shigella spp. e Escherichia coli),
toxinas bacterianas (produzidas por bactérias como Staphylococcus aureus, Clostridium spp.,
Bacillus cereus, E. coli, e Vibrio spp.), € também por virus, parasitas ou outras substancias

toxicas.



1.3.1 Salmonella

De acordo com Willey et al. (2011), as bactérias do género Salmonella séo bacilos de
Gram negativo, ndao formadores de esporos, com flagelos peritriquios que permitem
motilidade. Apresentam aproximadamente entre 0,7 a 1,5 micrbmetros de largura e 2 a 5
micrédmetros de comprimento (Figura 3). Algumas estirpes podem possuir capsula, o que lhes
confere uma vantagem adicional em termos de resisténcia e viruléncia.

E um microrganismo amplamente distribuido na natureza, presente na microbiota de
alguns animais, e responsavel por toxinfegdes de origem alimentar em paises desenvolvidos.
De facto, em 2020, a Salmonella foi responsavel por 22,5% de todos os surtos de origem
alimentar na Unido Europeia, resultando em 3.686 doencas, 812 hospitalizagcdes e sete
mortes (Shinohara et al. 2008; Biomerieux, 2024). As aves e os bovinos desempenham um
papel significativo na disseminagao deste microrganismo patogénico (Foley et al., 2013).

A disseminagdo de Salmonella entre os animais, juntamente com a presenca de
portadores assintomaticos e a sua persisténcia no ambiente e nos alimentos, justifica a sua
importancia na saude publica global. Salmonella € um género patogénico que pode causar
varias doengas em humanos, como gastroenterite, febre tifoide e febre paratifoide,
evidenciando a necessidade do seu controle rigoroso e do estabelecimento de praticas de
higiene para prevenir infecgdes (Hansson & Lindberg, 2010). Como tal, € crucial adotar
programas permanentes de controle e erradicagao deste microrganismo, conforme observado
por Shinohara et al. (2008). Em Portugal existe um Plano Nacional de Controlo de Salmonelas
em aves estabelecido pela DGAV (DGAV, 2024).

A sua presenga em alimentos representa um problema significativo para a saude
publica, especialmente em paises em desenvolvimento, onde os sintomas podem ser
diagnosticados tardiamente, aumentando a pressao sobre os sistemas de saude (Tessari et
al., 2008).

E importante destacar que a maioria dos serotipos deste género s&o patogénicos para
0s seres humanos, apresentando variagdes na sintomatologia que causam devido as
diferengas no potencial patogénicos dos diferentes serotipos, e a idade e a resposta

imunologica do hospedeiro (Maijala et al., 2005).



Figura 3: Observagao microscopica de Salmonella apés coloragdo de Gram (Fonte: Centers for
Disease Control and Prevention. Public Health Image Library. 2024. Disponivel em:

https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=2114)

O género Salmonella compreende duas espécies, Salmonella enterica, com mais de
2.500 serotipos distintos, e Salmonella bongori (Teklemariam et al., 2023).

Os serotipos de Salmonella sao classificados com base nas suas estruturas
antigénicas, que incluem antigénios somaticos (O) e flagelares (H). Esses antigénios
permitem a diferenciagao entre os diversos serotipos e sdo essenciais para a identificagdo
epidemioldgica das estirpes (CDC, 2023; Teklemariam et al., 2023). Os serotipos mais
patogénicos pertencem a espécie S. enterica, responsavel por diversas doengas em humanos
(Cota et al., 2019).

Salmonella Typhimurium é um dos serotipos mais comuns e frequentemente
associado a surtos de gastroenterite em humanos. De acordo com o CDC (2023) e
Teklemariam et al. (2023), a gastroenterite causada por S. Typhimurium pode resultar em
sintomas como diarreia, febre, nauseas, vomitos e dores abdominais.

A carne suina é reconhecida como um dos principais veiculos de transmissao de
Salmonella nao tifoide por meio de alimentos, sendo o matadouro um ponto critico para a
infeccao dos suinos e a consequente contaminagao das carcacas.

Salmonella Enteritidis € frequentemente associada a infecgdes resultantes do
consumo de ovos e carne de frango contaminados. Assim como S. Typhimurium, este serotipo

€ uma causa comum de gastroenterite, originando sintomas semelhantes, e é descrito pelo

10



Centers for Disease Control and Prevention (CDC), como um dos principais serotipos
responsaveis por surtos de salmonelose ligados a alimentos de origem animal (CDC, 2023;
Teklemariam et al., 2023).

Salmonella Infantis € um serotipo emergente, frequentemente encontrado em produtos
alimentares com carne de frango. As infecgdes por S. Infantis também resultam em
gastroenterite, com sintomas tipicos de infecgbes por Salmonella. Relatérios do CDC
destacam a crescente importancia de S. Infantis em surtos de salmonelose, particularmente
em regides onde o consumo de carne de frango é elevado (CDC, 2023; Teklemariam et al.,
2023).

O serotipo Salmonella Typhi é responsavel pela febre tifoide, uma doenga grave que
se caracteriza por febre alta, dores abdominais, e, em alguns casos, complicagdes severas
como perfuragéo intestinal. A febre tifoide resulta principalmente da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados e, segundo o CDC (2023), continua a ser um problema de saude
publica grave em muitas partes do mundo, particularmente em regides com saneamento

basico inadequado.

1.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria de Gram negativo, em forma de bastonete mével, com
flagelos que permitem a sua locomogao (Figura 4). Pertencente a familia Enterobacteriaceae
e a classe Gammaproteobacteria, esta bactéria € capaz de se multiplicar rapidamente,
podendo duplicar em numero em cerca de 20 minutos sob condicbes ideais. Devido a essa
alta taxa de multiplicacédo, E. coli tornou-se um modelo valioso para estudos de biologia

molecular e evolugao microbiana (Idalia & Bernardo, 2017).

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp
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Figura 4: Observacao de Escherichia coli 0157:H7 por microscopia eletronica de varrimento
(Fonte: Centers for Disease Control and Prevention. Public Health Image Library. 2024. Disponivel em:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10066)
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E. coli inclui estirpes comensais, frequentemente associadas ao aparelho
gastrointestinal de animais e humanos, mas também estirpes patogénicas que causam varias
doengas em Humanos, estando associadas a mais de 2 milhées de mortes por ano (Kaper et
al., 2004).

No caso das estirpes patogénicas, estas podem ser classificadas em diferentes
patotipos com base nos seus fatores de viruléncia e no tipo de doenga que causam. Os
principais patétipos incluem: E. coli Enterotoxigénica (ETEC), que causa diarreia do viajante
geralmente adquirida através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados; E. coli
Enterohemorragica (EHEC), que inclui a E. coli O157:H7 (Figura 4), associada a colite
hemorragica e sindrome hemolitico-urémico, uma condigdo grave que pode levar a
insuficiéncia renal (CDC, 2018); e E. coli Enteropatogénica (EPEC), que afeta principalmente
criangas em paises em desenvolvimento, causando diarreia (Nataro & Kaper, 1998). Além
desses, também é importante destacar os patétipos E. coli Enteroagregativa (EAEC) e E. coli
Enteroinvasiva (EIEC). EAEC é conhecida por aderir ao epitélio intestinal em um padrao
caracteristico de "empilhamento de tijolos", estando associada a casos de diarreia persistente,
especialmente em criangas e viajantes em paises em desenvolvimento (Nataro & Kaper,
1998). Ja EIEC é semelhante a Shigella na sua capacidade de invadir e destruir as células
epiteliais do cdlon, resultando em uma forma de disenteria, com sintomas como febre, dor
abdominal e diarreia com muco e sangue, frequentemente associada a ingestao de alimentos
ou agua contaminados (CDC, 2018).

As fontes de origem alimentar mais frequentemente associadas a E. coli O157, um
dos patétipos mais relevantes em termos de doenga de origem alimentar, incluem carne
bovina mal cozinhada, leite ndo pasteurizado, vegetais crus e dgua contaminada, sendo que,
para prevenir infegbes, € importante realizar boas praticas agricolas e de produgéo, incluindo
o tratamento térmico adequado dos alimentos e a pasteurizagéo do leite (FDA, 2020).

Medidas de controle na producdo de alimentos incluem a implementacéo de sistemas
de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), que ajudam a identificar e
gerenciar riscos de contaminacdo. Além disso, a vigilancia microbiolégica regular e a
educacao sobre higiene alimentar sdo cruciais para reduzir a incidéncia de surtos de E. coli
(WHO, 2020).

E ainda importante referir que algumas estirpes de E. coli podem causar doengas fora
do aparelho gastrointestinal, sendo categorizadas como E. coli patogénicas extraintestinais
(ExPEC), que incluem. coli uropatogénicas (UPEC), responsaveis por infegbes do trato
urinario, E. coli associada a meningite neonatal (NMEC), e E. coli causadora de sépsis

(SEPEC), associada a infegbes sistémicas graves (Dale & Woodford, 2015).
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1.3.3 Staphylococcus aureus

O relato mais antigo de uma intoxicagao alimentar por Staphylococcus foi feito por
Vaughan e Sternberg em 1884. Entretanto, foi Barber, em 1914, quem comprovou de maneira
definitiva a ocorréncia de intoxicagbes estafilococicas por via alimentar, ao associa-las ao
consumo de leite cru proveniente de uma vaca com mastite (Barber, 1914).

Staphylococcus aureus é uma bactéria comumente encontrada na pele e na mucosa
nasal de aproximadamente 30% das pessoas, geralmente sem causar doenca (Figura 5). No
entanto, pode causar infecgdes que variam de leves, como lesdes cutaneas, a graves,
incluindo bacteremia, pneumonia e endocardite (Rasigade et al., 2014). Adicionalmente,
algumas estirpes, como o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), apresentam
resisténcia a varios antibidticos, complicando o tratamento de infecgdes causadas por estes
agentes. Fatores que predispbem para o desenvolvimento de infecgbes graves incluem a
presenca de uma doencga cronica, o uso de dispositivos médicos invasivos e internamentos
em unidades de cuidados intensivos, sendo por isso fundamental (CDC, 2024).

Na industria alimentar a detecdo deste agente durante o processamento de alimentos
serve como um indicador de higiene inadequada, destacando a importancia de praticas
sanitarias rigorosas para garantir a seguranga dos alimentos (Maestri et al., 2020).

Adicionalmente, algumas estirpes de Staphylococcus tém a capacidade de produzir
toxinas, entre as quais enterotoxinas que sdo importantes agentes causadores de doengas
transmitidas por alimentos (Kluytmans 2010). Essas toxinas sao proteinas soluveis em agua
e resistentes ao calor, permanecendo ativas mesmo apods processos de pasteurizagao. A
destruicdo das enterotoxinas s6 € alcangada apds tratamento térmico a 100°C aplicado

durante pelo menos 30 minutos (Embrapa, 2024).
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Figura 5: Observagao microscopica de Staphylococcus aureus apos coloragio de Gram (Fonte:
Centers for Disease Control and Prevention. Public Health Image Library. 2024. Disponivel em:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=2296
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A mastite € uma das doengas mais significativas e economicamente relevantes na
produgao leiteira, sendo frequentemente causada por Staphylococcus aureus. Essa bactéria
€ capaz de produzir uma variedade de toxinas e fatores de viruléncia, incluindo a toxina da
sindrome do choque toxico-1 (TSST-1), que contribuem para a gravidade da mastite. A
presenca de altos niveis de células somaticas no leite, um indicador comum de mastite, esta
correlacionada com a detecgdo de S. aureus produtor de TSST-1, o que evidencia a
necessidade da aplicagdo de praticas rigorosas de seguranga dos alimentos para controlar a
presenga de S. aureus no leite, e proteger tanto a saude animal quanto a seguranga dos
consumidores (Hayakawa et al., 2000). Além disso, a carne de vaca contaminada com S.
aureus, por exemplo através de equipamentos utilizados na preparacédo de alimentos, pode
também representar um fator predisponente para transmissdo do agente se esta for ingerida
mal cozinhada (Hayakawa et al. 2000).

As intoxicagdes alimentares causadas por esta bactéria estdo geralmente associadas
a alimentos manipulados apds o processamento e armazenados em temperaturas entre 10 e
45°C antes do consumo, que incluem por exemplo produtos alimentares com recheios de
carne, saladas preparadas com ovo ou marisco, bolos recheados, fiambre, gelados e queijo
(Argudin et al., 2010).

Os sintomas de intoxicagao por S. aureus aparecem entre 1 e 7 horas apds 0 consumo
do alimento contaminado, dependendo da quantidade de toxina ingerida. Para que ocorra
doenca, a concentragdo de S. aureus deve ser de pelo menos 10°-10° UFC por grama de
alimento, equivalente a uma quantidade de toxina entre 0,1 e 1 micrograma (Argudin et al.,
2010). Os sintomas mais comuns sao nauseas e vomitos, por vezes acompanhados por
diarreia e dores abdominais. A evolugao clinica é geralmente favoravel, com os sintomas a

desaparecer normalmente em 48 horas (Schechter & Marangoni, 1998).

1.3.4 Listeria monocytogenes

A espécie L. monocytogenes é constituida por bacilos de Gram positivo anaerdbios
facultativos, podendo aparecer isolados ou agrupado em pares (Figura 6). L. monocytogenes
apresenta capacidade de se multiplicar em temperaturas baixas e ambientes com baixo teor
de oxigénio, o que pode ocorrer em produtos alimentares armazenados em atmosferas
modificadas, proporcionando condigbes favoraveis para sua multiplicacdo no final da vida util
dos produtos (Baka et al., 2015).
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Figura 6: Observacao de Listeria monocytogenes por microscopia eletrénica de transmissao.
(Fonte: Centers for Disease Control and Prevention. Public Health Image Library. 2024. Disponivel em::
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10828)

Este agente causa uma doenca denominada listeriose, sendo transmitido por
alimentos, principalmente alimentos prontos para consumo contaminados, como salméo
fumado e queijos (Lopez-Valladares et al., 2014). As novas geragdes de alimentos
refrigerados, prontos para consumo, tém suscitado preocupagdes quanto ao risco de
listeriose, especialmente aqueles desprovidos de &acidos organicos inibitérios ou com
contagens reduzidas de microrganismos concorrentes, e com uma vida util longa. Esses
alimentos sao frequentemente consumidos sem tratamento adicional o que aumenta a
possibilidade de ingestédo desta bactéria (Luber et al., 2011).

Em 2022, a listeriose afetou aproximadamente 2.738 pessoas na Unido Europeia,
resultando em 286 mortes. A mortalidade é mais elevada em populagdes vulneraveis com
condi¢cbes imunossupressoras subjacentes, como idosos, mulheres gravidas, recém-nascidos
e individuos imunocomprometidos. (EFSA, 2023).

Os sintomas de listeriose podem variar dependendo de caracteristicas individuais e da
regido do corpo afetada. Em geral, os sintomas podem ser divididos em duas categorias
principais, sendo uma nao invasiva como a Gastroenterite, que se manifesta por febre, dores
musculares, nauseas e diarreia, sendo mais comum em individuos saudaveis e surgindo
geralmente algumas horas ou dias apos a ingestao de alimentos contaminados; e uma forma
invasiva. Neste ultimo caso, ocorre bacteriemia, e a bactéria pode até atingir o sistema

nervoso central, resultando em meningite ou encefalite. Os sintomas das infe¢des invasivas
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incluem febre alta, dores de cabega intensas, rigidez no pescogo, alteragdes no estado
mental, convulsdes e perda de equilibrio, afetando especialmente pessoas com sistema
imunologico comprometido, idosos, recém-nascidos e gravidas (Allerberger et al., 2010).

Em mulheres gravidas, a listeriose pode ser particularmente perigosa, pois pode levar
a abortos espontaneos, nados-mortos, parto prematuro ou infegdo grave no recém-nascido.
Os sintomas em gravidas podem ser leves e semelhantes aos da gripe, como febre, fadiga e

dores musculares (Schwab & Edelweiss, 2003).

1.4 Conservantes Alimentares e o Uso de Oleos Essenciais na
Seguranca dos alimentos

A conservacao dos alimentos é uma pratica essencial na industria alimentar com vista
a garantir a seguranga dos consumidores e a extensao da vida util dos produtos (Burt, 2004).
Entre os compostos mais utilizados para esse fim, encontram-se os conservantes quimicos
tradicionais, como os nitritos, nitratos, sorbatos e benzoatos, que atuam inibindo a
multiplicacdo microbiana e prevenindo a deterioracdo dos alimentos (Hyldgaard et al, 2012).
No entanto, a crescente preocupagdo com a saude publica e o aumento da resisténcia
microbiana tém impulsionado a busca por alternativas naturais que oferecam eficacia
semelhante sem os potenciais riscos de saude associados a alguns conservantes (Burt, 2004;
Hyldaard et al., 2012).

Nesse contexto, os Oleos essenciais emergem como uma promissora alternativa
natural para a conservagdo de alimentos. Os d6leos essenciais sdo compostos volateis
extraidos de plantas, ricos em substancias bioativas, como terpenos, aldeidos e fendis, que
possuem propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Devido a essas propriedades, tém
sido amplamente estudados e aplicados na preservacdo de alimentos, ndo apenas para
controlar a multiplicagdo de microrganismos patogénicos, mas também para melhorar a
qualidade sensorial e aumentar a vida util dos produtos alimentares (Burt, 2004).

Para justificar a aplicagdo do 6leo de laranja, é relevante mencionar a utilizagéo de
conservantes tradicionais como a nisina. A nisina € uma bacteriocina amplamente utilizada
como conservante em produtos lacteos e carneos, reconhecida por sua eficacia contra uma
variedade de bactérias de Gram positivo (Zendo et al., 2010). Contudo, mesmo sendo uma
substancia de origem natural, sua aplicagao é limitada a determinados tipos de alimentos e
pode ser ineficaz contra bactérias de Gram negativo e fungos. Assim, a combinagéo ou
substituicdo parcial da nisina por 6leos essenciais como o 6leo de laranja pode potencialmente
ampliar o espectro de acao antimicrobiana deste péptido antimicrobiano, além de responder
a crescente demanda dos consumidores por produtos mais naturais e saudaveis (Pineda-
Lozano et al., 2022).
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2. Objetivos do estudo

A produgdo de produtos derivados dos citrinos a nivel industrial acarreta uma
producado paralela de grandes quantidades de residuos, com potencial impacto ambiental.
Uma forma de mitigar esses impactos € a utilizagéo dos residuos dessa produgao para outros
fins, como € o caso do 6leo essencial de laranja. Adicionalmente, este 6leo ja foi investigado
pela comunidade cientifica relativamente a sua agao antimicrobiana, sendo um subproduto
mais econdmico comparativamente a outros éleos essenciais. A aplicagdo do oleo de laranja,
um derivado da casca da laranja e subproduto da industria de produgéo de sumo, para outros
fins podera contribuir para a reducdo do impacto ambiental destas industrias.

O objetivo deste estudo foi caracterizar bioquimicamente um OE de laranja e avaliar
a sua atividade antimicrobiana numa coleg¢ao de bactérias de Gram positivo e Gram negativo
associadas a doengas de origem alimentar, de forma a avaliar o seu potencial uso na industria
alimentar, com vista a contribuir para a diminuicdo do impacto ambiental dos sistemas de
producao de laranja e seus derivados.

Os objetivos especificos deste trabalho incluiram:

1) Andlise do OE de laranja por cromatografia gasosa e
espectrometria de massa, de forma a caracterizar
bioquimicamente o produto em analise;

2) Caracterizagdo do perfil de viruléncia de uma colegdo de
bactérias de origem alimentar (n=8);

3) Avaliagéo preliminar da atividade antimicrobiana do OE de
laranja, utilizando uma técnica modificada de difusdo em disco,
relativamente a coleg¢ao bacteriana em estudo;

4) Determinagdo da curva de inibigao/multiplicagdo bacteriana,
durante 24h de exposi¢ao ao OE de laranja, e determinagao da
concentragdo minima inibitéria e bactericida do OE

relativamente a colegao bacteriana em estudo.

A nisina foi selecionada como controlo positivo para este estudo, por ser um aditivo alimentar
(E234) autorizado em mais de 50 paises. Além disso, apresenta um largo espectro de agao
sobre bactérias de Gram positivo e tolera bem o calor e ambientes acidos (Zendo et al.,2010;
Dosler & Gerceker, 2013; Shin et al., 2015).
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3. Materiais e métodos

O OE de laranja doce Citrus arantium dulcis utilizado neste estudo foi gentilmente

cedido pela loja Plena Natura ®, situada na area metropolitana de Lisboa, Portugal, (Anexo

1),

3.1 Cromatografia Gasosa com Espectrometria de massa

A composigao do 6leo essencial de laranja foi determinada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, utilizando um servigo externo. O 6leo essencial foi
diluido em metanol (1:10000) e analisado utilizando um cromatégrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massa (Shimadzu GC-MS QP2010-plus, Kyoto, Japao). A espectrometria
de massa foi realizada no modo TIC (Total lon Count), com intervalo de 35-550 m/z e
ionizagao por impacto eletrénico a 70 eV. Foi utilizada uma coluna capilar Supelcowax10 (30
m x 0,25 mm x 0,25 uym, Agilent Technologies Inc.), com programagéo de temperaturas, e
hélio como gas de arraste a um fluxo de 1,0 mL/min. A analise foi realizada com uma
temperatura inicial da cdmara de aquecimento de 40°C, mantida por 8 minutos; em seguida,
a temperatura foi aumentada em 4°C por minuto até 220°C, sendo mantida nessa temperatura
durante 65 minutos. A temperatura do injetor foi de 250°C, enquanto a “ion source” e a
interface foram mantidas a 220°C. Os dados foram processados com o software LabSolution
GCMS version 4.11 SU2, e os compostos foram identificados utilizando a biblioteca
NIST2008.

3.2 Colegao bacteriana

Foram utilizados neste estudo 8 isolados bacterianos, pertencentes a 4 espécies
diferentes associadas a doenga de origem alimentar (Tabela 1). A maioria dos isolados em
estudo foram obtidos de colegdes internacionais de culturas de microrganismos, a American
Type Culture Collection (ATCC) e a Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT), sendo por
isso descritos como isolados de referéncia. (ATCC, 2024; CECT, 2024).
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Tabela 1: Lista das bactérias utilizadas neste estudo para avaliagdao do potencial antimicrobiano

do 6leo essencial de laranja

Isolados Origem Serétipo
Escherichia coli ATCC 25922 Estirpe de referéncia
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Estirpe de referéncia

Listeria monocytogenes CECT 935 Estirpe de referéncia

Listeria monocytogenes Suino

Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443 Estirpe de referéncia Typhimurium
Salmonella enterica subsp. enterica CECT 722 Estirpe de referéncia Typhimurium
Salmonella enterica subsp. enterica 104* Suino 4,512:i:-
Salmonella enterica subsp. enterica CECT 7162 | Estirpe de referéncia 4,5,12::-

*A estirpe de Salmonella 104 de suinos, pertencente ao serotipo 4,5,12:i:-, foi previamente caracterizada num
estudo sobre a contaminagdo de carcagas suinas em matadouros portugueses (Cota et al., 2019) e utilizada no

presente trabalho. ATCC - American Type Culture Collection; CECT - Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo.

3.3 Caracterizagao do perfil de viruléncia da colegdao bacteriana em
estudo

Os fatores de viruléncia sao moléculas produzidas por microrganismos potencialmente
patogénicos que lhes conferem a capacidade de evadir as defesas do hospedeiro e causar
doenca. Esses fatores incluem toxinas, enzimas, exopolissacaridos, bem como estruturas de
superficie celular, como capsula, lipopolissacaridos e proteinas de adesao (Levison, 2020)

A caracterizagdo do perfil de viruléncia de cada um dos isolados bacterianos da
colecado em estudo foi feita recorrendo a meios de cultura especificos para detegao fenotipica
da produgéao de diversas enzimas bacterianas e de biofilme (Fernandes et al., 2022), de modo
a compreender o potencial patogénico das bactérias usadas neste estudo e correlacionar essa
informagao com os resultados da agao do OE de laranja.

Neste ensaio avaliou-se a producao das enzimas lipase, DNase, protease, lecitinase
e gelatinase pelas bactérias em estudo, bem como a capacidade de produgao de biofilme, de
acordo com os protocolos estabelecidos por outros autores (Fernandes et al., 2022).

A avaliagdo de cada um dos fatores de viruléncia, em cada uma das bactérias em

estudo, foi realizada em triplicado em dias independentes.

3.3.1. Avaliacao da producao de Dnase
As bactérias em estudo foram inoculadas por estria na superficie de uma placa de
Petri com DNase Agar (Oxoid™) e incubadas a 37°C por 48 horas. Apdés o periodo de

incubagédo, os resultados foram revelados utilizando acido cloridrico (0.01M), sendo que a

19



formacgdo de um halo claro em volta da zona de multiplicagdo bacteriana corresponde a um
halo de degradacdo de DNA, e consequentemente a um resultado positivo.

Neste ensaio foi utilizado como controlo positivo o isolado Staphylococcus aureus
ATCC 25923, e como controlo negativo o isolado Escherichia coli ATCC 25922.

3.3.2. Avaliagao da Producao de Protease

As bactérias em estudo foram inoculadas na superficie da placa de Skim Milk Agar,
composto por leite desnatado em p6 (VWR™) e agar bacteriolégico (VWR™), e incubadas a
37°C por 72 horas. As placas foram observadas a cada 24 horas, sendo que a detecdo de um
halo transparente em volta das coldnias, resultante da atividade proteolitica associada a
producao de proteases bacterianas, foi classificada como um resultado positivo.
Neste ensaio foi utilizado como controlo positivo o isolado Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853, e como controlo negativo o isolado Staphylococcus aureus ATCC 29213.

3.3.3. Avaliagao da Producao de Lecitinase

As bactérias em estudo foram inoculadas por estria na superficie de uma placa de
Triptic Soy Agar (VWR™) suplementado com 10% de gema de ovo estéril, e incubadas a 37°C
por 72 horas. As placas foram observadas a cada 24 horas, sendo que a detegdo de um
precipitado esbranquicado em volta das coldnias, resultante da atividade lecitinolitica
associada a producéo de lecitinases bacterianas, foi classificada como um resultado positivo.

Neste ensaio foi utilizado como controlo positivo o isolado Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, e como controlo negativo o isolado Escherichia coli ATCC 25922.

3.3.4. Avaliacao da producao de Gelatinase

As bactérias em estudo foram inoculadas em profundidade, por picada, em estudo em
tubos contendo 8 mL de Nutrient Gelatin (Ox0id®), sendo posteriormente incubados a 37°C
por 48 horas. Apos incubacgao, os tubos foram colocados a 4°C durante 30 minutos. Apds esse
periodo, os tubos foram observados, sendo que a liquefagdo do meio foi considerada como
um resultado positivo, correspondente a atividade gelatinolitica devido a produgdo de
gelatinases bacterianas.

Neste ensaio foi utilizado como controlo positivo o isolado Pseudomonas aeruginosa
Z25.1, isolado a partir de uma ulcera de Pé Diabético e pertencente a uma colecao do
Laboratério de Bacteriologia da FMV-ULisboa (Mendes et al., 2012), e como controlo negativo
o isolado Escherichia coli ATCC 25922.
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3.3.5. Avaliagcao da producao de Hemolisinas

As bactérias em estudo foram inoculadas na superficie de uma placa de Agar Columbia
com 5% sangue de ovelha (BioMérieux™), e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a
incubagao, as placas foram observadas, e os resultados estabelecidos de acordo com o
seguinte:

e Hemodlise Alfa (a): Produgéo de Alfa-hemolisinas com potencial para a destrui¢cao
parcial dos eritrocitos, resultando em uma zona verde-acinzentada ao redor das
colonias;

e Hemodlise Beta (B): Produgdo de Beta-hemolisinas com potencial para a destrui¢cao
completa dos eritrocitos, resultando em uma zona clara ao redor das colénias;

e Hemodlise Gama (y): Sem capacidade de produgao de hemolisinas, ndo se observando
destruicdo dos eritrocitos, e com auséncia de mudancga na cor do meio ao redor das
colonias.

Neste ensaio foi utilizado como controlo positivo o isolado Staphylococcus aureus ATCC

25923, e como controlo negativo o isolado Pseudomonas aeruginosa Z25.1.

3.3.6. Avaliagao da producao de Biofilme

As bactérias em estudo foram inoculadas por estria na superficie de uma placa de agar
Vermelho Congo, composto por Brain Heart Infusion (VWR™), agar Bacteriologico (VWR™),
Vermelho Congo 0,08% (Sigma®) e sacarose 5% (Merck™), e incubadas a 37°C por 72 horas.
As placas foram observadas a cada 24 horas, sendo que a detecdo de coldnias pretas foi
considerada um resultado positivo, correspondente a isolados com a capacidade de producéo
de biofilme.

Neste ensaio foi utilizado como controlo positivo o isolado Enterococcus faecalis ATCC

29212, e como controlo negativo o isolado Escherichia coli ATCC 25922.

3.4 Avaliagao da atividade antimicrobiana do Oleo Essencial de Laranja

Para avaliar a atividade antimicrobiana do OE de laranja relativamente a colegao
bacteriana em estudo, utilizou-se um método de difusdo em disco modificado (Bauer et al,
1966). Em primeiro lugar, foi preparada uma suspensao bacteriana em NaCl 0,9% para cada
isolado em estudo, com um grau de turvagéo de 0,5 na escala de McFarland, o que equivale
a aproximadamente 1 a 2 x 10® Unidades Formadores de Coldnias (UFC)/mL. Em seguida,
cada suspensao bacteriana foi inoculada a superficie de uma placa de meio de cultura Brain
Heart Infusion (BHI) agar com o auxilio de uma zaragatoa estéril, através da técnica de
sementeira em tapete, onde posteriormente, 10 microlitros de éleo essencial de laranja foram

pipetados para discos de papel de filtro estéreis, e colocados em seguida na superficie das
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placas inoculadas com as diferentes suspensdes bacterianas (dois discos de OE por placa).
As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds incubacéo, as placas foram observadas
de forma a identificar a presenca de halos de inibicdo bacteriana ao redor dos discos de papel
de filtro. A presenga e o didmetro dos halos de inibicdo foram registados, indicando
capacidade do OE de laranja em inibir a multiplicagdo bacteriana. A auséncia de halos foi
considerada como um resultado negativo, indicando que o 6leo essencial ndo apresentou
atividade antimicrobiana contra as bactérias em estudo.

O ensaio foi realizado trés vezes, em dias independentes para garantir a
reprodutibilidade dos resultados.

O método de difusdo em disco é amplamente utilizado para avaliar a atividade
antimicrobiana de substancias, oferecendo uma forma simples e eficaz de observar o efeito
inibitério de potenciais agentes antimicrobianos, como os 6leos essenciais. A padronizagéo
do indculo bacteriano e a repeticdo do teste em réplicas garantem a preciséo e a validade dos
resultados obtidos (CLSI, 2020).

Nesta etapa também foi avaliado o potencial inibitério do composto DMSO,
Dimetilsulféxido (Sigma), de forma a avaliar a sua potencial utilizagdo como solvente para o
OE nas proximas etapas do trabalho experimental. (Gharsallaoui et al., 2016)

Adicionalmente foi incluido como controlo positivo, o péptido antimicrobiano Nisina
(1000pg/mL - 2.5% pureza, 1000 IU/mg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), composto este
largamente utilizado na industria alimentar como aditivo alimentar (E234) devido a sua
atividade antimicrobiana comprovada contra bactérias Gram positivas patogénicas presentes
em diversos alimentos. (Cunha et al., 2020; Wu et al., 2023).

O método de difusdo em disco foi selecionado para avaliar a inibicdo microbiana apds
a realizacao de ensaios preliminares, como o método spot on lawn e 0 método de pogos. No
ensaio spot on lawn, 10 uL de 6leo essencial (OE) de laranja foram aplicados diretamente
sobre meio de cultura BHI agar previamente inoculado com a bactéria de interesse. No método
de pogos, um circulo de aproximadamente 1 cm foi removido do meio de cultura BHI agar
contendo a bactéria, e 10 uL de OE de laranja foram depositados no pogo. Ambos os métodos
foram descartados devido a rapida evaporacao do OE e a corrosdo do plastico das placas de
Petri. Dada a dificuldade em manter o OE em contato com o meio por tempo suficiente para
observar sua acao antimicrobiana, o método de difusdo em disco foi considerado mais
adequado, pois minimiza a evaporagao do oleo, permitindo uma exposi¢cao prolongada e mais

eficaz do composto.
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3.5 Determinacao da curva de inibicao/multiplicagcao bacteriana e da
Concentragcdao Minima Inibitéoria do 6leo essencial de laranja
relativamente a colegcao bacteriana em estudo

Neste ensaio foram utilizadas apenas as bactérias relativamente as quais o OE de
laranja apresentou atividade antimicrobiana. Assim, para determinacdo da curva de
inibicado/multiplicagdo bacteriana e da Concentragdo Minima Inibitéria recorreu-se a um
método de microdiluicdo em placa de 96 pogos, com diluigbes seriadas do OE de laranja e
suspensdes bacterianas das bactérias em estudo, incubadas durante 24 horas a 37°C,
seguindo-se de medi¢des, de hora a hora, da densidade o6tica (DO) a 600 nm (Jiang et al.,
2011; Lourinho, 2021 & Probst, 2012).

A concentragdo minima inibitéria (CMI) é definida como a menor concentragao de
um agente antimicrobiano capaz de impedir a multiplicacdo visivel de um microrganismo
(Wiegand et al, 2008). Contudo, devido a interferéncia da coloracdo normal do OE de laranja
na avaliagao visual da multiplicagéo bacteriana, foi utilizado um leitor de Densidade 6tica (DO)
no comprimento de onda de 600 nm para a avaliagdo da CMI. A CMI foi determinada
comparando cada valor de DO (600nm) dos pogos teste (contendo suspensao bacteriana e
as diferentes concentragdes do OE de laranja), com o respetivo controlo positivo (apenas
suspenséao bacteriana) ao fim de 24 horas de incubagéo. Os valores de DO dos pogos teste
foram avaliados apds remogao do valor de DO correspondente ao OE de laranja sem a
suspensdo bacteriana, eliminando assim a interferéncia da coloragao normal do OE de
laranja. A CMI foi definida como a concentragdo de OE de laranja capaz de uma inibigao
bacteriana superior a 90%, quando comparado com o controlo positivo (s6 suspensao
bacteriana) (Lourinho, 2021 & Probst, 2012).

Para este ensaio as bactérias em estudo foram propagadas em placas de BHI agar
durante 24 horas a 37°C. Posteriormente foi realizada uma suspensao bacteriana em solugéo
de NaCl 0,9% estéril, com um grau de turvagdo de 0,5 na escala de Macfarland
(correspondente a 1 a 2 x10® UFC/mL). De seguida, a suspensao foi diluida de 1:100 em meio
de cultura BHI liquido, de forma a obter-se uma suspenséo bacteriana com uma concentragao
de 106 UFC/mL, que foi aplicada nas microplacas de 96 pogos.

Os pogos das microplacas foram inicialmente preenchidos com 50 pL de OE de laranja
diluido de forma seriada em DMSO, na proporgdo de 1:2 — 1:4 — 1:8 — 1:16 — 1:32 — 1:64 —
1:128. Apresentando uma concentragao (V/V) de 500 yL/mL (OE inicial), seguindo se as
diluigdes seriadas de 250 yL/mL — 125 yL/mL - 62,5 pyL/mL — 31,2 yL/mL — 15,6 yL/mL - 7,8
uML/mL, respectivamente. Em seguida, foram preenchidas com 150 pL da suspensao

bacteriana em estudo.
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Em cada placa foram incluidos varios controlos, nomeadamente: um controlo positivo,
correspondente a um pogo contendo apenas a suspensdo bacteriana, e servindo de
comparagao para avaliagdo da CMI; um controlo negativo, correspondente a um pogo
contendo apenas o meio de cultura, para avaliar a validade e esterilidade da técnica; um
controlo negativo do solvente, correspondente a um pogo com DMSO e meio de cultura BHI
liquido; e um controlo positivo do solvente, correspondente a um pogo contendo DMSO,
solucdo bacteriana e meio BHI liquido.

Adicionalmente, foi incluido um controlo positivo de atividade antimicrobiana
correspondente ao péptido antimicrobiano Nisina A (1000 ug/mL), bem como um conjunto de
controlos do OE, correspondentes a pogos que continham OE nas diversas diluigdes (com
DMSO) e meio de cultura BHI liquido, e que foi utilizado como “branco” na avaliagédo da CMI.

O ensaio foi realizado em ftriplicado em dias independentes, cada um dos quais
incluindo 3 replicas bioldgicas por condicdo testada no ensaio nas proporgdes vistas na
Tabela 2.

Tabela 2: Esquema das diluicoes e analises realizadas nos ensaios em microplacas de 96 pogos.

C- C- Em diluigGes seriadas | C+ C- C+
200ul {150 pl BHI +|50ul DMSO + 50ul OEL | 200yl 50ul DMSO +|50ul DMSO +
1 |BHI |50ul OEL + 150ul S.B SB 150ul BHI 150ul S.B
200ul {151 pl BHI +|50ul DMSO + 50ul OEL | 200yl 50ul  Nisina +|50ul Nisina +
2 |BHI |50ul OEL + 150ul S.B SB 150ul BHI 150ul S.B
200ul |152 pl BHI +|50ul DMSO + 50ul OEL | 200yl
3 |BHI | 50ul OEL + 150ul S.B SB
50ul DMSO com OEL +
150ul BHI

Legenda: +: positivo; -: negativo; BHI: Brain Heart infusion liquido; DMSO: dimetilsulfoxido; OEL: éleo essencial de

laranja; S.B.: suspenséo bacteriana

Na Figura 7, € possivel observar o esquema utilizado na microplaca de 96 pogos para
determinagéo da CMI. Especificamente: em verde, na coluna 1, o controlo negativo do meio
de cultura BHI liquido; em roxo, na coluna 2, o controlo de cor do BHI liquido com o OE de
laranja; em amarelo nas colunas de 3 a 9 as diluigbes seriadas do OE de laranja, na coluna
de 3 a9, em azul nalinha D e H, o BHI com DMSO e a respectiva diluicdo em cada pogo
sequencial do OE de laranja (usado como branco para determinar a real absorbancia das
diluicdes do OE em solugéo bacteriana); na coluna 10, em rosa, o controlo positivo contendo

a solucéo bacteriana do microrganismo analisado; na coluna 11 ,em azul, o controlo negativo
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do DMSO e Nisina, respectivamente; e na coluna 12, em rosa, o controlo positivo para DMSO

e Nisina, respectivamente.
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-00000000000@
000000000 00C
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Figura 7: Representagao em cores dos pocos da microplaca contendo a descricao para a
analise. (Original do autor, criado no Biorender — http://www.biorender.com)

Cada placa foi incubada durante 24 horas a 37°C recorrendo ao leitor de placas (BMG
Labtech, FLUOstar OPTIMA), tendo sido medida a densidade o6tica a cada hora, de forma a
permitir construir um grafico de inibigdo/multiplicagéo bacteriana e avaliar a CMI ao fim de 24h

de incubacéo.

3.6 Determinagao da Concentracdo Minima Bactericida do déleo
essencial de laranja relativamente a colegao bacteriana em estudo

A Concentragdo Minima Bactericida (CMB) do OE de Laranja relativamente a colegéo
bacteriana em estudo foi determinada apo6s determinagéo da Concentragédo Minima Inibitéria
(Jiang et al., 2011). Assim no final das 24h de incubagédo e determinagéo da CMI, foram
recolhidos 5 microlitros de cada pogo teste, com as varias diluigbes do OE de laranja e a
suspensao bacteriana, e posteriormente inoculados na superficie de placas de BHI agar. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e apds esse periodo, as placas foram
inspecionadas visualmente para avaliar a presenga ou auséncia de multiplicacdo bacteriana.

A CMB foi considerada como a menor concentragao de 6leo essencial de laranja que resultou
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na auséncia total de multiplicagédo bacteriana nas placas de BHI agar. Todos os testes foram
realizados em triplicado para garantir a reprodutibilidade e a precisdo dos resultados, em dias
independentes e com 3 replicas biologicas por condigéo testada, seguindo o mesmo principio

referido na determinagéo da CMI.

4. Resultados e Discussao

Nesta seccgao, serao apresentados e discutidos os principais resultados obtidos ao
longo deste estudo nomeadamente a avaliagdo da composi¢cédo do oleo essencial de laranja
por cromatografia gasosa e espectrometria de massa; a caracterizagéao do perfil de viruléncia
da colegao bacteriana em estudo; e os resultados da analise da atividade antimicrobiana do
6leo essencial de laranja obtidos a partir dos testes de difusdo em disco, da determinagéo da
Concentragao Minima Inibitéria e da Concentragdo Minima Bactericida. Estes dados seréo
analisados a luz de estudos anteriores e comparados com a literatura existente. A discusséao
ira focar-se nas tendéncias observadas, nas possiveis explicacbes para as variagdes nos
resultados, e na relevancia destes resultados para o campo de estudo destacando a
contribuicdo deste trabalho para investigacdes futuras de o6leos essenciais na Industria

Alimentar.

4.1 Composicdo do o6leo essencial de laranja determinada por
Cromatografia Gasosa e espectrometria de massa

A técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) foi
utilizada para identificar e quantificar os componentes volateis presentes no 6leo essencial de
laranja. A cromatografia gasosa permitiu a separagdo dos compostos com base nos seus
tempos de retencdo, enquanto que a espectrometria de massa foi responsavel pela
identificacdo dos constituintes separados, através da comparacao dos espectros de massa
obtidos com bibliotecas de espectros e padrées conhecidos (Adams, 2007). Esse método
combinou a alta eficiéncia de separagao da cromatografia gasosa com a precisdo da
espectrometria de massas, possibilitando a caracterizacido detalhada dos compostos
presentes no 6leo essencial. Na Figura 8 é apresentado o cromatograma obtido, onde os picos

representam os diferentes compostos volateis separados ao longo do tempo.
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Figura 8: Cromatograma representativo da composicio do oleo essencial de laranja

determinada por Cromatografia Gasosa.

O interesse em avaliar os constituintes do 6leo essencial analisado reside na
importancia de determinar o seu perfil bioquimico, com énfase na quantificagdo do Limoneno,
o principal monoterpeno com propriedades antibacterianas, antifungicas e antioxidantes,
como relatado por Ravichandran et al. (2018) e Suh et al. (2017). Esses estudos destacam o
papel do Limoneno como uma componente chave na agédo antimicrobiana. De acordo com
Aazza et al. (2011), os 6leos essenciais de laranja geralmente contém entre 90% e 95% de
Limoneno na sua constituicdo, contudo Mahato et al. (2019) menciona que os valores podem
variar de 32% a 95%.

O dleo essencial estudado apresenta uma concentragdo de 69% de Limoneno, sendo
um percentual dentro dos valores expetaveis segundo Mahato et al. (2019) e os principais

componentes identificados no 6leo essencial de laranja estéo listados na Tabela 3.
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Tabela 3: Descricao dos constituintes, em percentagem, identificados no 6leo essencial de

laranja pelo método de Cromatografia Gasosa

Composto Percentagem (%)
Biciclo[3.1.0]hexano, 4-metileno-1-(1-metiletil)-3 0,22
3 beta-Mirceno 0,50
D-Limoneno 69,08
Octanal 0,23
Oxido de limoneno 1,53
Decanal 0,19
3-Tridecen-1-ino, (Z)- 1,00
p-Menta-1,8-dien-7-ol 0,58
trans-p-Menta-2,8-dienol 1,20
cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol 1,27
Citral 0,30
D-carvona 4,74
Aldeido de perila 0,27
p-Menta-1(7),8-dien-2-ol 0,23
1,2-Ciclohexanodiol, 1-metil-4-(1-metiletenil) 0,84
trans-Carveol 2,88
2-Cicloexen-1-ona, 3-metil-6-(1-metiletenil)-, (S) 0,37
cis-Carveol 1,41
(4-1sopropenil-1-cicloexen-1-il)metanol 0,21
2(5H)-Furanona, 5-metil 0,44

Com base neste resultado, pode-se especular que a sua atividade antimicrobiana
podera ser inferior a 6leos com concentragdes mais elevadas de Limoneno. Para confirmar
essa hipotese, seria necessario realizar um estudo comparativo envolvendo 6leos essenciais
de laranja da mesma variedade, porém com diferentes percentagens de Limoneno, a fim de
avaliar o impacto direto dessa variagdo na agao antimicrobiana.

Outros dois componentes que aparecem em percentagem relevante para serem
abordados e que podem atuar em sinergismo com o Limoneno sao O D-carvone e o trans-
carveol, que sdo compostos presentes no 6leo essencial de laranja que possuem diversas
propriedades bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana e aromatica. O D-carvone é um
monoterpeno cetona amplamente encontrado em oOleos essenciais de varias plantas, sendo
conhecido pelas suas atividades antimicrobiana, antifungica, antioxidante e anti-inflamatéria.
Estudos demonstram que o D-carvone pode atuar na membrana celular bacteriana, causando

alteracdes estruturais que levam a morte das células. (Bouyahya et al., 2021).
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Ja o trans-carveol, um alcool monoterpénico, também tem sido associado a
propriedades antimicrobianas, especialmente contra bactérias Gram-positivas, apresentando
capacidade de danificar a integridade da membrana celular desses microorganismos. Ambos
os compostos, D-carvone e trans-carveol, sdo investigados como potenciais agentes naturais
para a conservacao de alimentos, sendo também utilizados em produtos farmacéuticos e
cosmeéticos (Berthold-Pluta et al., 2019).

Em comparagdao com Ambrosio et al. (2021), o valor encontrado nesta qualificagéo do
OE de laranja foi maior do que os valores encontrados no seu trabalho, ambos ndo chegaram
a 1% do valor total dos constituintes encontrados. O que pode indicar uma mais valia no

potencial antimicrobiano do OE de laranja em estudo.

4.2 Perfil de viruléncia das bactérias do estudo
Relativamente a caracterizacdo do perfil de viruléncia fenotipico da colegao

bacteriana em estudo, os resultados encontram-se apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Fatores de viruléncia produzidos pelas bactérias em estudo, detectados através de

métodos fenotipicos

Resultados dos fatores de viruléncia

Bactérias Fatores de viruléncia detetados
Escherichia coli ATCC 25922 Alfa hemolise

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Dnase - Gelatinase - Beta hemolise - Biofilme
Listeria monocytogenes CECT 935 Gama hemodlise

Listeria monocytogenes de Suino Dnase - Alfa hemdlise

Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443 Alfa hemolise

Salmonella enterica subsp. enterica CECT 722 Dnase - Alfa hemolise

Salmonella enterica subsp, enterica 104 Alfa hemolise

Salmonella enterica subsp. enterica CECT 7162 | Alfa hemdlise

Considerando o descrito por Leitdo(2020) a DNase é uma enzima que degrada o

DNA extracelular, ajudando as bactérias a escapar das armadilhas extracelulares de
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neutrdfilos, facilitando a disseminagao da infecgao; as hemolisinas sdo toxinas que causam a
lise das hemacias permitindo que as bactérias obtenham nutrientes essenciais como o ferro;
a protease € uma enzima que degrada proteinas, inativando as defesas do hospedeiro, como
anticorpos, e promovendo a invasao tecidual; a lecitinase é capaz de destruir a membrana
celular, principalmente ao degradar fosfolipidios, contribuindo para a necrose tecidual; a
gelatinase degrada o colageno, facilitando a invaséao tecidual e a colonizagéo; e o biofilme &
uma estrutura complexa formada por comunidades bacterianas protegidas por uma matriz
extracelular, que conferem uma maior resisténcia a antibiéticos bem como a resposta imune
do hospedeiro, além de outras vantagens de sobrevivéncia aos microrganismos que
participam nestas comunidades.

Staphylococcus aureus ATCC 25923 apresentou multiplos fatores de viruléncia,
incluindo a capacidade de produzir DNase, gelatinase, beta-hemolise e formagéao de biofilme.

O serotipo de Listeria monocytogenes CECT 935 nao apresentou a capacidade de
produzir nenhum dos fatores de viruléncia pesquisados. Na pesquisa de hemolisinas ele foi
caracterizado como gama-hemolise por ndo ser capaz de lisar as hemacias do meio de
cultura.

O serotipo de Listeria monocytogenes de suino e o serotipo da Salmonella enterica
subsp. enterica CECT 722 possuem dois fatores de viruléncia, Dnase e Alfa-hemodlise.

No caso da Salmonella enterica CECT 443, Salmonella enterica subsp. enterica 104,
Salmonella enterica subsp, entérica CECT 7162 e Escherichia coli ATCC 25922, foi possivel
observar apenas alfa-hemdlise como fator de viruléncia.

No estudo de Vazquez-Boland et al. (2001) é apontado que a alfa-hemdlise € um fator
importante de viruléncia, pois a lise parcial das hemacias permite que a bactéria aceda a
nutrientes essenciais, como o ferro, auxiliando na sobrevivéncia e disseminagdo no
hospedeiro. No entanto, em um estudo de Zhu et al. (2005), foi relatado que certas estirpes
de Listeria podem apresentar variagcdo na expressao de fatores de viruléncia, sendo que
algumas nao exibem hemolisinas ativas, o que coincide com os resultados obtidos na estirpe
CECT 935, que foi caracterizada como gama-hemolise.

Em relagcdo a Salmonella enterica subsp. enterica CECT 722, é importante destacar
que a presenga de DNase e alfa-hemdlise, identificado neste estudo, sugere uma capacidade
elevada de invasao tecidual e evasao do sistema imune segundo o estudo de Leitdo (2020),
pois 0 mesmo menciona que a DNase desempenha um papel crucial na fuga das armadilhas
extracelulares dos neutrofilos, enquanto que as hemolisinas facilitam o acesso a nutrientes
essenciais. Ja o estudo de O’Gara (2007), destacou que a capacidade de produzir alfa-
hemolisinas € comum em diferentes serotipos de Salmonella e esta frequentemente

associada a infecgdes mais invasivas.
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A auséncia de outros fatores de viruléncia, como proteases ou formagao de biofilme,
em serotipos de Listeria e Salmonella pode ser explicada pela diversidade genética dessas
bactérias, como apontado em estudos de Rocourt et al. (2003). Em contrapartida, a alta
capacidade de viruléncia observada em Staphylococcus aureus ATCC 25923 — pela
presenca de DNase, gelatinase, beta-hemolise e biofiime — reforga a variabilidade de
mecanismos utilizados por diferentes microorganismos patogénicos para sobreviverem em
ambientes adversos e resistirem aos tratamentos antimicrobianos.

Os resultados que indicam a presencga de fatores de viruléncia em microrganismos
isolados de alimentos reforgam a importancia de medidas rigorosas de controle sanitario em
toda a cadeia de produgéo. Estudos mostram que regulamentagdes como o HACCP (Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle) sdo fundamentais para minimizar a contaminagéo
por microorganismos patogénicos com potencial virulento. A deteccdo de serotipos
patogénicos com fatores de viruléncia, justifica a implementagéo de protocolos mais rigorosos
de higienizacdo e monitoramento de alimentos, especialmente em ambientes de alto risco,
como carnes cruas e outros produtos de origem animal. Essas medidas s&o essenciais para
evitar surtos de doencgas transmitidas por alimentos e garantir a seguranga do consumidor
(Awuchi, 2023).

Na Figura 9, é possivel observar controlo negativo para gelatinase (A), gelatinase
positiva para S. aureus ATCC 25923 (B) e controlo positivo (C). Os demais tubos da figura
mostram que todas as outras bactérias deste estudo nédo foram capazes de degradar a
gelatina, ndo possuindo gelatinase.
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Figura 9: Analise para detecao da capacidade de produgao de gelatinase em tubo. A — Controlo

negativo; B — Resultado Positivo por S. aureus ATCC 25923; C — controlo positivo.

Na Figura 10 sdo apresentados os resultados obtidos no teste de avaliagdo de
producdo de Dnase, sendo que as bactérias com capacidade de produzir Dnase apresentam
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um halo transparente a sua volta como mostra o controlo positivo (A) e bactérias que nao
possuem este fator de viruléncia ndo apresentam halo, como mostra o controlo negativo (B).
O S. aureus (C)apresenta capacidade de produzir Dnase, assim como a Salmonella enterica
subsp. enterica CECT 722 (D).

Figura 10: Ensaio para determinar a capacidade de produzir Dnase pelas bacterias em estudo. A —
controlo positivo; B — controlo negativo; C — Resultado positivo de S. aureus ATCC 25922; D — Resultado
positivo de S. enterica subsp. enterica CECT 722 .

Na Figura 11, pode-se observar-se os tipos de hemdlise que foram detetados neste
estudo em relacdo as bacterias em estudo. Foi verificada uma auséncia de hemdlise no
controlo negativo (A) e na Listeria monocytogenes CECT 935 (E). Alfa-hemdlise em todos os
serotipos de Salmonella analisadas (G), Escherichia coli ATCC 25922 (D) e Listeria
monocytogenes de Suino (F). Por outro lado foi detetada beta hemolise no controlo positivo
(B) e em Staphylococcus aureus ATCC 25923 (C).
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Figura 11: Representacao dos tipos de hemdlise observadas neste estudo pela colecgao bacteriana em
estudo. A - controlo negativo; B — controlo positivo; C — S. aureus ATCC 25923; D — E. coli ATCC
25922; E - L. monocytogenes CECT 935 ;F- L. monocytogenes de Suino

Na Figura 12 é possivel observar coldnias pretas representando bactérias formadoras
de Biofilmes no Staphylococcus aureus ATCC 25923 (A) e no controlo positivo (B). O controlo
negativo (C) e as restantes bactérias de estudo (D) foram negativas para a producdo de
biofilme.

Figura 12: Resultados da detegao de producao de biofilme pela colecgao bacteriana em
estudo. A — S. aureus ATCC 25923; B- controlo positivo; C — controlo negativo; D — restantes
isolados em estudo.
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Na Figura 13, é possivel observar a capacidade de producao de protease pelo controlo
positivo, verificando-se um halo transparente em redor da bactéria ( A), as restantes bacterias
nao foram capazes de produzir protease, apresentando auséncia de halo tal como verificado
no controlo negativo ( B).

Figura 13: Resultados da detecao de producgao de Protease pela colecg¢ao bacteriana em

estudo. A — controlo positivo; B — controlo negativo.

Adicionalmente, pode-se observar na Figura 14 o resultado da avaliagdo da
capacidade de producgao de lecitinase pela colecgao bacteriana em estudo, verificando-se que

nenhuma bactéria foi capaz de produzir esta enzima.

Figura 14: Resultados da deteg¢ao de producgao de Lecitinase pela colecg¢ao bacteriana em

estudo. A — controlo positivo; B — controlo negativo.
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4.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana do Oleo Essencial de
Laranja: Método de difusdao em disco

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de laranja relativamente a colegéo
bacteriana em estudo foi avaliada através da detecao de formagao de halos de inibigcdo ao
redor de discos impregnados com o 6leo essencial de laranja, apos incubagao a 37°C durante
24 horas.

Os halos de inibigado foram medidos em milimetros (mm) e representam a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de laranja contra as bactérias estudadas. Os resultados
estdo sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5: Diametro dos halos de inibigdo (mm) promovidos pelo dleo essencial de laranja

relativamente a colegdo bacteriana em estudo.

Resultados da inibicdo da multiplicacéo bacteriana

Bactérias Diametro do halo de inibicdo (mm) + DP
Escherichia coli ATCC 25922 06mm £ 0,0
Staphylococcus aureus ATCC 25923 12mm £ 5,13
Listeria monocytogenes CECT 935 10mm = 0,0
Listeria monocytogenes de Suino 10mm = 0,0
Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443 11mm £ 2,52
Salmonella enterica subsp. enterica CECT 722 06mm £ 0,0
Salmonella enterica subtp. enterica 104 06mm + 0,0
Salmonella enterica subsp. enterica CECT 7162 06mm £ 0,0

Legenda: DP= Desvio padrao

Conforme observado, o 6leo essencial de laranja apresentou atividade antibacteriana
contra as diferentes estirpes testadas. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi a bactéria mais
susceptivel ao 6leo essencial, apresentando um halo de inibigdo de 12.0 + 5,1mm, seguido
por Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443, com um halo de inibicdo de 11.0 £ 2,6mm,
e Listeria monocytogenes CECT 935 e Listeria monocytogenes de Suino com halos de
inibicdo de 10.0 + 0,0mm, respectivamente.

Os isolados Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp. enterica CECT
722, Salmonella enterica subsp. enterica 104 e Salmonella enterica subsp. enterica CECT
7162 nao exibiram halos de inibigao, indicando que o OE de laranja n&o apresenta atividade
antimicrobiana contra estas estirpes.

Com estes resultados é possivel verificar que a acado do OE de laranja € mais eficaz

relativamente ao grupo de bactérias Gram-positivas analisado, assim como ja reportado por

35



Calo (2015), onde mencionou que os O6leos essenciais tem demostrado mais atividade
antimicrobiana em bactérias Gram-positivas tais como: Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Bacillus cereus. Esta atividade parece estar relacionada coma interacéo
direta entre as membranas das células bacterianas e os componentes hidrofébicos dos dleos,
incluindo os terpenos e monoterpenos por exemplo, encontrados em grande concentracdo em
6leos citricos. Esta interagao seria responsavel por danos na membrana celular, resultando
em morte celular do microorganismo.

A metodologia realizada para a avaliagao preliminar da actividade antimicrobiana do
OE de laranja foi seleccionada apés testagem de varios métodos, como apresentado na figura
15, tendo-se verificado que o teste de difusdo em disco seria o teste mais eficaz nesta
avaliacgao preliminar. A figura 15, abaixo, tem como objetivo ilustrar como foram realizados os
testes preliminares e a presenca de inibicdo da multiplicacdo bacteriana. Os circulos pretos
demonstram o didametro dos halos de inibigdo pelo método de disco em difusdo impregnado
com o OE de laranja (A). O halo marcado como B mostra a técnica de difusdo a partir de um
po¢o, onde se retira menos de 1 cm do agar e se aplica o OE de laranja, contudo verificou-se
que o OE de laranja degradava parcialmente o plastico da placa. Por outro lado, a zona
identificada com C, apresenta a técnica de spot on lawn, onde o OE de laranja volatiliza
rapidamente apds a colocagao na superficie do agar, ndo sendo possivel avaliar a sua

actividade antimicrobiana.

Figura 15: Testes preliminares de inibigdo bacteriana pelo OE de laranja.
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4.4 Concentragdes Minimas Inibitéorias do 6leo essencial de laranja
relativamente as bactérias em estudo

Para a determinacéo da CMI, as placas de 96 pocos foram incubadas por um periodo
de 24 horas, a 37°C, até a sua leitura final de absorbancia, sobre a qual foi calculado se houve
multiplicacdo bacteriana ou inibigdo nos diferentes pogos testes, que continham a suspensao
bacteriana e a concentragao de OE de laranja. Assim os resultados de CMI determinados
correspondem a concentragdo mais baixa de OE de laranja que foi capaz de inibir em mais
de 90% a multiplicacdo bacteriana, quando comparado com o respectivo controlo positivo

(apenas suspenséo bacteriana). Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados da Concentragcdo Minima Inibitéria do o6leo essencial de laranja

relativamente as bactérias de estudo.

Bactérias Concentragado Minima Inibitéria Diluigao
Staphylococcus aureus ATCC
8 uL/mL
25923 1:128
Listeria monocytogenes
125 yL/mL 1:8
CECT 935
Listeria monocytogenes de
. 125 pL/mL 1:8
Suino
Salmonella enterica subsp.
63 uL/mL 1:16
enterica CECT 443

Além do OE de laranja, foi também incluido como controlo neste ensaio o péptido
antimicrobiano Nisina, verificando-se que este péptido ndo conseguiu inibir a multiplicagéo
bacteriana da Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443, mas conseguiu inibir a
multiplicagao bacteriana do Staphylococcus aureus ATCC 25923, da Listeria monocytogenes
CECT 935 e da Listeria monocytogenes de Suino. Este resultado era esperado, visto que é
descrito por varios autores que a Nisina apresenta atividade antimicrobiana contra uma ampla
gama de bactérias Gram-positivas, incluindo microorganismos patogénicos de origem
alimentar e bactérias associadas a deterioragédo de alimentos (Field et al., 2023 & Gharsallaoui
et al., 2016). A agédo antimicrobiana da nisina ocorre principalmente por meio da formagao
de poros na membrana citoplasmatica das células bacterianas e pela inibicao da sintese de
peptidoglicano, componente essencial da parede celular bacteriana. Além disso, a nisina
também inibe a formacgdo de esporos bacterianos, contribuindo para a sua ampla eficacia
contra diversas espécies bacterianas (Montville et al., 2006).Contudo, deve-se realgas que a

nisina ndo € uma escolha viavel contra bactérias Gram-negativas, pois estas apresentam uma
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membrana externa composta por lipopolissacarideos (LPS) que impede a penetragéo da
nisina na célula bacteriana, impedindo a sua acgado antimicrobiana (Breukink et al., 1999;
Montville et al., 2006).

Nos pocos correspondentes aos controlos positivos de DMSO nao se observou
inibicdo da multiplicagéo bacteriana. Este controlo, foi aplicado de forma a verificar se o DMSO
poderia promover a inibicdo da multiplicacdo bacteriana mascarando o real efeito do OE de
laranja. Este resultado estd em concordancia com os trabalhos realizados por Lourinho (
2021), que também utilizou o DMSO na avaliagdo da actividade antimicrobiana do dleo
essencial de Eucalyptus globulus (Lourinho, 2021).

E possivel concluir que neste estudo, o OE de laranja na menor concentragéo
estudada, 8 uL/mL, foi capaz de inibir a multiplicagao do Staphylococcus aureus ATCC 25923,
demostrando assim um resultado muito promissor na inibicdo desta espécie bacteriana
importante na Industria Alimentar e também na sadde humana e animal.. De facto
Staphylococcus aureus esta amplamente relacionado com contaminagéo alimentar muitas
vezes relacionado com falta de higiene durante o processamento de alimentos. Este agente
patogénico é frequentemente encontrado na pele, nariz e garganta de seres humanos, sendo
um microrganismo comensal. Assim, este agente pode ser transferido para os alimentos
através de praticas inadequadas de higiene, como uma ineficiente lavagem das maos ou
manipulacao de alimentos sem os devidos cuidados, pelos operadores da industria alimentar.
A contaminacdo pode ocorrer através de tosse, espirros, cortes infectados ou toque em
superficies contaminadas (Alves et al. 2021).

Em ambas as estirpes de Listeria (Listeria monocytogenes CECT 935 e Listeria
monocytogenes de Suino) foi possivel observar que o OE de laranja apresentou atividade
antimicrobiana na concentragdo de 125 uL/mL e a Salmonella enterica subsp. enterica CECT
443, inibicdo na concentracéo de 63 pyL/mL.

Nos graficos 1, 2, 3 e 4 apresentados abaixo € possivel observar a dinamica da
multiplicacdo bacteriana, ao longo das 24h de incubagao, dos isolados em estudo no valor de
densidade o6tica (OD) medida a 600nm (OD600).
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Grafico 1: Curva de crescimento do Staphylococcus aureus ATCC 25923 durante um periodo de
24 horas de incubacao, incluindo o controlo positivo (apenas suspensao bacteriana) e na
presenca das diferentes concentragdes do OE de Laranja.
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Grafico 2: Curva de crescimento da Listeria monocytogenes CECT 935 durante um periodo de
24 horas de incubacgao, incluindo o controlo positivo (apenas suspensao bacteriana) e na
presenca das diferentes concentragdes do OE de Laranja.
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Grafico 3: Curva de crescimento da Listeria monocytogenes de Suino durante um periodo de 24
horas de incubacgao, incluindo o controlo positivo (apenas suspensao bacteriana) e na presenga
das diferentes concentragdes do OE de Laranja.
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Grafico 4: Curva de crescimento da Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443 durante um
periodo de 24 horas de incubagao, incluindo o controlo positivo (apenas suspensao bacteriana)
e na presenca das diferentes concentragées do OE de Laranja.
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4.5 Concentragoes Minimas Bactericidas do 6leo essencial de laranja
relativamente as bactérias de estudo

Apods a determinacdo da CMI, as microplacas de 96 pocos, que continham nos pogos
teste as suspensodes bacterianas das bactérias em estudo com as varias concentragdes de
OE de laranja, foram submetidos a avaliagdo para determinagdo da concentragdo minima

bactericida (CMB). Assim foram obtidos os resultados apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Resultados das Concentragbes Minimas Bactericidas do 6leo essencial de laranja
relativamente as bactérias de estudo.

- Dilui¢do | Diluicao | Dilui¢éo | Dilui¢gdo | Diluicao | Dilui¢ao | Diluigédo
2Ll 1:3 1:2 1:8 1:16 1:32 1:64 | 1:128
Staphylococcus aureus ATCC
25923 X
Listeria monocytogenes X
CECT 935
Listeria monocytogenes de
Suino X
Salmonella enterica subsp. X
Enterica CECT 443

Legenda: O X na tabela representa a concentragdo minima bactericida obtida para cada bactéria em estudo. As
zonas em branco representam as diluicdes onde ndo se observou multiplicagdo bacteriana e as zonas em
cinzento representam as concentracdes em que o OE de laranja néo teve efeito bactericida, e observou-se

multiplicacdo bacteriana

Com base nos resultados das CMBs é possivel concluir que a atividade bactericida do
OE de laranja foi detetado na diluicao de 1:4, ou seja, 250 uL/mL, para o Staphylococcus

aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes CECT 935, Listeria monocytogenes de Suino e
Salmonella enterica subsp. enterica CECT 443.

A analise para determinar a CMB foi feita dividindo a placa por concentragdes do OE
de laranja dos pocos respectivos da microplaca apds incubagao de 24 horas, como mostra a
Figura 16. Nota-se na figura o exemplo do procedimento, onde o numero zero (0) na placa
representa o controlo negativo, os numeros de 1 a 7 representam as diluigbes do OE de

laranja nas solugdes bacterianas: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:132, respectivamente.
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Figura 16: Teste para determinagao da concentragao Minima Bactericida (CMB).

Os resultados obtidos revelaram que todas as bactérias avaliadas demonstraram ser
susceptiveis a actividade antimicrobiana do OE de laranja, tendo sido atingida ndo s6 a
inibicdo da sua multiplicacdo mas também a morte celular, ndo existindo capacidade de
multiplicagao da bactéria em placa de agar na concentragéo de 1:4 (250 pyL/mL).

Estudos prévios com outros 6leos essenciais também demonstraram seu potencial
antimicrobiano. Por exemplo, Bomfim (2023) mostrou que os 6leos essenciais de limao (Citrus
limon) e hortelda (Mentha piperita) exibiram efeitos inibitérios sobre a multiplicagédo de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. De forma similar, Araujo e Longo
(2016) evidenciaram que o 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) apresentou agao
bacteriostatica e bactericida contra os mesmos patdogenos. Esses resultados sugerem a
possibilidade de explorar novos tipos de 6leos essenciais, utilizando diferentes técnicas e
concentragdes para avaliar sua eficacia antimicrobiana frente a diversas bactérias e fungos.

No entanto, a pesquisa com Oleos essenciais enfrenta diversas limitagdes,
principalmente relacionadas com a sua manipulacéo e volatilidade. A rapida volatilizacdo dos
compostos, mesmo em ambientes controlados, representa um desafio significativo durante os
ensaios experimentais. Além disso, alguns o6leos, como o 6leo essencial de laranja,
apresentam caracteristicas corrosivas, especialmente em contato com materiais plasticos, o

que foi observado durante as fases preliminares deste estudo. Essas limitagdes levaram a
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ajustes experimentais, como a selegédo cuidadosa de materiais e técnicas adequadas para
garantir uma maior preciséo e reprodutibilidade dos resultados. Portanto, € fundamental o
desenvolvimento de metodologias mais robustas que minimizem essas dificuldades e

melhorem a precisdo das experiéncias que envolvem a utilizagdo de éleos essenciais.

5. Conclusao e perspectivas futuras

Este estudo abordou a potencial aplicagdo do 6leo essencial (OE) de laranja, um
subproduto da industria de produgdo de sumo de laranja, como agente antimicrobiano
sustentavel. A investigagao visou explorar as propriedades antimicrobianas deste OE contra
bactérias de relevancia para a seguranga alimentar, bem como contribuir para a redu¢ao do
impacto ambiental associado aos residuos industriais.

A analise bioquimica realizada por cromatografia gasosa e espectrometria de massa
permitiu caracterizar os principais compostos presentes no OE de laranja, revelando uma
composicao rica em monoterpenos, conhecidos pelas suas propriedades antimicrobianas com
énfase no D-Limoneno. Além disso, o estudo do perfil de viruléncia da colegao bacteriana
testada, que incluiu bactérias Gram-positivas e Gram-negativas associadas a doengas de
origem alimentar, reforgou a relevancia do estudo destas espécies bacterianas no ambito da
seguranga dos alimentos.

Os ensaios de atividade antimicrobiana confirmaram o potencial do OE de laranja
como um agente inibidor da multiplicagdo bacteriana. A técnica de difusdo em disco
demostrou resultados promissores com a identificagdo de 4 isolados suceptiveis a accao do
OE. O mesmo foi observado com as determinacdes de concentracdo minima inibitéria (MIC)
e bactericida (MBC), que evidenciaram a eficacia do 6leo em concentragbes relativamente
baixas. Estes resultados sugerem que o OE de laranja pode ser uma alternativa viavel a
conservantes quimicos tradicionais, especialmente em aplica¢gdes na industria alimentar.

Apesar das limitagdes associadas ao uso do OE, como a possivel transferéncia de
sabor e odor para os alimentos como menciona Simona et al. (2021), este estudo refor¢a a
importancia de explorar subprodutos industriais com valor agregado. Nesse contexto, a
biotecnologia surge como uma estratégia promissora para superar essas limitagdes. Algumas
técnicas biotecnoldgicas podem ser utilizadas para selecionar e concentrar os compostos
bioativos de interesse do OE de laranja, ao mesmo tempo em que eliminam parcial ou
completamente os componentes responsaveis pelo odor indesejado. Essas abordagens
podem nao apenas ampliar a aplicabilidade deste OE na industria alimentar, mas também

garantir uma maior aceitagao por parte dos consumidores.
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A utilizagédo do OE de laranja pode reduzir o impacto ambiental da industria citricola,
ao mesmo tempo que oferece uma solugao natural para desafios de conservagéo e seguranga
alimentar.

Conclui-se, portanto, que o OE de laranja apresenta um potencial promissor para uso
na industria alimentar, contribuindo para a sustentabilidade dos processos produtivos e na
possivel redugdo da utilizacdo de conservantes artificiais. Além das aplicagdes na
conservagao de alimentos, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o OE de laranja
também possui potencial para ser utilizado como alternativa a alguns sanitizantes quimicos.
A sua atividade antimicrobiana eficaz contra bactérias relevantes para a seguranga alimentar
indica que o Oleo poderia ser explorado em aplicagbes como higienizagao de superficies de
contacto ou em processos de desinfegao na industria. No entanto, para comprovar esta
hipotese, seria necessario desenvolver novos estudos que investiguem a eficacia do 6leo
essencial de laranja em condigdes reais de aplicagdo, avaliando fatores como concentragao
ideal, tempo de acdo e possiveis impactos nos materiais tratados. Estas investigactes
poderiam expandir significativamente as possibilidades de aplicagdo do OE de laranja,
reforcando sua viabilidade como uma solucdo sustentavel e natural.

Para futuros estudos seria importante avaliar a aplicagdo do OE em matrizes
alimentares especificas otimizar a sua eficacia e aceitagdo no mercado, e desenvolver uma

avaliagdo sobre viabilidade econémica para aplicagao na industria.
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Anexos

Anexo 1: Tabela de especificagcdoes do OE de laranja fornecido pela Plena Natura,
classificagao e rotulagem da Ficha de dados de seguranga.

ESPECIFICACOES DE PRODUTO

(conforme original do n/fornecedor)

INCI: CITRUS AURANTIUM DULCIS

Co6pIGo bo PRODUTO: PN01025

CAS #: 8028-48-6

EINECS #: 232-433-8

PROCESSO DE FABRICO: PRENSAGEM

VALIDADE / USAR DE PREFERENCIA ANTES DE: 24 MESES DA DATA DE PRODUCAQ

APARENCIA LiQuibo
CoRrR COR DE LARANJA - VERMELHO
ODOR CARACTERISTICO, LARANJA
GRAVIDADE ESPECIFICA (@ 20°C) 0.830-0.850
INDICE DE REFRATIVIDADE (@ 20°C) 1.468 — 1.490
ROTACAO OPTICA (°C) +93.0 A +100.0
VALOR DE PEROXIDO (MMOL/L) <20.0

CONDIGOES DE ARMAZENAMENTO
Armazenar em local fresco e seco, afastado do calor e luz solar

SECGAO 1 - IDENTIFICACAO DO PRODUTO E DO FORNECEDOR
1.1. IDENTIFICACAO DO PRODUTO

NOME DO PRODUTO OLEO ESSENCIAL DE LARANJA DOCE

O OLEO OBTIDO POR EXPRESSAO MECANICA DOS EPICARPOS FRESCOS DA LARANJA DOCE, CITRUS AURANTIUM L.
DEFINICAO BIOLOGICA
VAR. DULCIS L. (SYN: CITRUS SINENSIS).

Nome INCI CITRUS AURANTIUM DuLCIS

SINONIMOS & NOMES COMERCIAIS ===

EEIED PN01025 NeFDA | N/D COE No. N/D
INTERNO
Ne CAS 8028-48-6 ECNo. | 232-4338 Ne EINECS 232-4338

1.2. UTILIZACOES IDENTIFICADAS RELEVANTES DA SUBSTANCIA OU MISTURA E UTILIZACOES DESACONSELHADAS

1.3. IDENTIFICACAO DO FORNECEDOR DA FICHA DE DADOS DE SEGURANCA

FORNECEDOR: PLENA NATURA — PRODUTOS NATURAIS, UNIP., LDA.

MORADA: AVENIDA DOS MOINHOS, 3A — ALFRAGIDE, 2610-118 AMADORA - PORTUGAL
TELEFONE: (+351) 215982 195

EMAIL: GERAL@PLENA-NATURA.PT

1.4. NUMERO DE TELEFONE DE EMERGENCIA
TELEFONES: CENTRO DE INFORMAGAO ANTI-VENENOS - TEL: 808 250 143
INEM: 112
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2.1. CLASSIFICACAO DA SUBSTANCIA OU MISTURA

CLASSIFICAGAO (67/548/EEC) | N/D
AS FRASES H E P ESTAO LISTADAS NA INTEGRA NA SECGAO 16.
PERIGOS QUIMICOS E FISICOS: O PRODUTO E INFLAMAVEL

SAUDE HUMANA: PERIGO DE ASPIRAGAO, CORROSAO/IRRITAGAO DA PELE E SENSIBILIZAGAO DA
PELE
AMBIENTE: O PRODUTO CONTEM SUBSTANCIAS CONSIDERADAS PERIGOSAS PARA
ORGANISMOS AQUATICOS E QUE PODEM CAUSAR EFEITOS ADVERSOS DURADOUROS PARA O AMBIENTE AQUATICO.
CLASSIFICAGAO (EU
1272/2008) PERIGOS QUIMICOS E FiSICOS:  LIQ. INFLAM. - H226

SAUDE HUMANA: IRRIT. PELE 2 - H315.
SENS. PELE 1-H317.
TOX. RESP. 1-H304.

AMBIENTE: AQUATICA CRONICA 2 - H411.*
*CONSULTAR SEGAO 16 — OUTRAS INFORMACOES

2.2. ELEMENTOS DO ROTULO

ROTULO DE ACORDO COM O REGULAMENTO (CE) N2 1272/2008

GHS02 GHS07 GHS08 GHS09
PALAVRA SINAL: PERIGO
CONTEM: D-LIMONENE, ALPHA-PINENE

H226 LIQUIDO E VAPOR INFLAMAVEIS

H304 PODE SER MORTAL POR INGESTAO E PENETRAGCAO NAS VIAS RESPIRATORIAS
FRASES DE RISCO: H315 PROVOCA IRRITAGAO CUTANEA

H317 PODE PROVOCAR UMA REACCAO ALERGICA CUTANEA

H411 TOXICO PARA OS ORGANISMOS AQUATICOS COM EFEITOS DURADOUROS.

P210 MANTER AFASTADO DO CALOR, SUPERFICIES QUENTES, FAISCA, CHAMA ABERTA E
OUTRAS FONTES DE IGNIGAO. NAO FUMAR.

P241 UTILIZAR EQUIPAMENTO [ELETRICO/DE VENTILAGAO/DE ILUMINAGAO/...] A PROVA DE
EXPLOSAO.

P261 EVITAR RESPIRAR AS POEIRAS/FUMOS/GASES/NEVOAS/VAPORES/AEROSSOIS.

P273 EVITAR A LIBERTAGAO PARA O AMBIENTE

P280 USAR LUVAS DE PROTECGAO / VESTUARIO DE PROTECGAO / PROTECGAO OCULAR /
PROTECCAO FACIAL

P301 + 310 EM CASO DE INGESTAQ: CONTACTE IMEDIATAMENTE UM CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS OU UM MEDICO.

P303+361+353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (OU O CABELO): RETIRAR
IMEDIATAMENTE TODA A ROUPA CONTAMINADA. ENXAGUAR A PELE COM AGUA [OU TOMAR
UM DUCHE].

P331 NAO PROVOCAR O VOMITO

P405 ARMAZENAR EM LOCAL FECHADO A CHAVE.

P501 ELIMINAR O CONTEUDO/RECIPIENTE DE ACORDO COM A LEGISLAGAO LOCAL EM VIGOR

RECOMENDAGOES DE PRUDENCIA:

P264 LAVAR ... CUIDADOSAMENTE APOS MANUSEAMENTO.

P272 A ROUPA DE TRABALHO CONTAMINADA NAO PODE SAIR DO LOCAL DE TRABALHO.
P302+352 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE: LAVAR ABUNDANTEMENTE COM
AGUA

P321 TRATAMENTO ESPECIFICO (VER ... NO PRESENTE ROTULO).

P332+313 EM CASO DE IRRITACAO CUTANEA: CONSULTE UM MEDICO.

P333+313 EM CASO DE IRRITAGAO OU ERUPGAO CUTANEA: CONSULTE UM MEDICO.
P362+364 RETIRAR A ROUPA CONTAMINADA. LAVAR A ROUPA CONTAMINADA ANTES DE A
VOLTAR A USAR.

P370+378 EM CASO DE INCENDIO: PARA EXTINGUIR UTILIZAR...(VER CAPITULO 5)

P391 RECOLHER O PRODUTO DERRAMADO

P403+235 ARMAZENAR EM LOCAL BEM VENTILADO. CONSERVAR EM AMBIENTE FRESCO.
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