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RESUMO
Os oleos esséncias (OE’s) sdo compostos por metabolicos secundarios € possuem uma
mistura complexa de substancias volateis, extraidos de diversas partes das plantas,
normalmente medicinais. Possuem ampla diversidade e propriedades, entre elas
antibacteriana, antifungica e antiviral. Com a intensificacdo das pesquisas de potenciais 6leos
esséncias como candidatos a aditivos naturais o presente trabalho teve o objetivo da pesquisa
investigar a composicdo fitoquimica dos 6leos esséncias de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides
Cham.) e Citronela (Cymbopogon nardus) visando sua aplicacdo e potencial antimicrobiano
frente a bactérias patogénicas de origem alimentar. O experimento foi conduzido no
Laboratorio de Agricultura Urbana (LAU/UFC) e no Centro Vocacional Tecnoldgico
(CVT/UFCG). Apds extracdo dos Oleos essencias pelo método de arraste a vapor, realizou-se
as andlises de cromatografia gasosa e caracterizacdo fitoquimica. Em seguida, no laboratorio
de Microbiologia do (CVT/UFCG) realizou-se os ensaios utilizando o método de difusdo e
pocos para identificar o potencial da atividade antimicrobiana e os testes de susceptibilidade
nos métodos. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial (3x3x3) com quatro repeticOes e o para avaliacdo do sinergismos entre 0s
6leos (7x3) com quatro repeti¢des. Utilizando o teste PERNAMOVA de duas vias com 9.999
permutacdes, testados par-a-par pelo teste post-hoc de Mann-Whitney nos softwares R 4.0.2 e
Past 4.06. Os resultados permitem concluir que os 6leos essenciais estudados de Alecrim-
pimenta e Citronela podem ser amplamente utilizado pela industria devido as suas
propriedades repelentes, antioxidantes e antimicrobiana. Principalmente quando usada de

forma isolada ou combinada foram eficientes na inibicdo de S. aureus.

Palavras-chave: aditivos naturais; compostos fendlicos; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Essential oils (EQ's) are composed of secondary metabolites and have a complex mixture of
volatile substances, extracted from various parts of plants, usually medicinal. They have wide
diversity and properties, including antibacterial, antifungal and antiviral. With the
intensification of research on oil essences as candidates for natural additives, the present work
aimed to investigate the phytochemical composition of essential oils of Rosemary-pipper
(Lippia sidoides Cham.) and Citronella (Cymbopogon nardus) seeking their Application and
antimicrobial potential against pathogenic bacteria of food origin. The experiment was carried
out at the Urban Agriculture Laboratory (LAU/UFC) and at the Technological Vocational
Center (CVT/UFCG). After extracting the essential oils using the steam dragging method, gas
chromatography analysis and phytochemical characterization were carried out. Then, in the
Microbiology laboratory of the (CVT/UFCG) the tests were carried out using the diffusion
method and wells to identify the potential of the antimicrobial activity and the susceptibility
tests in the methods. The experimental design adopted was completely randomized in a
factorial scheme (3x3x3) with four replications and for the evaluation of synergism between
oils (7x3) with four replications. Using the two-way PERNAMOVA test with 9,999
permutations, pairwise tested by the Mann-Whitney post-hoc test in R 4.0.2 and Past 4.06
software. The results allow us to conclude that the studied essential oils of Rosemary-pepper
and Citronella can be widely used by the industry due to their repellent, antioxidant and
antimicrobial properties. Especially when used pediatrically or in combination, they were

efficient in strangling S. aureus.

Keywords: natural additives; phenolic compounds; Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Os vegetais tém sido utilizados como alimentos e remédios em toda a histéria da
humanidade, inclusive na era contemporanea, onde as pessoas estdo cada vez mais
preocupadas em adotar estilos de vida mais sauddveis e mais ligados ao natural. Nesse
contexto, destacam-se as plantas medicinais, que séo todas aquelas que contém um ou mais de
um principio ativo, conferindo-lhe atividades terapéuticas. Por esse motivo, o mercado de
produtos naturais, como os 0leos essenciais, extraidos das plantas medicinais, com potencial
de aplicacdo na conservacdo de alimentos, tem ganhado destaque frente aos adeptos dos
aditivos quimicos sintéticos (ALMEIDA, et al., 2020).

Os oOleos essenciais sdo caracterizados quimicamente como misturas complexas de
compostos de baixo peso molecular, sendo alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores
e/ou aromas, podem ser extraidos de parte de plantas como frutas, flores, cascas, ou de plantas
inteiras, como especiarias e ervas medicinais. Parte das propriedades farmacéuticas descritas
para plantas medicinais sdo creditadas aos 6leos essenciais (OES), fisicamente, se apresentam
no estado liquido & temperatura ambiente, com aspecto incolor ou claro (MONTEIRO, 2017).

Entre os produtos naturais com potencial terapéutico, tem-se 0s 6leos essenciais
(OEs), que sdo compostos por metabolitos secundarios e possuem uma mistura complexa de
substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, extraidos de diversas partes
das plantas, normalmente medicinais. Tais compostos sdo constituidos, principalmente, por
derivados terpénicos como 0s monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos. Os OEs sao
utilizados em diversas atividades terapéuticas, in natura ou em preparacdes farmacéuticas,
como efeitos calmantes, anticonvulsivantes, antimicrobiano, fungicida, antioxidante e
analgésicos (SIQUEIRA LIMA et al., 2017).

Diversos mecanismos t€m sido propostos para explicar a atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais. Espécies da fanulia Verbenaceae especialmente o género Lippia L. vém
sendo exploradas também na medicina veterinaria, microbiologia, parasitologia, zootecnia e
aquicultura, devido ao seu uso potencial e facilidade de producdo agrondmica em escala
(SOARES; TAVARESDIAS, 2013). Esta distribuida geograficamente pelas regifes Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste e seus dominios fitogeograficos ocorre em é&rea da
Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (SALIMENA; MULGURA, 2015).

Diversas espécies desse gé€nero, t€ém sido utilizadas na aquicultura devido ao seu
potencial bioativo para o tratamento de doengas parasitarias e bacterianas (SUTILI et al.,

2016). O efeito terapéutico de L. sidoides se deve principalmente a presenca de timol, uma
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substancia com forte atividade antimicrobiana, que ¢ o principal componente no oOleo
essencial e extratos da planta. Dentre os microrganismos sensiveis aos extratos ou Oleo
essencial de L. sidoides, destacam-se a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie, Enterococcus faecalis e A. hydrophila
(MAJOLO et al., 2020).

Com destaque nos dias de hoje no mercado interno e externo, estd também o capim
citronela (Cymbopogon nardus), pertencente a familia Poaceae, sendo oriunda da india. Suas
folhas sdo longas e apresentam coloracdo verde-clara. Pode ser plantada em vasos e
jardineiras, chegando a atingir 1,8 m. E utilizada na producéo de 6leo essencial, que contém o
composto citronelal, responsavel por propriedades repelentes. Além disso, a sua esséncia
também pode ser utilizada em perfumes, incensos, desinfetantes e armazenagem de alimentos
(MEDEIROS, 2020).

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse na avaliagdo do potencial
antioxidante de compostos naturais para a conservacao de alimentos, considerando os efeitos
indesejaveis que 0s compostos sintéticos empregados podem causar nos consumidores. O
Staphylococcus aureus é uma bactéria gram positiva pertencente ao género Staphylococcus e
a familia Staphylococcaceae. Geralmente se agrupam em formato de cocos com a aparéncia
de cachos de uva. Sdo imdveis, ndo esporogénicos, catalase positiva e oxidade usualmente
negativa (SILVA, 2017).

Diante disso, 0 objetivo da pesquisa seréd avaliar a composicao fitoquimica dos 6leos
esséncias de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) e Citronela (Cymbopogon
nardus ou Cymbopogon winterianus ) visando sua aplicacdo e potencial antimicrobiano frente

a bactérias patogénicas de origem alimentar.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Plantas medicinais e 0leos essencias

Os habitos sociais mudam ao longo do tempo e com a mudanca novos estilos de vida
sdo adotados e velhos costumes sdo substituidos, no entanto, em toda a histéria da
humanidade os vegetais tém sido usados como alimentos e remédios, inclusive na era
contemporénea, onde o consumidor tem valorizado cada vez mais a disponibilidade de
produtos cosméticos e alimenticios mais naturais, saudaveis e que possam trazer algum
beneficio a salde. Esses fatores tém contribuido para aumentar o interesse na pesquisa de
produtos naturais que apresentem atividades bioldgicas tais como a atividade antimicrobiana
(SILVEIRA, et al., 2012).

Planta medicinal € toda aquela que contém um ou mais de um principio ativo,
conferindo-lhe atividade terapéutica (MARTINS et al., 1995). A utilizagdo de plantas
medicinais € muito antiga, sabendo-se que, desde 2300 a.C., os Egipcios, Assirios e Hebreus
cultivavam diversas ervas e traziam outras de suas expedi¢cdes. As plantas medicinais e as
aromaticas sdo usadas como medicamentos desde a pré-historia (CUNHA, 2012).

Considerada como pratica multimilenar e comprovada em diversos trabalhos
cientificos quanto a sua multipla diversidade de usos, as plantas medicinais, com suas
propriedades bioativas, também sdo objeto de estudos modernos. Hoje, com a emergéncia de
linhagens de bactérias resistentes a maioria dos antimicrobianos disponiveis, observa-se uma
renovacgao no interesse pela busca de agentes antimicrobianos alternativos e nesse contexto, as
plantas medicinais representam uma importante fonte renovavel para a busca de outros
agentes terapéuticos com potencial terapéutico frente a cepas resistentes. Os principais grupos
de metabolitos vegetais com atividade antimicrobiana incluem os alcaloides, taninos,
flavonoides e 6leos essenciais (SCORZONI, et al., 2016).

Através do estudo da suscetibilidade microbiana, percebe-se que os microrganismos
estdo sendo capazes de se adaptarem de forma rapida em resposta a pressdo ambiental
imposta pelos antimicrobianos. Portanto, a busca por novas alternativas terapéuticas se faz
necessario. As plantas medicinais tem apresentado uma alternativa quanto a atividade
antimicrobiana (EDRIS, 2007; DAGLI et al., 2015; PARENTE-ROCHA et al., 2017).

Entre os produtos naturais com potencial terapéutico, tem-se 0s 0Oleos essenciais
(OEs), que sdo compostos por metabolitos secundarios e possuem uma mistura complexa de
substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, extraidos de diversas partes
das plantas, normalmente medicinais. Tais compostos sdo constituidos, principalmente, por

derivados terpénicos como 0s monoterpenos, diterpenos e sesquiterpenos. Os OEs sao
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utilizados em diversas atividades terapéuticas, in natura ou em preparagdes farmacéuticas,
como efeitos calmantes, anticonvulsivantes, antimicrobiano, fungicida, antioxidante e
analgeésicos (SIQUEIRA LIMA et al., 2017).

Neste aspecto, o0 mercado de produtos naturais, como os 6leos essenciais, com
potencial de aplicacdo na conservagdo de alimentos, tem ganhado destaque frente aos adeptos
dos aditivos quimicos sintéticos. As propriedades dos Oleos essenciais, como as
antimicrobianas e antioxidantes, aumentam as possibilidades de aplicacdo desses compostos
em embalagens ativas, alimentos, inseticidas e produtos de higiene (ALMEIDA, et al., 2020).

Os 06leos essenciais, subprodutos do metabolismo secundéario das plantas, na natureza,
ttm a funcdo de proteger a planta contra ataques de predadores, como insetos e
microrganismos, além de atrair polinizadores para dispersdo de polens e sementes. Com
caracteristicas de aroma, cor e fungbes antissépticas, conferidas por seus constituintes e,
armazenados em células secretoras, epidérmicas, cavidades, canais ou tricomas glandulares
presentes em todos os 6rgdos das plantas (BRASIL, 2007; BAKALLI et al., 2008).

Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar a atividade antimicrobiana dos
6leos essenciais. De modo geral, entende-se que a inibigdo do crescimento microbiano pelos
6leos essenciais seja devida ao dano causado a integridade da membrana celular pelos
componentes lipofilicos do 6leo essencial, o que acaba por afetar a manutencao do pH celular
e 0 equilibrio de ions inorganicos (PETER, 2004).

Segundo Rahman e Kang (2009), o risco de que micro-organismos patogénicos
venham a desenvolver resisténcia aos 0leos essenciais € muito baixo, uma vez que esses
produtos contém uma mistura de substancias antimicrobianas, que atuam por meio de
diversos mecanismos. Essa é uma caracteristica vantajosa dos 6leos essenciais sobre outros
agentes antimicrobianos, que pode trazer beneficios nas diversas areas passiveis de aplicag&o.
Além disso, na escolha de um 6leo essencial para uma determinada aplicacdo, € importante
que seja levado em consideragdo 0 micro-organismo de interesse, uma vez que a atividade

inibitéria foi diferente entre as espécies de um mesmo grupo (SILVEIRA, et al., 2012).

2.2 Uso dos 0Oleos essencias de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) e Citronela
(Cymbopogon nardus)

Métodos alternativos a partir de recursos naturais oriundos de partes de plantas estéo
sendo utilizados por agricultores familiares por apresentarem acao inseticida, repeléncia,
inibicdo na alimentacdo, reguladores de crescimento, como alternativa aos inseticidas

sintéticos (SILVA, et al., 2011), como op¢do de baixo custo e ambientalmente adequada ao
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controle de insetos em grdos armazenados pelo seu potencial bioativo, apresentarem baixa
toxicidade para 0 homem e animais, faceis de serem adquiridos e utilizados (PEREIRA, et al.
2008).

Os derivados de alguns vegetais possuem propriedades fungitdxicas e fungistaticas,
além de serem caracterizados como metabdlitos secundarios de plantas, com baixa toxicidade
a humanos, sendo amplamente testados no controle in vitro e in vivo de fitopatdgenos, bem
como no tratamento de sementes. Exemplo de vegetais com estas propriedades é a Lippia
sidoides Cham, conhecida vulgarmente como alecrim-pimenta, pertencente a familia
Verbenaceae, possui forma de vida arbustiva de substrato terricola e autoctone, mas ndo é
endémica do Brasil (RODRIGUES et al., 0, e seus dominios fitogeograficos ocorre em area
da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (SALIMENA; MULGURA, 2015). Neste
sentido, a bioatividade do género Lippia ja foi comprovada em alguns estudos e indicam a
potencialidade dos seus constituintes quimicos sobre Aedes aegypti (CARVALHO 2003) e
insetos em graos armazenados (LIMA, et al., 2011; CASTRO 2013).

O uso de produtos naturais vem ganhando destaque, pois podem ser fontes
promissoras de substancias bioativas contra parasitos e microrganismos. Além disso, tais
produtos ndo sdo prejudiciais a0 meio ambiente € menos agressivos a saude do homem, com
relacdo aos residuos farmacoldgicos presentes nos alimentos de origem animal. Por isso,
espécies da familia Verbenaceae especialmente o género Lippia L. vém sendo exploradas
também na medicina veterinaria, microbiologia, parasitologia, zootecnia e aquicultura, devido
ao seu uso potencial e facilidade de producdo agrondmica em escala (SOARES; TAVARES
DIAS, 2013).

Vaérias propriedades bioldgicas tém sido atribuidas ao 6leo essencial e extratos de
Lippia sidoides (Cham.) Verbenaceae. Diversas espécies desse género, tem sido utilizadas na
aquicultura devido ao seu potencial bioativo para o tratamento de doencas parasitarias e
bacterianas (HASHIMOTO et al., 2016; SOARES et al., 2016; SUTILI et al., 2016). Dentre
as espécies, a L. sidoides se destaca em razdo da sua forte atividade antibacteriana frente a A.
hydrophila registrada por Majolo, et al., (2017).

E gracas a presenca de timol, uma substancia com forte atividade antimicrobiana,
principal componente no 6leo essencial e extratos da planta L. sidoides, que se deve, 0 seu
efeito terapéutico (MATOS; OLIVEIRA, 1998; MAJOLO et al, 2017). Dentre os
microrganismos sensiveis aos extratos ou Oleo essencial de L. sidoides, destacam-se a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie,
Enterococcus faecalis e A. hydrophila (VERAS et al., 2014; MAJOLO et al., 2017).
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Com destaque nos dias de hoje no mercado interno e externo, estd também o capim
citronela (Cymbopogon nardus ou Cymbopogon winterianus), devido as suas propriedades
medicinais. Isso se deve, em grande parte, a utilizacdo do seu 6leo essencial, que vem
aumentando significativamente, por suas mdaltiplas func@es, utilizado ainda na inddstria
farmacoldgica, nas praticas agronémicas (com adocdo de métodos conservacionistas),
utilizados como inseticidas, fungicidas, na area da veterinaria como carrapaticida e de limpeza
como desinfetantes. No entanto, € uma planta ainda pouco conhecida, divulgada e trabalhada
(UCKER, 2013).

A citronela de Java (Cymbopogon winterianus) é uma planta herbéacea e com folhas de
margens asperas, apice agudo e cespitosa, com altura que pode ultrapassar 1,20 m. Originaria
da India, esta graminea é conhecida principalmente pelo seu efeito repelente, sendo utilizado
principalmente contra melgas e mosquitos. Os colmos sdo eretos, lisos e semi-lenhosos
(UCKER, 2013). O género Cymbopogon inclui cerca de 30 espécies de gramineas perenes e
aromaticas, sendo a maioria dessas nativas da regido tropical do velho mundo (WEI e WEE
2013).

E uma planta Liliopsida, pertencente a familia Poaceae (Cronquist, 1988; Gomes &
Negrelle, 2003), que representa uma das maiores familias de plantas, englobando cerca de 500
géneros e aproximadamente 8000 espécies essencialmente herbaceas, denominadas
genericamente de gramineas. A citronela apresenta duas espécies distintas, Cymbopogon
nardus var. lenabatu (citronela do Ceildo) e Cymbopogon winterianus Jowitt (citronela de
Java) (UNIVERSITY OF HAWAI, 2013).

Ucker (2013) afirma que a producdo de plantas medicinais ou aromaticas pode
representar uma alternativa bastante viavel em termos de geracdo de renda, principalmente
quando aliadas a rusticidade e capacidade de preservacdo ambiental e adaptacdo a sistemas
agroecoldgicos, como ocorre com a Citronela (Cymbopogon winterianus jowitt). Esta planta
apresenta grande valor econdmico, capacidade de producédo de 6leo essencial, muito utilizado
como aromatizante, repelente de insetos e também como bioinseticida na agricultura organica
entre outros usos.

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos relacionados ao 0leo essencial da citronela,
com efeitos benéficos comprovados em diversas pesquisas como, por exemplo:

e No uso do extrato do 6leo do capim Citronela para a producdo de bioinseticida
a base do hidrolato, como controlador do mosquito da dengue (Aedes aegypti)
(BORGES et al., 2006);
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e Na utilizacdo de 6leo essencial para inibicdo da germinacdo de sementes da
planta daninha picdo preto (CORREIA; DURIGAN, 2004); na utilizacdo de
6leo como inibidor de crescimento da bactéria fitopatdgenica Sclerotium rolfsii
Sacc em condic¢des laboratoriais (PAIVA et al., 2007); e

e Na acdo do 6leo essencial para o controle da bactéria Erwinia carotovora,
mostrando inclusive melhor eficiéncia do que o antibidtico Tetraciclina
(PAIVA et al., 2007); e

e Na utilizacdo do 6leo essencial da inibicdo micelial do fungo fitopatogénico
Rhizoctonia solani Kuhn, sob condigdes in vitro (SANTOS et al., 2007).

A utilizacdo de O6leos essenciais ou extratos boténicos no controle tem sido
frequentemente relatado. Diversos trabalhos com Oleos essenciais tém indicado o seu
potencial no controle de bactérias e de fungos fitopatdgenicos (SILVA et al., 2010;
DEMUNER et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2011).

O 6leo da citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt) contém, em média, 65%
de geraniol e 35% de citronelal, enquanto o tipo Ceildo apresenta 55% do primeiro e 10% do
segundo. No Brasil, a Citronela de Java foi introduzida em 1946, e encontrou excelentes
condicdes de desenvolvimento, apresenta rendimento de 30 a 40 toneladas de folhas por
hectare ano (em dois cortes anuais), com um teor de 6leo de 0,6% e, portanto, 180 a 200
quilos de 6leo por hectare ano (AZAMBUJA, 2011).

2.3 Caraterizacao, cromatografia e antioxidantes dos 6leos essencias

Definidos principalmente como o produto resultante do arraste a vapor d’agua de
alguma espécie vegetal, os Gleos essenciais, recebem esse nome devido a sua aparéncia
oleosa, mas alta volatilidade. Produzidos no metabolismo secundério das plantas, esses
compostos vegetais ndo sdo essenciais a vida, no entanto, asseguram caracteristicas vantajosas
ao organismo. As atividades e composic¢Bes dos 6leos variam de acordo com as condigdes em
que o0s vegetais sdo produzidos, ou seja, os componentes dos OGleos volateis variam
quimicamente entre diferentes classes, incluindo &lcoois terpénicos, fendis, ésteres,
terpendides cetdnicos, entre outros (PRADO et al., 2019).

A composicdo de um 0Oleo vegetal é complexa do ponto de vista quimico, pois varia de
acordo com as caracteristicas genéticas e das condi¢cbes ambientais do vegetal. Por isso, 0
conhecimento da composicao quimica é fundamental para a industria, visto que, tendo ciéncia

da influéncia das condigdes ambientais e dos métodos extrativos para a obtencdo da
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composicdo desejada, pode-se estabelecer padrdes de qualidade no plantio, colheita e
extracdo. Além disso, muitos produtos sintéticos similares a 0leos essenciais sdo vendidos
atualmente, o que ndo seria possivel sem pesquisas sobre a composi¢do quimica desses 6leos
(SIMOES et al., 2017).

Oleos essenciais, quimicamente, sdo constituidos de compostos terpénicos e
eventualmente de fenilpropanoides, além de grupos alcoois, esteres, aldeidos e cetonas
(SIMOES et al., 2010). Existem diferentes métodos para realizar a extracio de dleos
essenciais. Para a escolha da metodologia deve-se avaliar a eficiéncia, a estabilidade das
substancias a serem extraidas e o custo do processo. O tempo varia dependendo do tamanho
do material colhido, da natureza quimica das substancias, do solvente, e da utilizacdo ou ndo
de temperatura e agitacdo (SIMOES, et al., 2010).

Os 6leos essenciais sdo divididos pela sua composi¢do quimica em fenilpropanoides
(derivados do &cido chiquimico) e terpendides (derivados do isopreno 9). O primeiro grupo
compreende cumarinas, aldeidos aromaticos, propenilbenzenos 4, e alibenzenos, enquanto o
segundo é composto por monoterpenos, sesquiterpenos e outros terpendides. Na industria, 0s
6leos essenciais sdo utilizados na area cosmética, devido ao aroma agradavel e propriedades
antissépticas; no setor alimenticio, como aromatizantes, flavorizantes e antioxidantes; e na
terapéutica, devido a propriedades farmacoldgicas que incluem efeitos benéficos no trato
gastrointestinal e acdes estimulantes ou depressoras no Sistema Nervoso Central (SIMOES et
al., 2017).

Com uma composic¢do quimica complexa, os 6leos essenciais sdo considerados como
fonte de substancias biologicamente ativas, especialmente quanto aos microrganismos
(OLIVEIRA et al., 2011). Os terpenoides e os compostos fenolicos apresenta atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais, onde o seu mecanismo de agdo estd direcionado ao
carater lipofilicos dos componentes, que se acumulam nas membranas provocando a perda de
energia das células (TOMAZONI et al., 2014).

A analise cromatografica gasosa (CG) é uma técnica que permite separar e identificar
componentes que seria quase impossivel de serem definidas pelos métodos convencionais
(CIENFUEGOS, et al.,2000). A combinacdo da cromatografia de gas com espectrometria de
massa (CG/MS) torna essa analise qualitativa ainda mais eficaz, sendo muito utilizados para
identificar amostras naturais e bioldgicas (SKOOG, et al.,2015).

Segundo Bandoni (2008), “a cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massa permite realizar em uma sO operacdo, para uma amostra da ordem 1uL, uma analise

qualitativa junto com uma indicacdo das proporcGes em que se encontram 0s componentes.
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Quando se dispde de substancia padrdo, a calibracdo do equipamento permite uma analise
quantitativa exata da amostra”.

Os 0leos essenciais possuem importantes aditivos para a industria cosmeética,
farmacéutica e alimenticia. Principalmente devido ao seu aroma, sdo amplamente empregados
para perfumar xampus, sabonetes, cremes, entre outros (ANDRADE, 2014). Muito tem se
discutido, no contexto cientifico, sobre a utilizacdo de Oleos essenciais no controle do
crescimento microbiano. Trabalhos com 6leos essenciais tém indicado o seu potencial no
controle de bactérias (SILVA et al., 2010; DEMUNER et al., 2011; NASCIMENTO et al.,
2011) e de fungos fitopatogénicos.

As substancias antioxidantes inibem ou diminuem os efeitos desencadeados pelos
radicais livres e compostos oxidantes em substratos oxidaveis. No organismo humano, a
atividade metabolica produz radicais livres que podem causar danos celulares quando
produzidos em excesso, causando um estresse oxidativo (ANDRADE et al., (2012).

Na inddstria de alimentos, os antioxidantes sintéticos mais utilizados sdo o butil-
hidroxi-anisol (BHA), 2,6-di-tert-butil-4-hidroxitolueno (BHT), e tert-butil-hidroquinona
(TBHQ). Muitos compostos produzidos a partir de plantas tém sido pesquisados a fim da
utilizacdo do seu potencial antioxidante, que permitirdo a substituicdo dos antioxidantes
sintéticos ou entdo a sua associacdo, visando diminuir sua quantidade nos alimentos
(ANDRADE, 2012).

2.4 Acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais atrelado as bactérias S. aureus

A Organizacdo Mundial de Salde relata essa resisténcia de microrganismos como um
dos problemas mais graves que enfrentamos hoje, ocasionada pelo abuso de antibioticos
(ROCHA, 2015). Somado a essa questdo, a utilizacdo de Gleos essenciais no controle do
crescimento microbiano tem sido frequentemente relatada. Trabalhos com essas substancias
tém indicado o seu potencial no controle de bactérias e de fungos fitopatogénicos (SILVA et
al., 2010; NASCIMENTO et al, 2011) devido a resisténcia aos medicamentos
antimicrobianos (BOBADILLA et al., 2020).

O uso de compostos sintéticos para a conservacdo de alimentos vem apresentando
efeitos indesejaveis aos consumidores, aumentando a atencdo para a utilizacdo de compostos
de origem natural. Oleos essenciais s&0 compostos volateis arométicos contidos em varios
6rgdos vegetais, sendo associados ao metabolismo secundario, as quais as plantas produzem
mediante necessidades ndo nutricionais, com fins de sobrevivéncia no seu ecossistema

fornecendo protec¢do contra micro-organismos e predadores (SIANI et al.,2013).
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Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse na avaliacdo do potencial
antioxidante de compostos naturais para a conservacao de alimentos, considerando os efeitos
indesejaveis que 0s compostos sintéticos empregados podem causar nos consumidores
(GOUNDER; LINGAMALLU, 2012). Com isso, algumas bactérias que eram sensiveis a
drogas rotineiramente utilizadas, se tornaram cepas resistentes a varias drogas disponiveis no
mercado. Evidenciando a necessidade da pesquisa de novos compostos com atividade
antimicrobiana (SANTANA et al., 2018).

O Staphylococcus aureus é uma bactéria gram positiva pertencente ao género
Staphylococcus e a familia Staphylococcaceae. Geralmente se agrupam em formato de cocos
com a aparéncia de cachos de uva. Sdo imdveis, ndo esporogénicos, catalase positiva e
oxidade usualmente negativa. Por serem quimioorganotréficos, apresentam metabolismo de
carboidratos respiratorios e fermentativos. Sao susceptiveis a lise por lisostafina e resistentes a
lisozima. Predominantemente associados a pele, glandulas e mucosas de animais de sangue
quente (SILVA, 2017).

Sdo aerdbios ou anaerobios facultativos e crescem em ambientes a temperaturas
estabelecidas entre 18 e 40°C e com elevado teor de cloreto de sddio (10%). O didmetro da
sua célula situa-se entre 0,5 e 1,5um e, pelo menos, 11 sorotipos possuem em sua estrutura
capsula de natureza polissacaridea, onde o0s sorotipos 6 e 7 sdo 0s mais associados as
infeccdes em seres humanos (COSTA, 2018).

Podem provocar doencas que vdo desde uma infecgdo simples, como espinhas e
furinculos, até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico e septicemia, fazem parte da microbiota humana. Nos seres humanos, sdo as bactérias
mais frequentemente encontradas na mucosa nasal, a partir das quais contamina as maos,
desempenhando papel importante na disseminacdo de infecgdes através dos alimentos
(ALMEIDA, et al., 2016).

Por serem um dos principais problemas de salde publica, e classificados como um dos
principais agentes patogénicos causadores de enfermidades ligadas aos animais humanos
(Alegre et al., 2016), a busca por opg¢des para o controle do seu desenvolvimento utilizando

métodos alternativos vém sendo bastante pesquisado.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas, no qual a primeira etapa ocorreu no
Laboratorio de Agricultura Urbana (LAU) da Universidade Federal do Ceard (UFC) e a
segunda etapa no Centro Vocacional Tecnolégico (CVT) da Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), Campus de Pombal na Paraiba.

Coleta do material vegetal

A coleta das folhas de Capim citronela (C. winterianus) e Alecrim-pimenta (Lippia
origanoides) em estagio de atividade fotossintética por volta das 10 horas da manha. A coleta
foi realizada de forma manual com o auxilio de tesoura, em sequéncia, o material foi cortado
em tamanho uniformes entre 10 a 15 cm. Em seguida, o material vegetal foi submetido a
secagem natural em bandejas de polietileno em ambiente sombreado por um periodo de 48
horas. Apds a secagem o material foi separado e pesado consolidando amostras de 180-200
gramas. O capim citronela foi coletado na Fazenda Novo Horizonte — CE e o Alecrim-

pimenta na Fazenda Experimental do Vale do Curu da UFC.

Extragdo do dleo essencial

O processo de extracdo dos Oleos essenciais foi realizado no Laboratério de
Agricultura Urbana (LAU). A destilagéo foi efetuada por meio de um modelo de extragdo por
arraste de vapor d’agua.

A extracdo do 6leo essencial ocorreu por arraste a vapor, durante o periodo de tempo
de uma hora cada extracdo, o 6leo essencial foi separado do hidrolato por particdo liquido-
liqguido (KOKETSU; GONCALVES, 1991). No qual em cada extrator foi colocado 180-200
gramas de folhas. Apds o processo de extragdo, foi realizada a identificagdo dos constituintes
individuais que sera realizada por cromatografia gasosa / espectrometria de massa (GC / MS).

Os componentes serdo quantificados ap6s normalizacdo das areas e expressos como
uma porcentagem da area total (% abundancia relativa) (ADAMS, 2007). Com a
quantificacdo dos constituintes, verificou-se, no 6leo essencial de Lippia origanoides, mais de
30 compostos, sendo as substancias encontradas em maior percentual: o Timol (71,54 %), O-
cymene (11,41%), Caryophyllene (4,32%), Myrcene (2,03%), Thymol methyl ether (1,23%) e
Y-terpinene (1,19%). Os principais constituintes do 6leo de capim citronela foram Citronellal
(35,39%), Geraniol (28,63%), Citronellol (11,15%), Elemol (5,57%), a-cadinol (2,40%), D-

limonene (2,18%), entre outros.
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Andlises laboratoriais

Compostos Fendlicos

A determinacdo de fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu,
descrito por Waterhouse (2006), foi realizada a diluicdo de 1:50 dos 6leos essenciais de
Alecrim — pimenta e Citronela com agua destilada, a partir desta solugéo foi adicionada agua,
Folin- clocalteu e carbonato de sddio, aquecidos em banho maria a 40°C por 30 min, e em
seguida foi medida a absorbancia a 765nm. Foi obtida uma curva padréo nas concentracdes de

4,5a 27 (ug/mL), o teor € expresso em mg equivalente de acido galico (mgEAG/g).
Clorofila Total e Carotenoides Totais

A determinacao de clorofila total e carotenoides totais conforme o método descrito por
Lichtenthaler (1987), na qual pesou-se 1g de amostra, adicionada 0,2g de carbonato de célcio
(CaCO:s) e cerca de 3mL de acetona 80%, foi macerado por 2 minutos em ambiente escuro e,
posteriormente, adicionado mais 2mL de acetona 80% para lavar o residuo do almofariz
totalizando 5 mL. A solucdo obtida foi acondicionada em tubos de ensaios envolvidos com
papel aluminio e centrifugadas por 10 minutos a 10° C e 3000 rpm em centrifuga refrigerada
modelo (NT 815). A quantificacdo para leitura em espectrofotdbmetro modelo (Spectrum SP —

1105) nos comprimentos de onda de 470nm, 646nm e 663nm.

As concentragOes foram quantificadas pelas seguintes equagdes:
Clorofila a

(mg/100g) = [(12,21. A663 — 2,81. A646) /massa(g)] *0,1  (Equacéo 1)
Clorofilab

(mg/100g) = [(20,13. A646 — 5,03. A663) / massa(g)] *0,1 (Equacéo 2)
Clorofila Total

(ug/100g) =[(17,3. A646 +7,18. A663) / massa(g)] *100 (Equagéo 3)
Carotenoides Totais

(ng/100g) = [(1000*A470 — 1,82*Ca — 85,02*Ch) /198] (Equacéo 4)

Flavonoides e antocianinas

A determinacdo seguiu 0 metodo de Francis (1982) no qual pesou-se 1g/mL de
amostra, foi macerada por 2 minutos juntamente com 5mL de Etanol: HCI, e em seguida,
adicionado mais 5mL de Etanol: HCI para lavar o almofariz, totalizando 10 mL. Foram

adicionados em tubos de ensaio envolvidos por papel aluminio e acondicionados por 24 horas
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sob refrigeracdo, logo apos, realizada as leituras em espectrofotémetro modelo (Spectrum SP
— 1105) a 374nm para flavonoides e 535 nm para antocianinas. As concentragcdes foram

quantificadas pelas equacdes:

Flavonoides (mg/100g) = Fd*A374/76,6 (Equacéo 5)
Antocianinas (mg/100g) = Fd*A535/98,2 (Equacéo 6)
Onde: Fd = 100/(massa(g)/Volume da diluicdo(mL))
Atividade antimicrobiana frente a bactéria Staphylococcus aureus
Ativacao da bactéria Staphylococcus aureus
A cepa bacteriana de Staphylococcus aureus utilizada nos testes foi cedida pela Fundagéo

Oswaldo Cruz, onde a mesma faz parte da Colecdo de Microrganismos de Referéncia em
Vigilancia Sanitaria (Tabela 1).

Para o procedimento de ativagdo utilizou-se a solucéo salina a 0,85g/mL, e apos o periodo de
adaptacdo do microrganismo, foi normalizada para uma concentracdo com base no padréo 0,5
da escala de McFarland (1,0 x 108 UFC/mL) e feita a repicagem em meio de cultura Agar
Mueller-Hinton (Difco). Posteriormente, incubadas invertidas em estufa a 35 °C por 48 horas.

E logo apds, seguiu-se para os testes de susceptibilidade.

Tabela 1 - Informacgdes sobre a cepa de S. aureus utilizada na pesquisa de acordo com
INCQS/CMRVS/FIOCRUZ.

N° de acesso no N° de acesso na
INCQS* ATCC” Origem Microrganismo
00188 ATCC SSI VI S.aureus

Fonte: Elaborado com base em dados obtidos do INCQS/CMRVS/FIOCRUZ (2021).
*NUmero de identificacdo da cepa no INCQS; » Numero de identificacdo da cepa no

American Type Culture Collection.
Teste de susceptibilidade por Difusdo em discos

O teste de susceptibilidade seguira o protocolo M100-S15 (CLSI, 2005). Determinada
pela técnica de difusdo em disco executada no laboratorio de microbiologia do CVT/UFCG,
onde consiste na confeccdo dos discos a partir de papel filtro com diametros de 6mm,

devidamente autoclavados e acondicionados em frascos estéreis.

Os discos foram embebidos com auxilio de micropipeta calibrada (Dignet), com uma
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quantidade de 5uL, 10 puL ¢ 15 uL dos 6leos esséncias. Foi utilizado a Ceftriaxona (30 mcg)
antibidtico padrdo contra a acdo da atividade do Staphylococcus aureus como controle
positivo e o alcool 70% como controle negativo.

Para o desenvolvimento da técnica de difusdo em disco foi utilizado o meio de cultura
Agar Mueller-Hinton (Difco). As placas foram incubadas invertidas, em estufa a 35°C, em 15
minutos apos a aplicacdo dos discos. Os ensaios foram feitos em triplicata, e apos 24 horas de
incubacdo foi realizada a medicdo dos halos, usando um paquimetro digital e feita a

interpretacédo de acordo com a Tabela 2.
Teste de susceptibilidade por Difusdo em pocos

Realizado com adaptagcdes da metodologia de Silva e Sonehara (2018), onde consiste
em perfuragdes no meio agar para formacdo de pequenos pocos. Com auxilio de uma pipeta
de 5mL esterilizada, foram formados os pogos com didmetros regulares. Os pogos serdo
preenchidos com 5SuL, 10 pL e 15 pL dos oleos esséncias, antibidtico e alcool, posteriormente,
foram levados a estufas 35°C por 24 horas. A leitura foi realizada com um paquimetro digital

para medicdo dos halos e interpretada de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 - Critérios de interpretacdo para determinacao de testes de suscetibilidade para

isolados de Staphylococcus aureus.

Sustancia avaliada Sensivel (S) Intermediario Resistente (R)
CEFTRIAXONA <13 14 -20 >20
(CRO 30 mcg)

Fonte: CLSI (2005).

Manipulacéo dos 6leos essenciais

Inicialmente foi utilizado o ricinoleato de sodio como emulsionante do 6leo na
proporcdo (1:3 v/v). Logo em seguida sera pipetado nos discos e pocos em trés diferentes
concentragdes (5, 10 e 15 pL), nas concentragdes de (ALP e CTN), os valores minimo,
intermediario e maximo foram baseados nas concentragdes comumente utilizadas na literatura

para Oleos essenciais. Para averiguar o sinergismo entre os 0leos essenciais utilizados, sera
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feito combinacGes binarias dos 6leos que serdo impregnadas nos discos e nos poc¢os, de forma
que, as somas desses 6leos permanecessem nas mesmas concentracdes dos 6leos (5, 10 e 15

pL), assim, para cada 6leo.

Tabela 3. Tratamentos entre os 6leos essenciais Alecrim-pimenta (ALP) e Citronela (CTN).

(ALP) (CTN)
Meétodos Concentracéao
SuL SuL
DISCOS 10 uL. 10 uL.
15 uL 15 uL
Sul Sul
POCOS 10 uL. 10 uL
15 uL 15 uL

Tabela 4. Tratamentos (Sinergismo entre os 6leos essenciais Alecrim-pimenta (ALP) e
Citronela (CTN).

ALPXCTN

Meétodos Concentracéao

5(1/2) uL

5(2/1) uL

DISCOS 10 (1/2) uL



POCOS

10 (2/1) pL

15 (1/2) uL

15 (2/1) uL

15 uL (1:1)

5(1/2) uL

5(2/1) uL

10 (1/2) uL

10 (2/1) puL

15 (1/2) pL

15 (2/1) uL

15 uL (1:1)

Delineamento experimental

29

O delineamento adotado foi o delineamento integralmente casualizado (DIC) em

esquema fatorial. Para avaliar os 0leos isolados (3 concentragdes, 2 6leos e 2 métodos) com 4

repeticdes e o sinergismo (7 concentracdes e 2 métodos) com 4 repeti¢des, além de controle

positivo e negativo.

Os resultados encontrados nas andlises da caracterizacdo cromatografica, compostos

fenolicos e bioativos foram avaliados de acordo com a estatistica descrita (média e desvio

padrdo), com o auxilio do software Microsoft Office Excel 2017 e para verificar a existéncia

de diferenca entre os resultados.

O efeito da dosagem dos 6leos de Alecrim-Pimenta e Citronela sobre o tamanho do
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halo de inibicdo gerado sobre o meio de cultura aplicando-se regressfes quadraticas, tanto
para os dados do experimento com discos quanto com pogos. As misturas em suas diferentes
doses foram comparadas com as testemunhas negativas e positivas e com os 6leos utilizando-
se 0 teste PERNAMOVA de duas vias com 9.999 permutacdes. Em seguida, os tratamentos
serdo testados par-a-par pelo teste post-hoc de Mann-Whitney.

Testes ndo-paramétricos serdo utilizados caso os dados ndo satisfagcam 0s pressupostos
de testes paramétricos, especialmente o fato de haver tratamentos com auséncia de variancia.
As analises serdo realizadas nos softwares R 4.0.2 (R Core Team, 2020) e Past 4.06b
(Hammer et al., 2001). Adotaremos o valor critico de 5% de probabilidade de erro em todos
0s testes.

Variaveis analisadas

Avaliou-se os compostos dos 6leos essenciais Alecrim-Pimenta e Citronela, através de
analises cromatografia gasosa, compostos bioativos, compostos fendlicos e o potencial

antimicrobiano frente a bactéria patogénica S. aureus.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos volateis encontrados ap6s a extragdo dos Oleos essenciais de Capim
citronela e Alecrim pimenta foram: Citronelal (71,54%), Geraniol (28,63%), Citronelol
(11,15%), Elemol (5,57%), a-Cadinol (2,40%), D-Limoneno (2,18%) e o Timol (71,54 %), P-
cimeno (11,41%), B-cariofileno (4,32%), Mirceno (2,03%), Eter metil timol (1,23%) e
Terineno (1,19%) entre outros. Os 6leos esséncias de C. winterianus apresentaram como
compostos majoritarios o citronelal, geraniol e o citronelal indices que representam um
quantitativo satisfatdrio quando comparado a outras regides. O citronelal é um dos compostos
mais requisitados pela industrial principalmente pelo potencial repelente, antioxidante e
antimicrobiano (KRIS & BUCHBAUER, 2006; KWON et al., 2010; LU et al., 2014).

Resultados parecidos foram encontrados por outros autores que relataram que a maior
concentracdo de citronelal pode ocorrer devido a oxidacdo do citronelol que é um alcool
secundario em citronelal (OLIVEIRA et al., 2011). Diante disso, 0s constituintes e as
concentracdes relativas podem variar de acordo com a espécie e a parte da planta que é
coletada. Outros fatores podem ser levados em consideracdo como as condi¢fes climaticas,
destilagéo e estocagem do material.

Tabela 5. Compostos fendlicos e bioativos dos 6leos essenciais de Alecrim-pimenta (ALP) e
Citronela (CTN)

Oleos essenciais (mg/100g)

Compostos
ALP CTN

Clorofila a 0,17 +0,01 0,24 +0,04
Clorofilab 0,53 +0,06 0,25 +0,02
Clorofila total 0,71 +0,06 0,49 +0,06
Carotenoides totais 41,68 +4,91 21,78 £1,33
Flavonoides 14,89 +0,64 13,50 £0,02
Antocianinas 1,06 £0,01 6,03 £0,03
Compostos fendlicos 0,32+0,02 0,79 £ 0,06

Médias e desvios padrdes (x) dos compostos bioquimicos analisados nos éleos essenciais de
Alecrim-Pimenta e Citronela
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A composicdo encontrada no o6leo essencial Lippia origanoides destaca-se 0s
compostos majoritarios o timol, p-cimeno e B-cariofileno. O timol € um fenol monoterpénico
mais encontrado na familia Verbenaceae destaca-se por fornecer composicdo quimica que
atuam como acdo Oleos antioxidante, anti-inflamatéria, anestésica local, cicatrizante,
antisséptica e com destaque para propriedades antibacterianas e antifingicas (PINHEIRO,
2021). O dleo essencial Lippia possui grande potencial bioativo, pois sdo abundantes em
timol substdncias consideradas responsaveis pela eficaz atividade antimicrobiana
(BETANCOURT et al., 2019).

Na Tabela 5, encontram-se os valores médios referentes as caracterizacdo dos
compostos fenolicos e bioativos dos 6leos essenciais de capim citronela e alecrim pimenta. Os
compostos médios correspondentes a Clorofila a apresentaram valores proximos entre 0s
6leos essenciais. Resultados encontrados por Rodrigues (2019) que os valores semelhantes
podem ser explicados devido influenciadas por diferentes fontes de adubacéo e as respostas
fisiologicas, bem como o volume de O6leo essencial produzido em uma determinada
quantidade de matéria seca. A clorofila b encontrada no 6leo essencial de Alecrim pimenta foi
superior a composi¢do do dleo essencial de Capim citronela.

Os flavonoides sdo substancias naturais com estruturas fenolicas variaveis e possui a
capacidade de atuar em como antioxidantes sequestradores de radicais. Nos 6leos esséncias de
ALP e CTN foi encontrado um teor de 14,89 e 13,50 (mg/100g) respectivamente. Estudos
com os respectivos 6leos essenciais foi constatado que o género Lippia séo fonte de bioativos
com potencial para aplicagdo em cosméticos, alimentos e produtos farmacéuticos
principalmente por apresentar a presenca de flavonoides naringenina e pinicembrina
(PASCUAL et al., 2001; ALMEIDA et al., 2010; STASHENKO et al., 2010; SOUZA et al.,
2019).

Nos resultados encontradas as antocianinas apresentaram 1,06 e 6,03 (mg/100g) para
0s Oleos essenciais de ALP e CTN respectivamente. Embora 0s seus mecanismos de acao
sejam pouco conhecidos sua composi¢do quimica estabelece relacdo com propriedades
nutracéuticas, principalmente, por estarem associadas aos pigmentos que geralmente s&o
estaveis que podem ser degradados, sob a acdo da vitamina C, oxigénio, temperatura, pH do
meio entre outros (ARTES-HERMANDEZ et al., 2006; LIMA et al., 2007). O 6leo essencial
de CTN possui alta concentracdo de antocianinas em sua composicdo quimica comparada ao
6leo essencial de ALP.

Dentre os valores encontrados na composi¢do quimica dos Oleos essenciais para

compostos fendlicos o 6leo essencial de CTN possui 0,79 e o ALP 0,32 (mg/100g). Em
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pesquisas realizador por Oliveira (2011) foi estabelecido que os compostos fenolicos sdo
substancias que possuem anel aromatico, podendo fazer parte de um ou mais grupos de
hidroxilicos, incluindo os grupos funcionais entre eles: fendis simples, flavonoides, acidos
fendlicos, ligninas, taninos entre outros.

Os efeitos das diferentes doses dos Gleos essenciais diferiram significativamente dos
controles positivo (antibiotico comercial) e negativo, tanto no experimento com discos quanto
com pocos (p = 0,0001). No entanto, ndo foi encontrada interacdo significativa entre as
variaveis tratamento (6leo e controles) e doses (p = 1).

Todos as doses de ambos os 6leos, tanto puros quanto nas misturas em diferentes
proporcGes e em ambos os tipos de experimentos (discos e pocos), apresentaram halos de
inibicdo significativamente superior que ao controle negativo e ndo diferiram do controle
positivo (Figuras 5 a 8). Assim, ambos os 0leos, puros ou em mistura, podem substituir o
antibidtico inclusive na dose mais baixas testadas (5pLL).

Os efeitos das diferentes doses dos Oleos puros diferiram significativamente dos
controles positivo (antibiotico comercial) e negativo, tanto no experimento com discos quanto
com pocos (p = 0,0001; Tabelas 3 e 4). No entanto, ndo foi encontrada interacao significativa
entre as variaveis tratamento (6leo e controles) e doses (p = 1).

A Figura 1 expressa os dados sobre a influéncia de diferentes doses do 6leo essencial
de alecrim pimenta sobre o halo de inibicdo de S. aureus para 0s ensaios realizados em discos
(A) e em pogos (B), Em relacdo ao efeito inibitorio do Oleo essencial, nota-se que a
concentracdo de 5 pl ja é capaz de provocar efeitos positivos sobre o halo de inibicdo, para
ambos tratamentos (disco e pogos), todavia, usando a concentracdo de 10ul é possivel obter a
méaxima eficiéncia do 6leo, uma vez que, os dados demostram que concentra¢des acima de 10
ul j& demostra uma declinio na curva de inibicdo. Precisamente as doses de ALP estimada
através da equacdo de regressdo nas concentracdes de 10,89 para ensaio em discos e 10,02
para ensaio em pocos, sdo as mais indicadas para se alcangar a maior inibicao.

Figura 1. Efeito das doses do 6leo de ALP sobre o diametro do halo de inibicdo no

experimento com discos (A) e em pogos (B)
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Em relacdo aos dados do 6leo essencial de CTN € possivel notar um éomportamento
similar ao 6leo de alecrim pimento, isso porque, a dose de 10 ul também foi a responsavel
pelos maiores valores de inibigdo do crescimento de S. aureus, assim como, concentragdes de
OE's acima de 10 ul podem tem seus efeitos reduzidos. Os dados sobre a dose estimada para
alcancar a maior inibicdo funfamentado na reta da equacdo de regressao os valores das doses
indicadas séo de 10,06 para ensaios em disco e 9,38 para ensaio em pogos.

Diante do exposto, a literatura ja dispde de informagdes e dados consolidados acerca
da capacidade bactericida e efeito bacteriostatico dos 6leos essenciais. Dessa forma, Machado
et al., 2011, notificou que S. aureus ¢ altamente suscetivel a diversos 6leos essenciais, posto
isto, trabalhos como o de Magueroski e Assolini (2023) usando o 6leo essencial de Allium
schoenoprasum, e Kryvtsova et al. (2020) trabalhando com OE’s de Origanum vulgare L.
também encontraram resultados promissores na inibicao de S. aureus.

Figura 2. Efeito das doses do 6leo de CTN sobre o diametro do halo de inibicdo no

experimento com discos (A) e em pogos (B)
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A Figura 2 (A) compara a agdo das diferentes doses de 6leo essencial de CTL com o
antibidtico Ceftriaxona. Onde, com base no teste de tukey 5% néo houve diferenca estatistica,
obtendo-se médias similares no que diz respeito a inibicdo de S. aureus no ensaio em discos,
bem como no ensaio em pocos (Figura 2 (B)) quando comparado ao uso do antibidtico. Isso
implica dizer que o 6leo essencial de CTL é tdo eficiente quanto a quimioterapico usado.

Além disso, nesse estudo também foi avaliado o efeito da interacdo entre os 6leos
essencias de ALP e CTN em diferentes proporcdes, bem como sua aplicacéo de forma isolada,
contrastadas ao uso do quimioterapia a base de Ceftriaxona, dessa forma, ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos, exceto com o controle negativo. Isso sugere que os resultados
demostram o efeito extraordinario de ambos 0s 0leos e suas combinacdes na inibicao S.
aureus.

Essa descoberta é crucial para auxiliar no gerenciamento e controle do microrganismo
em questdo, uma vez que, a resisténcia dos microrganismos a moléculas quimicas tem se

tornado recorrente. Para isso € necessario que trabalhos posteriores sejam realizados visando
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maximizar a eficiéncia da extracdo e utilizacdo dos 0leos de ALP e CTN, além de procurar
entender os mecanismos bioguimicos envolvido na inibi¢cdo dos microrganismos, assim como,

realizar testes em diferentes microrganismos.

Figura 3. Efeito das doses do 6leo de ATN e CTN e combinagoes.
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Apesar disso, Barreto et al. (2014) relata que o efeito deletério do 6leo essencial de
Lippia sidoides esta associado a sua capacidade altamente lipofilica sobre a membrana
plasmatica dos microrganismos, portanto, afetando a integridade da membrana e favorecendo
a permeabilidade de ions de K+ e H+, gerando gradiente osmotico que culmina na lise e

morte das células
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5 CONCLUSAO

Os resultados indicam a presenca de importantes compostos volateis em 06leos
esséncias extraidos Alecrim-pimenta e Citronela podem ser amplamente utilizado pela
industria devido as suas propriedades repelentes, antioxidantes e antimicrobiana.

Os dleos essenciais de ALP e CTN usada de forma isolada ou combinada foram
eficientes na inibicdo de S. aureus, além disso, a eficacia dos 6leos foi comparada a adogdo de
quimioterapia, onde a capacidade inibitoria dos OE’s foi semelhante ao do antibidtico, sendo
assim, podendo servir como uma terapia promissora alternativa ao uso de quimicos, uma vez

que, os OE’s podem ajudar a prevenir o surgimento de resisténcia nos microrganismos.
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