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RESUMO

Os produtos naturais sdo considerados promissores antiflingicos, antioxidantes, antibacterianos
e anti-inflamatorios, fazendo com que estes sejam cada vez mais explorados. Como exemplo,
tém-se os 0Oleos essenciais, formados a partir do metabolismo secundario. Objetivou-se neste
extrair, caracterizar quimicamente, bem como avaliar a atividade antioxidante, antifungica e
estudar o mecanismo de acéo dos 6leos essenciais de Prunus persica (pessegueiro) e Satureja
montana (segurelha) sobre as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A avaliacao
antioxidante foi realizada pelos testes DPPH, branqueamento do /-caroteno e poder redutor. A
analise fungica foi realizada pelo método de difusdo em disco, e 0 mecanismo de acdo, avaliado
por meio de diferentes métodos como efluxo de ions potassio, diminuicdo de capacidade de
tolerancia a sal, extravasamento de contetdos celulares absorventes em 260 nm e absorcéo de
cristais violeta. A morfologia das bactérias alteradas pelos 6leos essenciais foi analisada por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). O 6leo essencial de segurelha apresentou como
constituintes majoritarios carvacrol, p-cimeno e hexadecanol; e o 6leo essencial de péssego, 0
benzaldeido. Foi observado efeito bactericida e bacteriostatico para ambos os 6leos. O 6leo
essencial de segurelha mostrou-se grande potencial antioxidante e antifingico. Nenhum dos
o6leos provocou efusdo de ions potassio nas células bacterianas. O 6leo de segurelha foi capaz
de causar tolerancia a sal para ambas as bactérias, contréario ao 6leo de folhas de péssego. O
extravasamento de constituintes foi observado para ambos os 6leos, exceto para o 6leo de
segurelha sobre E. coli. A absor¢éo de cristal violeta foi observada mais para o 6leo de péssego
do que para o 0Oleo de segurelha, que apresentou uma leve variagdo. As imagens obtidas por
MEYV possibilitaram observar que ambos os 6leos foram capazes de diminuir a quantidade de
células bacterianas. Conclui-se que o 6leo de segurelha mostrou um potencial antioxidante
significativo, bem como antifingico e antibacteriano, enquanto o éleo de folhas de péssego
apresentou baixo potencial antioxidante e obteve um menor potencial antifingico e
antibacteriano. Dessa forma, o mecanismo de acdo dos 6leos sobre as bactérias, pode ser
atribuido a alteracGes na permeabilidade da membrana de forma direta ou indireta.

Palavras-chave: Oleos essenciais; Pessegueiro; Segurelha; Antioxidantes; Atividade bioldgica;
Mecanismo de acao.



ABSTRACT

Natural products are considered promising antifungal, antioxidant, antibacterial, and anti-
inflammatory agents, leading to their increased exploration. Essential oils, formed from
secondary metabolism, serve as a notable example. The objectives of this study were to extract,
chemically characterize, and evaluate the antioxidant and antifungal activity, as well as to study
the mechanism of action of the essential oils from Prunus persica (peach tree) and Satureja
montana (savory) on the bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Antioxidant
evaluation was performed using the DPPH assay, 3-carotene bleaching test, and reducing power
assay. Fungal analysis was conducted using the disk diffusion method, and the mechanism of
action was assessed through various methods, including potassium ion efflux, decreased salt
tolerance capacity, leakage of cellular contents absorbing at 260 nm, and crystal violet uptake.
The altered bacterial morphology caused by the essential oils was analyzed using Scanning
Electron Microscopy (SEM). The major constituents of savory essential oil were carvacrol, p-
cymene, and hexadecanol, while peach leaf essential oil primarily contained benzaldehyde.
Both oils exhibited bactericidal and bacteriostatic effects. Savory essential oil demonstrated
strong antioxidant and antifungal potential. Neither oil induced potassium ion efflux in bacterial
cells. Savory oil caused a reduction in salt tolerance in both bacteria, unlike peach leaf oil.
Leakage of cellular constituents was observed for both oils, except for savory oil on E. coli.
Crystal violet uptake was more pronounced with peach oil than with savory oil, which showed
only slight variation. SEM images revealed that both oils were capable of reducing the number
of bacterial cells. It was concluded that savory oil showed significant antioxidant, antifungal,
and antibacterial potential, while peach leaf oil exhibited lower antioxidant potential and lesser
antifungal and antibacterial activity. Thus, the mechanism of action of the oils on bacteria can
be attributed to direct or indirect alterations in membrane permeability.

Keywords: Essential oils; Natural products; Peach tree; Winter savory; Antioxidants;
Biological activity; Mechanism of action.



INDICADORES DE IMPACTO

A salde alimentar € uma das principais preocupa¢des uma vez que a ingestao de alimentos que
foram manipulados de maneira inadequada pode acarretar riscos significativos a saude. Esses
alimentos podem estar contaminados por microrganismos nocivos, que podem causar uma
variedade de doencas. Entdo, criar alternativas para conservacdo de alimentos é de suma
relevancia. Sendo assim, avaliar os métodos de acdo desses produtos sobre 0s microrganismos,
vai definir sua eficacia e estabelecer se € possivel 0s 6leos essenciais substituirem conservantes
sintéticos, que, com o tempo, trazem riscos a satde. Outro ponto a considerar é que os 6leos
essenciais sdo biodegradaveis; diminuindo assim os impactos sobre 0 ambiente. Desse modo, 0
este trabalho ndo sé tem um impacto direto na sociedade, mas também influencia indiretamente
questdes relacionadas ao meio ambiente e a saude publica. Apresentando potencial de gerar
informacdes valiosas que podem assegurar direitos e promover justica para todos, contribuindo

para um futuro mais saudavel e sustentavel.

IMPACT INDICATORS
Food safety is one of the main concerns, as the consumption of food that has been improperly
handled can pose significant health risks. Such food may be contaminated by harmful
microorganisms, which can cause a variety of diseases. Therefore, creating alternatives for food
preservation is of utmost relevance. Evaluating the action methods of these products on
microorganisms will determine their efficacy and establish whether essential oils can replace
synthetic preservatives, which may pose health risks over time. Another point to consider is
that essential oils are biodegradable, thus reducing environmental impacts. Consequently, this
work not only has a direct impact on society but also indirectly influences issues related to the
environment and public health. It has the potential to generate valuable information that can
ensure rights and promote justice for all, contributing to a healthier and more sustainable future.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, um dos grandes problemas das industrias alimenticias é a
contaminagdo por microrganismos, ja que os metabolitos secundarios produzidos por
esses organismos causam serios problemas tanto para a inddstria quanto para a salde
humana. Para evitar esse problema, sdo utilizados conservantes e antibioticos sintéticos
que prolongam a vida util dos produtos.

A oxidacdo dos produtos também € considerada um problema para as industrias.
Existem dois processos de oxidacdo: um ocorre pela peroxidacao lipidica, que faz com
que os produtos fiqguem rancosos e sejam descartados, e o outro ocorre quando o produto
entra em contato com o oxigénio do ar, reduzindo seu tempo de prateleira e consumo.

Dessa forma, a busca por alternativas aos conservantes sintéticos torna-se
necessaria. E o uso de produtos naturais tem mostrado resultados benéficos,
especialmente estudos com Gleos essenciais (OE), que apresentam uma ampla gama de
propriedades, como antibacteriana, antifingica, anti-inflamatdria e antioxidante.

Devido a rapida oxidacdo dos alimentos e a contaminag¢do por microrganismos
durante a manipulacéo, estudar o mecanismo de acdo dos 6leos essenciais sobre esses
microrganismos e propor um novo produto capaz de inibi-los ou até mesmo elimina-los
é de suma relevancia. 1sso evitaria perdas para os produtores e impediria que os fungos
produzissem metabdlitos secundarios que representam riscos a saude.

Mediante o exposto, objetivou neste trabalho extrair, caracterizar quimicamente
o0s 6leos essenciais de Satureja montana (segurelha) e de Prunus persica (pessegueiro);
bem como avaliar a acdo antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres DPPH,
branqueamento do f-caroteno e poder redutor; avaliar a a¢do antiflngica sobre o fungo
Penicillium expansum e seu mecanismo de acéo destes sobre as bactérias Escherichia coli

(E. coli) e Staphylococcus aureus (S. aureus).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleos Essenciais

O metabolismo secundério das plantas € definido como um conjunto de reacGes
que produzem compostos ndo essenciais para o crescimento e diferenciacdo dos
individuos, mas que sdo extremamente importantes para sua protecédo e defesa. Exemplos
desses metabolitos incluem alcaloides, cumarinas, flavonoides e Oleos essenciais.
(Specian et al., 2014)

Considerando a definicdo da International Standard Organization (ISO) (2021), os
6leos essenciais sao “produtos obtidos de matérias-primas naturais de origem vegetal, por
destilacdo a vapor, por processos mecanicos a partir do epicarpo de frutos citricos, ou por
destilacéo a seco”.

Simdes et al. (2017) salientam que os 6leos essenciais sdo uma mistura complexa
que podem ser chamados de 6leos volateis, etéreos ou esséncias. Tais denominacdes
derivam-se de suas caracteristicas fisico-quimicas, como a de serem geralmente liquidos
de aparéncia oleosa, volatéis, comumente apresentarem aroma agradavel e intenso e
serem sollveis em solventes organicos apolares. Aléem dessas caracteristicas, eles sdo
normalmente incolores ou ligeiramente amarelados, com excecao dos 6leos de camomila
e mil-folhas, que apresentam altos teores de azulenos. Ressalta-se que 0s 6leos essenciais
sd0 pouco estaveis na presenca de luz, calor, umidade e metais.

A estrutura quimica dos constituintes dos 6leos essenciais é formada basicamente
por carbono, oxigénio e hidrogénio, variando em relacdo a funcdo organica, como
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenois,
ésteres, éteres, Oxidos, entre outros. Os 6leos essenciais podem conter aproximadamente
entre 20-60 componentes em diferentes concentracBes. Os que apresentam maior
concentracdo sdo denominados compostos majoritarios, os de menor proporcdo sao
denominados compostos minoritarios e aqueles componentes em concentragdes minimas
séo conhecidos como tracgo.

OE’s podem ser sintetizados por todos os 6rgaos das plantas, entre eles, botes
florais, flores, folhas, caule, galhos finos, sementes, frutos, raizes e cascas, e sdo estocados
em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares
(Bakkali et al., 2008; Simdes et al., 2017).
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Os oOleos essenciais possuem propriedades biolégicas diversificadas, tendo a
capacidade de atuar como agentes antioxidantes, inseticidas, alelopaticos, antissépticos,
antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios, espasmoliticos, dentre
outros. Na natureza, os 6leos essenciais desempenham um importante papel no sistema
de defesa quimica das plantas diante a predadores (Bakkali et al., 2008). Tendo essa
relevancia na natureza, os 6leos essenciais estdo sendo cada vez mais explorados pelos
diferentes segmentos industriais, destacando-se na inddstria alimenticia, na conservagdo
e incremento de aroma e sabor dos alimentos, na industria farmacéutica, por apresentarem
propriedades farmacolégicas; e na indUstria de cosméticos, atuando como matéria-prima
para sabonetes, cremes e perfumes (EI Asbahani et al., 2015).

Ha diversos métodos para extracdo dos 6leos essenciais, enfloracao, forno micro-
ondas, métodos que utilizam solventes organicos, extracdao de fluido supercritico com
CO», empregado na inddstria, destilacdo por arraste a vapor d agua e hidrodestilagdo
(Teixeira, 2013). Salienta-se que a hidrodestilacao e o arraste a vapor sdo as técnicas mais
empregadas e utilizadas em laboratério. Esses métodos compreendem em se obter o 6leo
essencial por meio da volatilizagdo de seus constituintes quimicos, que, em seguida, sao

condensados e coletados no aparelho de Clevenger modificado (Simdes et al., 2017).

2.1.1 Biossintese dos Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais sdo constituidos, em sua maioria, por fenilpropanoides e
terpenos, obtidos a partir do metabolismo da glicose (Figura 1). Os fenilpropanoides sdo
sintetizados pela via do chiquimato e os terpenos, terpenoides e seus derivados pela via
do acetato (rota do mevalonato ou do 5 — fosfato de 1 — deoxi — D — xilulose (DXPS)).
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Figura 1 - Metabolismo da Glicose.
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Fonte: Simdes et al (2017).

Os fenilpropanoides sdo formados por meio do acido chiquimico que, por sua vez,
sdo originados da condensacao aldolica de fosfoenopiruvato e eritrose-4-fosfato. Quando
formado, o acido chiquimico reage com uma molécula de fosfoenolpiruvato, gerando o
acido corismico, que € responsavel pela sintese de aminoacidos aromaticos (fenilalanina
e a tirosina). Esses aminoacidos, por meio da perda de uma molécula de amdnia, dédo
origem aos acidos cinamicos e p-cumarico, respectivamente. Os acidos cinamicos e p-
cumarico, por sua vez, sofrem inumeras reacfes de reducdo enzimatica, formando
propenilbenzenos e/ou alilbenzenos, que sé&o oxidados com degradagdo das cadeias

laterais e ciclizacdo a fenilpropanoides (Dewick, 2008). A ilustracdo do mecanismo
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simplificado da formacdo dos fenilpropandides, por meio do &cido chiquimico, pode ser
observada na Figura 2.

Figura 2 - Mecanismo simplificado da formac&o dos fenilpropanoides.
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Fonte: Simdes et al. (2017).

Os compostos terpénicos sdo biossintetizados a partir das moléculas fosforiladas
e ativas isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP). A
sintese para a formacao dos intermediarios basicos (IPP e DMAPP) ocorre por meio de
duas vias independentes localizadas em compartimentos intracelulares separados; no
citosol, o IPP é formado por meio da via do mevalonato através da condensacéo do acetil-
CoA (Figura 3) e, nos plastidios, formado por meio do piruvato e gliceraldeido 3-fosfato
por meio do fosfato de metileritritol, seguindo a via do DXPS (Figura 4) (Simdes et al.,
2017). Os terpenos sdo classificados pela quantidade de unidades isoprénicas; uma Gnica
unidade é conhecida como hemiterpenos; quando dois isoprenos se juntam ocorre a
formagdo dos monoterpenos (10 atomos de carbonos); ja a juncdo de trés unidades
isoprénicas origina os sesquiterpenos (15 atomos de carbonos), e assim por diante
(Dewick, 2008).



Figura 3 - Biossintese dos terpenos pela via do mevalonato.
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Figura 4 - Biossintesse dos terpenos pela via do DXPS.
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2.2 Espécies Vegetais

2.2.1. Prunus persica (pessegueiro)

A espécie Prunus persica, popularmente conhecida como pessegueiro (Figura 5),
€ uma arvore pertencente a familia Rosaceae. Oriundo da China, Afeganistdo e Irg,
cultivado extensivamente como fruteira e encontrado ocasionalmente assilvestrado. A
arvore atinge 6 metros de altura, apresentam folhas lanceoladas que aparecem depois das
flores e geram frutos comestiveis denominados de “péssego” (Novaes; Yamamoto;
Marques, 2021).

O ¢6leo de caroco de péssego tem sido amplamente utilizado na indUstria cosmetica
como ingrediente de sabonetes, xampus, locGes e cremes, por ser um Oleo leve,
penetrante, de facil absor¢éo e ndo deixa sensacdo gordurosa. O 6leo de caroco de péssego
é nutricionalmente atraente e tem a oportunidade de produzir produtos de alto valor a
partir do biorresiduo na industria de péssego, devido aos seus acidos graxos insaturados

e constituintes antioxidantes (Wu et al., 2011).
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Figura 5 - Aspecto geral do pessegueiro.

Fonte: Ma (2009).

2.2.2. Satureja montana (segurelha)

A Segurelha é uma planta de origem mediterranea, sua esséncia lembra a hortela
e o tomilho, embora mais apimentada. Sendo ideal para dar um sabor especial aos pratos.
A Satureja montana é uma planta perene que pode atingir de 15 a 70 cm de altura, com
pequenas flores brancas ou levemente rosadas. Suas folhas sdo mais estreitas e seu sabor
é mais forte, sendo normalmente usada em pratos como sopas, peixes, carnes e em pratos
a base de feijao. E uma planta aromatica, tradicionalmente usada na peninsula dos Balcés
como tempero e conservante natural de alimentos, também € muito utilizada para o
tratamento de bronquite. O Gleo essencial de segurelha apresenta uma vasta gama de
propriedades como: antioxidantes, antibacterianas, antifungicas, inseticida, dentre outras
(Jman Redzic, 2006).

Figura 6 - Aspecto geral da segurelha.

Fonte: Kowalchik e Hylton (1997).
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2.3 Atividade Antioxidante

Os radicais livres sdo espécies quimicas que apresentam um ou mais elétrons
desemparelhados. S&o intermediarios de rea¢fes quimicas muito reativos. Esses, por sua
vez, causam danos oxidativos nas células e tecidos, e estdo relacionados com a citologia
de varias doencas, tais como as degenerativas: o cancer, a aterosclerose e cardiopatias.

Quando existe um desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, tem-
se danos celulares, conhecido como estresse oxidativo. Dessa forma, a utilizagdo de
elementos antioxidantes na alimentacdo e em bebidas pode combater os radicais livres.
Varios compostos presentes em plantas possuem essa atividade, como as vitaminas (a-
tocoferol, p-caroteno, acido ascorbico), clorofilina, curcumina, flavonoides e também
alguns 6leos essenciais (Prevedello; Comachio, 2021).

Dentre os métodos antioxidantes, destacam-se aqueles baseados na estabilizacéo
de radicais (ABTS, DPPH e hidroxil); complexacao de metais (reducdo do molibdénio e
poder redutor - FRAP) e inibicdo da peroxidacéo lipidica (TBARS, oxidacdo do LDL e
cooxidacdo do sistema S-caroteno/acido linoleico), lipossomas e acetilcolinesterase.

A avaliacdo antioxidante pelo método de sequestro DPPH consiste em avaliar a
reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH) a 1-1-difenil-2-
picrilhidrazina, com perda de sua coloragdo purpura como indicativo do potencial de
antioxidante da espécie avaliada. A reacdo é monitorada espectrofotometricamente no
comprimento de onda de 515 nm. A reduc¢do do DPPH corre pela transferéncia de elétrons
por parte do composto antioxidante avaliado ou pela via de transferéncia de um atomo de
hidrogénio (Figura 7) (Oliveira et al., 2016).

Figura 7 - Mecanismo de reducédo de DPPH.
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Fonte: Oliveira (2015).
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De acordo com Duarte-Almeida (2006), o ensaio de branqueamento de S-caroteno
avalia a capacidade da amostra ou composto em proteger o substrato lipidico (#-caroteno)
da oxidacdo, o qual é avaliado por medidas espectrofotométricas da descoloragédo
(oxidacdao) do pS-caroteno, devido ao ataque de radicais resultantes da oxida¢do do acido
linoleico por espécies reativas de oxigénio que estavam presentes no meio. Quando nao
ha substancias antioxidantes no meio, ele perde sua coloracéao alaranjada.

Existem varios estudos sobre a atividade antioxidante dos 6leos essenciais. Dentre
eles, tem-se 0 de Kumar et al. (2019), que realizaram testes antioxidantes de espécies
Asteraceae e Lamiaceae e obtiveram bons resultados. O o6leo essencial de N.
ciliaris apresentou atividade maxima de estabilizacdo dos radicais livres DPPH e 0s 6leos
de N. leucophylla, E. annuus e E. mucronatus apresentaram capacidade antioxidante
proxima ao BHT, seguido por C. umbrosa, N. clarkei e E. karwinskianus. Os autores
destacam que os resultados promissores da atividade antioxidantes dos 6leos essenciais
dessas espécies estdo relacionados aos compostos ativos, como fenilpropanoides e
terpenoides, presentes nos 6leos essenciais.

Ferreira et al. (2019) estudaram os 6leos essenciais de horteld, cravo-da-india,
orégano e candeia e verificaram que o 6leo de cravo-da-india e orégano, e seus
constituintes majoritarios eugenol e carvacrol, apresentaram atividade antioxidante frente
aos ensaios colorimétricos de estabilizacdo de radicais DPPH e hidroxila, prote¢do do
sistema f-caroteno, além de se mostrarem potentes agentes redutores no ensaio de poder
redutor. O 6leo de horteld teve efeito quelante frente aos ions ferro (I1), e o 6leo de candeia
ndo apresentou atividade.

Gomes et al. (2017), avaliando efeitos de revestimentos comestiveis incorporados
com 6leos essenciais citricos na qualidade de framboesas vermelhas, verificaram que,
pelo teste de lipossomas, 0s revestimentos incorporados com os 6leos de liméo e laranja
foram capazes de prevenir a peroxidacdo lipidica.

Andrade et al. (2012) estudaram os 0Oleos essenciais de Cymbopogon nardus,
Cinnamomum zeylanicum e Zingiber officinal, e verificaram que esses 6leos essenciais
apresentaram atividade antioxidante pelo teste de branqueamento S-caroteno; porém, pelo
teste de DPPH, apenas C. nardus apresentou atividade antioxidante. Para os autores, isso
ocorreu porque esse teste é improprio para substancias lipofilicas devido a baixa

solubilidade do 6leo nas condigdes de andlise.
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Miranda et al. (2014) estudaram a composicdo quimica dos 6leos essenciais
extraidos de folhas frescas de tomilho, capim-limdo, alfavaca e manjericéo, e avaliaram
a sua atividade antioxidante pelos métodos de sequestro de radicais DPPH e pela inibicdo
da oxidacao do sistema de branqueamento S-caroteno. A atividade dos 6leos foi analisada
em comparagdo & atividade dos padrGes dos constituintes majoritarios dos oleos
essenciais das plantas em estudo, que foram: timol, citral, eugenol e linalol,
respectivamente. Os autores encontraram resultados satisfatorios para as amostras de
eugenol e do 6leo essencial de alfavaca. Eles perceberam que o0s 6leos essenciais e seus
respectivos padrbes se agrupam devido a similaridade quanto as quantidades de
fenilpropanoides e monoterpenos.

Miranda et al. (2016), extraindo 6leos essenciais das folhas frescas das espécies
C. bonariensis, P. hysterophorus, T. diversifolia, A. polystachya, H. coronarium e de B.
dracunculifolia, verificaram uma predominancia de monoterpenoides nos 06leos
essenciais de C. bonariensis, T. diversifolia, H. coronarium e B. dracunculifolia e
predominancia de sesquiterpenoides nos 6leos de P. hysterophorus e A. polystachya. Na
avaliacdo do sequestro do radical DPPH, os 06leos essenciais de todas as espécies nao
apresentaram atividade, e no teste de branqueamento p-caroteno, apenas 0s 0leos
essenciais de C. bonariensis, P. hysterophorus, A. polystachya, e B. dracunculifolia
apresentaram ICso superiores a maior concentragdo avaliada (250 pg mL™). Segundo os
autores, 0s resultados ndo promissores podem ter sido pelo fato de os constituintes
majoritarios dos 6leos avaliados, ndo serem compostos fendlicos ou que contém atomos
de hidrogénio na posicéo alilica e/ou posic¢des benzilicas.

Ferreira et al. (2019) citam que alguns 6leos essenciais ndo apresentam atividade
frente aos testes DPPH e ensaio de branqueamento fS-caroteno. Para os autores, isso é
atribuido a varios fatores como a metodologia utilizada, a dificuldade de solubilizacdo e
a estrutura quimica dos constituintes dos 6leos, em que o dltimo é o fator que mais
influéncia na atividade antioxidante, pois a estrutura quimica do constituinte majoritario

do 6leo essencial esta diretamente ligada & determinagédo da sua atividade.

2.4 Contaminacéo de Alimentos por Microrganismos

Os alimentos apresentam grande facilidade de contaminagdo por microrganismos

durante sua manipulacdo e seu processamento, uma vez que sdo fontes de substancias
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nutritivas ideais para o crescimento de microrganismos, como fungos e bactérias. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destacou, em 2020, que as Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTASs) apresentam uma variedade de sintomas, desde gastroenterites
leves (como diarreia, colicas, nduseas, vomitos e febre) até sindromes neuroldgicas,
hepéticas e renais. Essas doencas afetam cerca de 600 milhdes de pessoas, ou quase 1 em
cada 10 pessoas no mundo (Fung; Wang; Menon, 2018; Payal et al., 2021).

As principais bactérias causadoras das DTAs sdo Staphylococcus aureus,
Cronobacter sakazakii, Bacillus cereus, Salmonella, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Shigella, Vibrio, Campylobacter
jejuni, Yersinia enterocolitica, entre outras. Alguns desses patdgenos sao formadores de
esporos, tornando-os altamente resistentes ao calor, como Clostridium, Bacillus subtilis
e Bacillus cereus. Existem também bactérias ndo formadoras de esporos, como Brucella,
Campylobacter, Salmonella, Yersinia, Listeria e E. coli, algumas produzem toxinas
resistentes ao calor, como Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus. A maioria dos
patégenos sdo termofilicos, enquanto alguns patdégenos de origem alimentar, como
Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes, sdo capazes de crescer em baixas
temperaturas (Bintsis, 2017; Lorenzo et al., 2018).

Prakash et al. (2018) trabalharam com aplicacdes de 6leos essenciais para
melhorar o prazo de validade de produtos frescos usando diferentes abordagens. Esses
autores salientaram que a incorporacao de 6leos essenciais na matriz do filme, em vez da
adicdo direta aos alimentos, ajudou a inibir patégenos e a formacao de sabores e odores
desagradaveis.

Branddo et al. (2023) estudaram a eficécia in vitro e in vivo de embalagens de
nanofibras de poli(acido lactico) contendo Gleos essenciais de Ocimum basilicum L. e
Ocimum gratissimum L. sobre Aspergillus carbonarius e Aspergillus niger em uvas de
mesa e perceberam que os dois Gleos protegeram significativamente as frutas da
contaminacgdo pelos fungos A. carbonarius e A. niger durante o armazenamento (in
vitro e in vivo), bem como também reduziram a producéo de ocratoxina A (in vitro), um
metabolito secundéario produzido pelos fungos que apresenta potencial cancerigeno.

Zhang et al. (2022) citam em seu trabalho que, quando o morango foi revestido
com uma nanoemulséo de pululano com 6leos essenciais de canela (OEC), houve inibicéo
na decomposic¢do dos frutos durante o armazenamento. Os autores observaram que as

camadas de revestimento incorporadas com a nanoemulsdo de OEC exibiram um efeito
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positivo na qualidade dos frutos de morango, incluindo perda de peso, percentual de
atenuacdo, firmeza, teor de solidos soltveis e acido titulavel, o que pode ser atribuido as
fortes propriedades antibacterianas dos 6leos essenciais de canela.

Branddo et al. (2022) citam que ha métodos tradicionais de controle da
contaminacdo  fungica que utilizam a preservacdo fisica e o0 uso
de fungicidas quimicos. Entretanto, existem problemas com esses tratamentos, uma vez
que podem prejudicar os alimentos, deixando residuos com sabor desagradavel e
toxicidade, apresentando efeitos biologicos indesejaveis a salde humana, além de
contribuir para o desenvolvimento de fungos resistentes a fungicidas.

2.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) (Figura 8 A e B) é uma bactéria Gram-negativa que
apresenta forma de bastonete. A estrutura de sua parede celular possui uma fina camada
de peptidoglicano e uma membrana externa que contém lipopolissacarideos; é uma
bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae, sendo uma das mais estudadas e uma
das mais comuns no trato gastrointestinal de humanos e animais. A faixa étima de pH
para o desenvolvimento de E. coli esta entre 6 e 7, embora ela possa tolerar um pH entre
4 e 9. As cepas de E. coli suportam temperaturas de 7 a 46 °C, sendo a temperatura mais

favorével para seu crescimento entre 35 e 40 °C (Batista, 2014).

Figura 8 - Aspecto geral da bactéria Escherichia coli.

(A) | (8)
Legenda: Imagem A: Micrografia eletronica de varredura da bactéria Escherichia coli. Fonte: National
Geographic Society (2023). Imagem B: Col6nias de Escherichia coli em agar Mueller-Hinton.

Fonte: Do autor (2024).



25

A presenga de E. coli em 4gua ou alimentos indica contaminacéo fecal e condigdes
inadequadas de higiene. Comumente, os alimentos associados a doencas transmitidas por
essa bactéria incluem carnes, embutidos, como salsichas, leite cru, queijo, alface, meléo,
rabanete e agua. Existem pelo menos cinco tipos de infecgdo intestinal causadas pela E.
coli, sdo elas: enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasor (EIEC),
enterohemorragica (EHEC) e enteroaderente (EAEC). Os sintomas se diferem quanto a
classe patogénica; porém, apresentam alguns sintomas comuns como diarreia, nauseas,
vomitos e dor abdominal (Tavares, 2018).

As bactérias enterotoxigénicas sdo a causa mais comum de diarreia infantil e dos
viajantes. A transmissao ocorre pela ingestdo de alimentos ou agua contaminada com
dejetos humanos ou pelo contato de pessoa a pessoa. As enteropatogénicas sdo uma das
principais causas de diarreia em criangas, particularmente em locais com condig¢oes
sanitarias precérias. Ja na bactéria entero-hemorragica, ligam-se as células no intestino
grosso, na qual produzem uma exotoxina (verotoxina ou toxina do tipo Shiga), e causa
uma grave diarreia abundante e com sangue (colite hemorragica). Esse tipo acomete com
gravidade criangas e idosos. As enteroinvasivas causam uma sindrome tipo disenteria
com febre e fezes sanguinolentas, principalmente, em jovens e adultos. As
enteroaderentes causam a diarreia dos viajantes e a diarreia persistente em criancas
pequenas (Batista (2014); Tavares, 2018).

2.4.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) (Figura 9 A e B) € uma bactéria Gram-positiva,
pertencente a familia Micrococcaceae. Suas estruturas se apresentam em agregados
semelhantes a cachos de uva, que ndo formam esporos. Sdo microrganismos anaerdébios
facultativos que se desenvolvem bem em uma faixa de pH entre 7 a 7,5, em temperaturas
entre 7 e 47 °C. Salienta-se que S. aureus também se desenvolve em alimentos com pH
entre 4,2 e 9,3 e em concentracdes de sal de até 15%, ou seja, esses microrganismos
apresentam uma certa resisténcia a determinadas concentracGes de sal (Tavares, 2018).

As ceélulas Gram-positivas apresentam parede celular espessa, composta
principalmente de peptidoglicano. Diferentemente das células Gram-negativas, as células
Gram-positivas ndo apresentam uma membrana externa, tornando-as menos complexas

estruturalmente. Na camada peptidica, os acidos teicoicos estdo covalentemente ligados



26

ao peptidoglicano, ao passo que os &cidos lipoteicoicos estdo ancorados na membrana
citoplasmatica. Esses acidos desempenham papéis importantes na estabilidade da parede

celular e na regulacéo da autdlise celular (Batista, 2014).

Figura 9 - Aspecto geral da bactéria Staphylococcus aureus.

(A) (B)
Legenda: Imagem A: Micrografia eletrdnica de varredura da bactéria Staphylococcus aureus.
Fonte: Clébis (2021).
Imagem B: Col6nias de Staphylococcus aureus em agar Mueller-Hinton.
Fonte: Do autor (2024).

2.4.3 Penicillium expansum

Penicillium expansum (Figura 10) é um fungo filamentoso pertencente ao género
Penicillium. E comumente encontrado em solo, matéria organica e frutas em
decomposigdo. Conhecido como um patégeno que causa a podriddo-azul, especialmente
em frutas armazenadas, como magés e peras. Causam danos na pos-colheita e apresenta
alto potencial de producdo de micotoxinas, que sao prejudiciais a saide humana e animal
(Errampalli, 2014).

Uma das preocupacfes mais sérias relacionadas a Penicillium expansum é a
producéo de patulina, uma micotoxina que pode contaminar sucos de frutas, compotas e
outros produtos alimenticios. A patulina é toxica para humanos e animais, podendo causar
efeitos adversos a satde, como danos ao figado e aos rins, além de apresentar potencial
carcinogénico (Errampalli, 2014).

De acordo com Palmieri et al. (2022), P. expansum aumenta sua viruléncia ao
modular localmente o pH do hospedeiro por meio da producdo de acidos organicos,
principalmente citrico e glucdnico, além do efluxo de ions H* resultante da utilizacdo de
NH**. O acimulo dessas espécies quimicas no tecido da fruta em decomposicéo provoca
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uma reducdo do pH entre 0,5 e 1,0 unidades, 0 que promove a atividade das enzimas

poligalacturonases e a transcri¢do de genes relacionados a viruléncia fungica.

Figura 10 - Aspecto geral do fungo Penicillium expansum.

Fonte: Do autor (2024).

2.5 Mecanismo de acao de 0leos essenciais sobre bactérias

Tendo em vista que os Gleos essenciais apresentam diversas atividades, dentre elas
a antibacteriana, avaliar seu mecanismo de acdo destes sobre bactérias é de grande
relevancia, uma vez que entender esses mecanismos pode ajudar a compreender seu
funcionamento. Como os 6leos essenciais sd0 uma mistura complexa de compostos, pode
haver efeitos sinérgicos, ja que a combinacdo desses multiplos compostos pode resultar
em uma atividade antimicrobiana mais forte do que a soma das atividades individuais. Os
Oleos essenciais podem agir na parede celular, na integridade e na permeabilidade da
membrana, causando vazamento de materiais citoplasmaticos.

Diao et al. (2014) mostraram que a perturbacdo da integridade da membrana
plasmatica que leva ao efluxo de DNA, RNA e proteinas, apos o tratamento com OEs em
bactérias, € um dos principais mecanismos de agdo antimicrobiano. Os resultados do

estudo mostraram a capacidade que o 6leo essencial de sementes de erva-doce apresentou
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em liberar constituintes celulares na faixa de 260 nm, sendo o trans-anetol o constituinte
majoritario. Han, Sun e Chen. (2019) avaliaram o efeito do limoneno (20 mL L) sobre
Listeria monocytogenes e demostraram o declinio acentuado nas concentracfes de
proteina celular e acido nucleico entre 3 e 9 horas de tratamento, o que foi atribuido a
desorganizacdo na integridade da membrana plasmatica, facilitando o vazamento dos
principais materiais citoplasmaticos.

Zhang et al. (2016) investigaram os efeitos do 6leo essencial de canela sobre os
patdgenos alimentares E. coli e S. aureus. Os autores observaram que uma dose maxima
de 1,0 mg mL? de 6leo de canela alterou significativamente a sintese dos principais
componentes envolvidos na biogénese das paredes celulares bacterianas, conforme
evidenciado por microscopia eletrénica de varredura. Além disso, 0s 6leos essenciais
desestabilizaram o potencial de membrana das células ao interromper a integridade e a
permeabilidade da membrana plasmética. A desestabilizacdo significativa da integridade
e permeabilidade da membrana, com o consequente vazamento de ions celulares (Na*, H*
e K*) pela fumigacdo com 6leo essencial, sugeriu a inativacdo de sistemas metabdlicos
vitais (respiracéo celular e sintese de ATP) nas celulas bacterianas.

Sokolik et al. (2018) demonstraram que o timol (a 0,25 mg mL™) causa uma
desorganizacdo primaria das fracbes lipidicas da membrana, resultando na
desestabilizacdo de sua permeabilidade. Embora a rota exata da atividade antibacteriana
dos 6leos essenciais ndo possa ser confirmada devido a ampla variedade de compostos
presentes, estudos podem prever possiveis mecanismos de acdo dos OEs sobre as

bactérias.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Quimica Organica - Oleos
Essenciais do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Lavras (DQI —
UFLA), na Unidade de Recursos Microbioldgicos — Urmicro e no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) da Universidade Federal de

Lavras.

3.1 Obtencéo do Material Vegetal

A espécie vegetal pessegueiro foi adquirida no campus da Universidade Federal
de Lavras — UFLA, enquanto a segurelha foi obtida comercialmente em uma loja de

produtos naturais situada em S&o Paulo — SP.

3.2 Extragéo do Oleo Essencial

Os Oleos essenciais de segurelha e do pessegueiro foram obtidos por
hidrodestilacdo, utilizando um aparelho de Clevenger modificado acoplado a um baléo
de fundo redondo de 5000 mL, de acordo com a metodologia descrita por Brasil (2010).

Em baldo de fundo redondo com 2500 mL de &gua, foram adicionados 200 g do
material vegetal das espécies vegetais em estudo. O processo de destilagdo ocorreu por
um periodo de 2 horas para a obtencdo do hidrolato. Decorrido esse tempo, 0 6leo
essencial foi separado do hidrolato por centrifugacgdo utilizando uma centrifuga de cruzeta
horizontal (FANEM, 206-R) a 9,6 G por 15 min. O dleo foi retirado com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, acondicionado em frasco de vidro, e armazenado ao abrigo de luz e

calor. O processo de extracdo foi realizado em triplicata.

3.3 Determinacdo da Umidade e do Rendimento do Oleo Essencial

A umidade de cada material vegetal foi determinada utilizando o sistema de Dean
e Stark, que se baseia no principio da imiscibilidade de solventes (cicloexano e agua).
Foram pesados cerca de 5 g de material vegetal, juntamente com 80 mL de cicloexano.
Apbs 2 horas de refluxo, o volume de dgua presente no material vegetal foi quantificado.

A determinacdo da umidade foi realizada em triplicata, seguindo a metodologia descrita
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por Pimentel et al. (2006). O rendimento da extracdo do 6leo essencial de cada planta foi
determinado em porcentagem de massa/massa (%m/m) em Base Livre de Umidade
(BLU).

3.4 Caracterizacdo Quimica dos Oleos Essenciais

A caracterizacdo e quantificacdo quimica dos 6leos essenciais foram realizadas no
Centro de Analises e Prospeccdo Quimica — CAPQ, no Departamento de Quimica da
UFLA. Os constituintes quimicos dos o6leos essenciais foram identificados por
cromatografia em fase gasosa, acoplada a espectrometria de massas (CG/EM- Shimadzu,
QP5050A) utilizando-se uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm) com fase
ligada a DBS5 (0,25 pm de espessura). O gas de arraste que foi utilizado é o hélio a um
fluxo de 1,18 mL min* a 210 °C. A temperatura iniciou em 60 °C, seguida de um aumento
de 3 °C mint até 240 °C; posteriormente, a 10 °C min, até chegar em 300 °C, a qual
permaneceu constante por 7 min. A temperatura do injetor foi de 220 °C e a do detector
(ou interface) de 240 °C. Foi injetado 0,1 puL de amostra, diluida em hexano a uma taxa
de particdo de 1:100. Na avaliacdo quantitativa, utilizou-se um cromatdgrafo gasoso
(Shimadzu CG — 17A) equipado com detector por ionizacdo de chamas (FID). Os
parametros experimentais de analise foram os mesmos utilizados na identificacdo por
CG/EM, com temperatura do detector de 300 °C. Os constituintes foram identificados
comparando os indices de retencdo calculados pela equacdo de Van Den Dool e Kratz
(1963), levando em consideracéo a relacdo da série homdloga de alcanos (nCg - nCig) €
com extrapolagdo para C1g € C20, com 0s indices de retencéo da literatura, segundo Adams
(2017) e duas bibliotecas do equipamento NIST107 e NIST2. Essas bibliotecas

possilitaram a comparacdo dos espectros obtidos com os existentes.

3.5 Atividade Antioxidante: Diluicdo das Amostras

Nos testes antioxidantes de sequestro de radicais DPPH, branqueamento de -
caroteno e poder redutor, os 6leos essenciais de segurelha e pessegueiro foram diluidos
em etanol nas concentrag@es de 25; 50; 100; 150; 200; 250 e 500 pug mL™.
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3.5.1 Atividade Antioxidante: Sequestro de Radicais Livres DPPH

A avaliacdo do sequestro de radicais livres DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Teixeira et al. (2013), com algumas adaptagdes. Inicialmente,
ocorreu a preparacio de uma solucio etanolica de DPPH, na concentragdo de 40 mg L™,
que foi mantida ao abrigo de luz para evitar a degradacdo. Posteriormente, para a
preparacdo da solucdo de DPPH, foram adicionados aos tubos de ensaio 0,3 mL de
amostra, nas concentracdes de 25; 50; 100; 150; 200; 250 e 500 pug mL™?, seguido da
adicdo de 2,7 mL da solucdo de DPPH. Paralelamente, foram preparados o controle pela
adicdo de 0,3 mL de etanol e 2,7 mL de solucdo de DPPH. As misturas foram mantidas
ao abrigo de luz por 60 min. Apo6s esse periodo, foram realizadas leituras de absorbancia
em espectrofotdbmetro UV/ Vis a 515 nm.

A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) foi calculada seguindo a

Equacéo 2:

0% AA = 1 — Aamostra y 90 Equacdo 2

controle

Em que:

Aamostra = absorbancia da solugéo contendo todos os reagentes

Acontrole = absorbancia do controle.

O ICso (concentracdo minima inibitoria necesséaria para estabilizar 50% dos
radicais DPPH) foi determinado pela equacdo da curva de %AA versus concentracao.

O antioxidante sintético hidroxitolueno butilado (BHT) foi usado como padréo de

comparacao, e as analises foram realizadas em trés repeticdes.

3.5.2 Atividade Antioxidante: Ensaio de Branqueamento f-caroteno

O ensaio de branqueamento S-caroteno foi realizado seguindo a metodologia de
Kulisic et al. (2004), com algumas adaptacdes. Em um baldo de fundo redondo com
volume de 250 mL, houve a preparagdo de uma emulsdo com 0,0030 g de p-caroteno,
0,2000 g de &cido linoleico, 1,000 g de Tween 20 e 15 mL de cloroférmio. Posteriormente

ao preparo dessa emulsdo, ela foi rota-evaporada por 60 min a 50 °C, para eliminacéo do
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cloroférmio. Ao residuo, foram adicionados 500 mL de agua destilada saturada em
oxigénio.

O ensaio foi realizado com quatro repeti¢6es, no qual foram adicionados aos tubos
de ensaio 2,7 mL da emulsédo e 0,3 mL dos 6leos essenciais nas concentragdes de 25; 50;
100; 150; 200; 250; 500 pg mLt. Simultaneamente, foi preparado o controle, composto
por 0,3 mL de etanol e 2,7 mL de solucao de -caroteno. Posteriormente, foram realizadas
leituras em espectrofotdmetro UV/Vis a 470 nm no tempo inicial (t = 0) e, apds 60
minutos de incubacdo, a 50 °C na auséncia de luz. Apds todos os resultados da
absorbéncia a porcentagem de atividade antioxidante (% AA), foi calculada seguindo a
Equacéo 3:

% AA = (1 - M) x 100 Equagdo 3

(Aoo — 4ot)

Em que:
Ao: absorbancia no inicio da incubagéo, com a amostra;
A:: absorbéancia depois de 60 minutos, com amostra;
Aoo: absorbancia no inicio da incubagdo, sem a amostra;
Aot: absorbancia depois de 60 minutos, sem amostra.
O ICsx foi determinado pela da equagéo da curva de %AA versus concentracéo.

O antioxidante sintético BHT foi tomado como padrdo de comparacao.

3.5.3 Atividade Antioxidante: Método do Poder Redutor

A determinacdo do poder redutor dos 6leos essenciais foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por Ferreira et al. (2019). Inicialmente foram adicionados aos
tubos de ensaio 50 pL de amostra nas concentragdes de 25; 50; 100; 150; 200; 250 e 500
ug mL?Y; 500 pL de solugdo tampdo fosfato 0,01 mol L (pH 7,4) e 500 pL de
hexacianoferrato 111 de potassio 0,03 mol L. Em seguida, essa mistura foi agitada em
agitador Vortex (Phoenix/AP-56) e incubada a 50 °C por 20 min. Posteriormente a
incubagéo, foram adicionado 500 pL de TCA 0,612 mol L™ (4cido tricloroacético), 1500
UL de agua destilada e 300 uL de FeCls 0,006 mol L. Em seguida, as leituras foram

realizadas em espectrofotdmetro UV/Vis a 700 nm. Para a determinacg&o do poder redutor,
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foram construidas curvas de absorbancia versus concentragdo da amostra, tendo o acido

ascorbico como controle das analises, que foram realizadas em triplicata.

3.6 Atividade Antifungica - Diluicdo das Amostras

Nos testes antiflingicos, os 6leos essenciais de folhas de péssego e segurelha foram
diluidos em DMSO, nas proporcdes de 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1.64 e 1:128,
resultando em concentracdes de 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 € 0,19 uL mL™. A
espécie fangica Penicillum expansum (URMICRO - 10731) foi adquirida da Colecéo de
Cultura de Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFLA. O
indculo do fungo foi incubado em placas de Petri contendo meio Agar Extract Malt a 25

°C por sete dias.

3.6.1 Atividade Antifungica: Método Difusdo em Disco

Para a determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI), foi realizado o
teste de difusdo em disco aceito pelo Food and Drug Administration e estabelecido pelo
National Committe for Clinical Laboratory Standards (National Committe for Clinical
Laboratory Standards, 2003). Inicialmente apds o periodo de sete dias, a suspensdo de
esporos dos fungos em &gua destilada estéril contendo 1% de Tween 80 foi preparada e
para determinar as concentragdes de esporos (107 esporos mL™?), utilizou-se a camara de
Newbauer. Posteriormente, um volume de 100 pL da solugao de esporos foi transferida
para a placa contendo o meio de cultura pela técnica de espalhamento em superficie. Em
seguida, discos estéreis de papel filtro de 5 mm de didmetro, embebidos com 10 pL dos
6leos diluidos em DMSO, nas concentragdes definidas, foram posicionados sobre 0 meio
de cultura. Como controle negativo, foi utilizado DMSO e, como controle positivo o
fluodioxonil (2 uL mL™). As placas foram incubadas em Demanda Bioquimica de
Oxigénio (BOD), a 25 °C, por 7 dias. Ap0s esse periodo, realizaram-se as medicdes
diametralmente opostas dos halos de inibicdo formados. Definindo, assim, a menor
concentracdo de 0leo essencial que apresentou um halo de inibi¢do. O teste foi realizado
em triplicata (NCCLS, 2003a).
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3.7 Atividade Antibacteriana — Diluicdo das Amostras

As amostras foram diluidas de forma seriada para a realizacdo dos testes,
resultando em concentragdes de 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,19 uL mL™.,

3.7.1 Atividade Antibacteriana — Determinacdo da Concentracdo Minima
Inibitéria (CMI) e da Concentracdo Minima Bactericida (CMB)

As cepas bacterianas das espécies Escherichia coli (EPEC — 055:H7) e
Staphylococcus aureus (ATCC 13565) foram ativadas em caldo BHI (caldo-infuséo
cérebro coracdo) e incubadas a 37 °© C em BOD por 24 horas, obtendo, assim as “culturas-
mae”. Posteriormente, para a realizacao dos testes, ajustou-se a turbidez dessas “culturas-
mae”; nas quais foram diluidas uma aliquota dessas em caldo de soja triptica (TSB) e com
0 auxilio de um espectrofotdmetro (Specord 200 Plus, Analytik Jena AG Germany) no
comprimento de onda de 625 nm. As absorbancias foram ajustadas para o intervalo entre
0,08 e 0,1, equivalente a concentragio de 108 UFC mL™. Para a realizacio dos testes
subsequentes, 1 mL do indculo padronizado em 108 UFC mL* foi diluido em 9 mL de
caldo TSB, resultando na concentragio de 10’ UFC mL™.

A CMI foi determinada pelo teste de macrodiluicdo em caldo, na qual foram
adicionados em microtubos estéreis 850 pL de caldo Mueller-Hinton, 100 pL de
suspensdo bacteriana (107 UFC mL™) e 50 pL das dilui¢des dos 6leos essenciais. Como
controle bacteriano, foram adicionados em tubos de ensaio 900 pL de caldo Mueller-
Hinton e 100 pL de suspensdo bacteriana. Para fins de comparacdo, foi preparado um
controle positivo, no qual as diluicdes dos 6leos essenciais foram substituidas pelo
antibidtico Cloranfenicol. Como controle negativo, foi usado o DMSO no lugar das
diluicdes. Homogeneizaram-se as solu¢bes em agitador tipo Vortex e elas foram
incubadas a 37 °C em BOD por 24 horas. As concentragdes que apresentaram auséncia
de turbidez foram definidas como CMI. Todos os testes foram realizados em triplicata
(NCCLS, 2003b).

Para determinar a CMB, realizou-se 0 método de espalhamento em superficie, no
qual foram plaqueados 4CMI, 2CMI, CMI, % CMl e i CMI. Estas foram incubadas a 37

°C em BOD por 24 horas. A menor concentracdo que apresentou auséncia completa de
crescimento bacteriano foi definida como CMB (NCCLS, 1999).
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3.7.2 Atividade Antibacteriana — Teste de liberacéo de lons Potassio

A concentracdo de ions potassio livres em solucdo foi analisada utilizando a
metodologia de Camargo et al. (2020), com adaptacdes. Para esse teste, utilizou-se o kit
semiquantitativo Calcio/Potassio (Quantofix, Mecherey-Nagel, GmbH & Co.,
Alemanha), de acordo com as instrucdes descritas pelo fabricante.

Inicialmente, adicionaram-se 850 uL de caldo Mueller-Hinton, 100 pL de indculo
(10" UFC mL™?) e 50 uL das CMI dos 6leos essenciais obtidas para cada bactéria em
microtubos estéreis. Como controle bacteriano e para fins de comparacdo, foram
adicionados aos microtubos 900 pL de caldo Mueller-Hinton e 100 pL de indculo (107
UFC mL™). As suspensdes resultantes foram homogeneizadas, e aliquotas de 200 uL
foram coletadas a cada 2 horas, para a realizacdo das medicGes de ions potéssio. Os
resultados foram expressos em termos de concentragdo de K* em mg mL™ de solucéo,

nos tempos de incubacdo de 0, 2, 4, 6 e 24 h.

3.7.3 Atividade Antibacteriana — Teste de Liberacdo de Constituintes

Celulares

A liberagéo de constituintes celulares absorventes em 260 nm, foi determinada
empregando a metodologia descrita por Yang, Khan e Kang (2015), com algumas
modificacdes. A principio em tubos de ensaio com tampa foram adicionados 3,5 mL de
4gua peptonada (0,1%), 400 uL de indculo 10" UFC mLte 100 uL da dilui¢do dos 6leos
essenciais em DMSO, equivalentes a CMI. A liberacdo espontanea de contetdos celulares
por E. coli e S. aureus foi verificada utilizando 3,6 mL de dgua peptonada (0,1%) e 400
uL de inéculo 10” UFC mLt. Homogeneizaram e incubaram as soluges em BOD a 37
°C. Para a realizacdo das leituras de absorbancia nos intervalos de tempo de 0, 1, 2, 3, 4
e 5 horas, empregando espectrofotometro (Specord 200 Plus, Analytik Jena AG
Germany) na faixa de 260 nm, foram coletadas aliquotas do tratamento e elas foram

diluidas em &gua peptonada (0,1%). As analises foram realizadas com quatro repetigdes.
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3.7.4 Atividade Antibacteriana — Teste da Permeabilidade da Membrana

A porcentagem de absorcdo de cristal violeta pelas bactérias foi determinada
conforme a metodologia descrita por Nogueira et al. (2021). Inicialmente, os
microrganismos foram inoculados em caldo BHI e incubados em BOD por 24 h a 37 °C.
Apdbs esse periodo, as suspensdes foram homogeneizadas e 1 mL do indculo foi
transferido para microtubos estéreis. A solucdo foi centrifugada em minicentrifuga
(Loccus NanoSpin 8) a aproximadamente 2000 x G, por 5 minutos; o sobrenadante foi
descartado e o pellet (células bacterianas) foi lavado duas vezes com tampéo fosfato
salino — PBS (0,01 M pH 7,4, Sigma-Aldrich). Em seguida, adicionaram-se aos
microtubos 950 pL de PBS e 50 pL da diluicdo de 6leo essencial na CMI. Agitaram-se e
incubaram-se os tratamentos em BOD a 37 °C por 60 minutos. Transcorrido esse tempo,
centrifugaram-se novamente as suspensodes e descartaram-se os sobrenadantes. As células
foram ressuspensas em 1 mL de solucéo de cristal violeta/PBS 10 ug mL™ e incubadas
por 10 minutos. Apds a incubacéo, as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante foi
diluido em 1,5 mL de tampéo fosfato e foram realizadas as leituras de absorbancia. A
absorcéo de cristal violeta pelas células bacterianas néo tratadas foi avaliada empregando
apenas o tampao fosfato e o microrganismo. Para a realizacao das leituras, utilizou-se um
espectrofotdbmetro (Specord 200 Plus, Analytik Jena AG Germany) no comprimento de
onda de 590 nm. A absorbéncia de uma solugdo de cristal violeta/PBS (10 pg mL™)
diluida em tampdo (na mesma proporc¢do que os tratamentos) foi considerada como 100%
de cristal violeta (CV) livre. O experimento foi realizado em quatro repeticdes.

A porcentagem de cristal violeta livre (CV) em solucdo ndo absorvido pelas

celulas foi calculada de acordo com a férmula a seguir:

. 100 x Absorbancia da amostra ~
% CV livre = Equacdo 4

Absorbancia da solugdo de cristal violeta

A partir dos resultados obtidos na Equagéo 1, calculou-se a porcentagem de cristal

violeta absorvida, conforme a Equacéo 5.

% CV livre = 100 — % CV livre Equagéo 5
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3.7.5 Atividade Antibacteriana — Teste da Capacidade de Tolerancia a Sal

A capacidade de tolerancia de sal pelas bactérias em estudo foi avaliada de acordo
com a metodologia descrita por Camargo et al. (2020).

A principio, em microtubos estéreis, foram adicionados 850 pL de caldo Mueller-
Hinton, 100 pL de indculo 10" UFC mL™ e 50 pL das diluicBes dos 6leos essenciais nas
CMls definidas. As suspensdes obtidas foram diluidas em agua peptonada (1%), nas
proporcdes de 10x, 100x, 1000x e 10000x, uma aliquota de 100pL de cada diluigdo foi
plagueada em &gar Mueller-Hinton suplementado com 0%, 2,5% e 5% de NaCl. As placas
foram envoltas com plastico-filme e incubadas em BOD a 37° C, por um periodo de 24
horas. As cepas bacterianas, sem o tratamento, foram usadas como fins de comparacéo,
nos quais foram adicionados a microtubos 900 L de caldo Mueller-Hinton e 100 pL de
indculo 10" UFC mL™, seguindo, depois 0 mesmo padréo dos tratamentos. Decorrente o
periodo de incubacéo, foi definido o numero de unidades formadoras de col6nias em
(UFC mL™), os quais foram convertidos em log (UFC mL™). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

3.7.6 Atividade Antibacteriana — Avaliagdo da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

O efeito dos 6leos essenciais na morfologia das bactérias foi avaliado por
Microscopia Eletrénica de Varredura. As amostras foram coletadas do plagueamento em
agar Mueller-Hinton, para determinacdo da CMB. As amostras do controle bacteriano
foram coletadas das placas sem adi¢do das dilui¢fes dos 6leos essenciais.

Quando coletadas, as amostras foram fixadas em solugdo de Karnovsky
modificada (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2%, CaCl,0,001 mol/L e tampéo
cacodilato 0,05 mol/L, pH 7,2 (Sigma-Aldrich). Posteriormente, as amostras foram
lavadas com tampéo cacodilato de sodio (0,05 M, pH 7,2) por um periodo de 10 min e
desidratadas por exposi¢cdo sequencial a 25, 50, 75, 90 e 100% de acetona por 10 min
cada uma. As amostras foram secas em aparelho de ponto critico (Bal-tec CPD 030
Balzers, Liechtenstein) e pulverizadas com ouro (Bal-tec modelo SCD 050 Balzers,
Liechtenstein; De Oliveira et al. 2017). As eletromicrografias foram obtidas utilizando
um microscopio eletrénico de varredura (LeoEVO 40XVP-Carl Zeiss, Oberkochen,

Alemanha).
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3.8 Analise Estatistica

O delineamento experimental para os testes antioxidantes e bioldgicos realizados
foram inteiramente casualizado, utilizando o programa Sisvar para comparagdo das
médias por meio do teste Scott-Knott (Ferreira et al., 2011).

As médias da atividade antioxidante para os 6leos essenciais foram comparadas
pelo teste Scott-Knott, com 5% de significancia, em um esquema fatorial (3 x 7), sendo
duas amostras de 6leos essenciais (segurelha e folhas de péssego e um controle, o BHT)
e sete concentragdes (25; 50; 100; 150; 200; 250 e 500 pg mL 1), com trés repeticdes.
Para os testes biologicos, liberacdo de constituintes celulares, cristal violeta e tolerancia

a sal, empregou-se o teste Scott-Knott, com 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento e Umidade

Os resultados obtidos para o teor de umidade (%) e rendimento em base livre de

umidade (%op/p BLU) dos 6leos essenciais em estudo, estdo apresentados na Tabela 1:

Tabela 1 — Rendimento dos 6leos essenciais em base livre de umidade.

Oleo Essencial Teor de umidade (%) Rendimento (%p/p BLU)
Segurelha 5,63+0,16 0,39 £ 0,03
Folhas de péssego 59,35 +0,10 0,14+£0,6

Fonte: Do autor (2024).

Os resultados obtidos para o rendimento de segurelha (0,39%), difere-se daqueles
encontrados por De Oliveira et al. (2012), que obtiveram um valor de (0,47%). Rezende
et al. (2021), ao estudarem o efeito dos Oleos essenciais de Satureja
montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flexuosus S., nas propriedades
antifungicas dos Oleos essenciais de Aspergillus flavus e Aspergillus ochraceus,
obtiveram um rendimento de (0,47%), resultado que corrobora com o0s encontrados por
De Oliveira et al. (2012).

Verma et al. (2017) estudaram o rendimento do dleo essencial de Prunus persica
em diferentes épocas climaticas e verificaram que o rendimento foi maior em condi¢des
chuvosas (0,46 £ 0,05 g/100 g de folhas frescas), seguido pelo outono (0,45 + 0,01 g/100
g de folhas frescas) e verdo (0,42 £ 0,02 g/100 g de folhas frescas), obtendo rendimentos
menores na primavera (0,14 + 0,02 g/100 g de folhas frescas) e inverno (0,05 + 0,02 g/100
g de folhas frescas). O resultado de rendimento do dleo essencial do presente estudo,
corroboram com os obtidos por Verma et al. (2017) na primavera.

Afirmando o que foi citado por Gobbo-Neto; Lopes (2007), o qual destacam que
o rendimento do 0leo essencial varia, e esse fato pode estar relacionado a capacidade
genética de uma planta em produzir ou ndo metabdlitos secundarios. Também podem ser
atribuidas as diferengas na época de colheita, tipo de solo, clima da regido, tempo de

secagem e umidade relativa do ar no dia da colheita.
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Os resultados obtidos para caracterizagdo quimica das espécies em estudos estao

apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Composi¢do quimica do 6leo essencial de segurelha.

Pico Composto TR (min) IRl IRtab % Area
1 Canfeno 6.882 950 954 0,39
2 Octen-3-ol 7.663 976 979 0,79
3 Mirceno 7.982 987 990 0,13
4 Terpinoleno 8.994 1017 1088 0,17
5 p-Cimeno 9.270 1032 1024 22,46
6 1,8-Cineol 9.565 1032 1031 0,56
7 y-Terpineno 10.520 1057 1059 0,57
8 Linalool 12.109 1099 1096 1,50
9 Cénfora 14.168 1147 1146 0,18
10 Borneol 15.241 1172 1169 0,88
11 Terpinen-4-ol 15.501 1180 1177 0,14
12 Anisol 18.085 1229 1235 1,08
13 Carvacrol 20.762 1299 1299 37,36
14 Oxido de cariofileno ~ 32.430 1582 1583 1,07
15 1-Tetradecanol 36.005 1676 1672 3,45
16 Farnesol 43.181 1880 1875 2,76

Legenda: TR — tempo de retencio; IRq — Indice de retengéo calculado; IR, — Indice de retenco

tabelado.

Fonte: Do autor (2024).

Os principais componentes do 6leo essencial de segurelha foram carvacrol e p-

cimeno. Rezende et al. (2022) obtiveram como componentes principais borneol
(36,18%), y-terpineol (12,66%), carvacrol (11,07%) e p-cimeno (9,57%), compostos

também encontrados neste estudo; porém, em menores porcentagens de area.

De Oliveira et al. (2011) identificaram timol (28,99%), p-cimeno (12,00%),

linalol (11,00%) e carvacrol (10,71%) como os principais constituintes do 6leo essencial

de S. montana L. Enquanto Vitanza et al. (2019) encontraram carvacrol (43,9%), timol
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(7,6%), éter metilico do timol (4,3%), borneol (3,1%) e cariofileno (3,4%) como 0s
principais componentes do Oleo essencial de S. montana L. Nemati et al. (2018),
estudaram a composicao quimica e atividade antioxidante de S. montana e encontraram
como principais constituintes carvacrol (83,4%), éter metilico de timol (1,12%), p-
terpineno (9,62%) e a-terpineno (1,70%).

Observa-se que os compostos encontrados para o 6leo de segurelha sdo bem
similares, mas variam quanto a quantidade. Esse fato pode estar relacionado a capacidade
genética de uma planta em produzir ou ndo metabdlitos secundarios. Também podem ser
atribuidas as diferengas na época de colheita, tipo de solo, clima da regido, tempo de

secagem e umidade relativa do ar no dia da colheita (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Tabela 3 - Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de péssego.
Pico Composto TR (min) IRcal IRtab % Area
1 Benzaldeido 7.250 960 962 100

Legenda: TR — tempo de retencéo; IR — indice de retencéo calculado; IR, — Indice de retencéo
tabelado.

Fonte: Do autor (2024).

No o6leo essencial de folhas de péssego, encontrou-se apenas o benzaldeido.
Verma et al. (2017) estudaram o rendimento do Oleo essencial de Prunus persica em
diferentes épocas do ano e verificaram um maior rendimento de Oleo essencial e
benzaldeido em condi¢6es chuvosas (0,45 g/100 g de folhas frescas) e outono (0,44 g/100
g de folhas frescas). Eles salientam que benzaldeido é predominante em 6leos essenciais
do género Prunus, dados que corroboram com aqueles encontrados neste trabalho.

O benzaldeido é um dos aldeidos aromaticos mais significativos, amplamente
utilizado na industria de perfumaria e no processamento de pigmentos, sendo o
benzaldeido natural um material essencial para a producdo de agentes aromatizantes

alimentares, além de ser fundamental na preparacao de corantes industriais e especiarias.

4.3 Testes Antioxidantes

Os dados das atividades antioxidantes dos 6leos essenciais em estudo estdo
apresentados nos graficos da Figura 13, os quais apresentaram um comportamento efeito

dose dependente e crescimento exponencial.
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Figura 13 - Potencial antioxidante dos 6leos essenciais avaliados pelos ensaios de (A)
Estabilizacdo de radicais DPPH, (B) Branqueamento de S-caroteno e (C)

Poder redutor.

o 50 100 150 200 o 100 200 300 400 500
Coneentragio (ug mL') Concentragio (pg mL")

C

—— Acide Ascorbico|

Absorbéncia (nm)

100 200 300 400 00
Concentragio (pg mL-')

Fonte: Do autor (2024).

Os valores ICsq estdo apresentados na Tabela 13, o déleo essencial de segurelha
apresentou um melhor desempenho ao teste de DPPH, quando comparado com o teste
branqueamento f-caroteno, uma vez que foi eficaz em todos os testes. O 6leo essencial
de folhas de péssego néo apresentou bom desempenho antioxidante em nenhum dos testes
avaliados. Esses resultados estdo ligados aos constituintes dos éleos essenciais em estudo,
uma vez que a reatividade dos constituintes de 6leos essenciais em reacdes de
estabilizacdo de radicais por doacdo de elétrons ou atomo de hidrogénio segue a seguinte
ordem: fenilpropanoides, terpenoides com caracteristicas fenolicas, alcoois e terpenos
(mono e sesquiterpenos hidrocarbonetos) (Teixeira et al., 2014). Como o carvacrol é um
monoterpeno fendlico, os 6leos que apresentam esse constituinte em sua composicdo

apresentam uma Otima atividade, bem como no caso da segurelha.
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Tabela 4 - Porcentagem de atividade antioxidante dos 6leos essenciais.

ICso pug mL?
Amostra DPPH S-caroteno
BHT 3,35+ 1,46% 7,04 £ 2,342
Segurelha 42,24 +0,66° 62,74 + 7,54°
Folhas de péssego NA > 500°

Legenda: As médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas ndo diferem entre si pelo teste
Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade. NA - ndo apresentou atividade.
Fonte: Do autor (2024)

Entretanto, o 6leo essencial de folhas de péssego apresenta somente benzaldeido
em sua composicéo, por ndo ser um composto fendlico; isso explicaria sua baixa atividade
antioxidante, pois bons antioxidantes devem ser capazes de doar &tomos de hidrogénio
ou elétrons e serem estabilizados pelos efeitos de estruturas hiperconjugativas e de
ressonancia (Ferreira et al. (2019)).

Os resultados obtidos neste estudo para os testes antioxidantes corroboram com
os de Rezende et al. (2022), que estudaram os efeitos bactericidas e antioxidantes dos
oOleos essenciais de Satureja montana L., Myristica fragrans H. e Cymbopogon flexuosus

e viram um 6timo desempenho bactericida e antioxidante do 6leo de Satureja montana.

4.4 Atividade antifungica

Na Tabela 5 séo apresentados valores de Concentragdo Minima Inibitéria (CMI)

para 0s 0leos essenciais em estudo.

Tabela 5: Concentracdo Minima Inibitoria dos 6leos essenciais sobre o fungo Penicillium

expansum.
Presenca de halo de inibicdo
Concentrag¢io (uL mL™?)
Fungo Segurelha  Folhas de péssego Fluodioxonil DMSO
P. expansum 1,56 6,25 2 NI

Legenda: NI —ndo ocorreu inibi¢do; DMSO — dimetilsulfoxido.
Fonte: Do autor (2024).

Os resultados obtidos revelam um 6timo desempenho dos Oleos essenciais de

segurelha e folhas de péssego sobre o fungo Penicillium expansum; porém, o 6leo de
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segurelha tem maior potencial. Estudos sobre a atividade antiflngica de OEs descrevem
a relacdo entre a estrutura quimica de diferentes componentes e a eficacia antifingica. A
ordem bésica para essa eficacia antifingica de diferentes grupos de componentes de OE
é fenol > alcool > aldeido > cetona > éster > hidrocarboneto (Kalemba; Kunicha, 2003),
dessa forma, destaca-se o maior desempenho da segurelha.

De acordo com estudos de Andrade et al. (2019), a alta eficacia antifingica dos
constituintes fendlicos se deve a desintegracdo da permeabilidade da membrana. Como a
membrana dos fungos é composta por varios constituintes, incluindo o ergosterol (um
composto esteroide que atua como modulador de fluidez da membrana fangica), qualquer
efeito sobre esse metabolito secundario causa um desequilibrio nessa fluidez,
promovendo alteracbes homeostaticas intracelulares. Assim, qualquer alteracdo nessa
estrutura celular pode vir a tornar o ambiente fungico intracelular incompativel com a sua
sobrevivéncia, 0 que pode ter ocorrido para que os 6leos fossem capazes de causar a
inibicdo do fungo (SOUZA et al., 2011).

4.5 Testes Antibacterianos
45.1 Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) e Concentracdo Minima
Bactericida (CMB)

A Tabela 6 e a Tabela 7 apresentam os resultados do teste de Concentragédo
Minima Inibitéria e Concentracdo Minima Bactericida (CMB) dos 6leos essenciais sobre

as bactérias S. aureus e E. coli.

Tabela 6 - Concentracdo Minima Inibitéria e Concentracdo Minima Bactericida sobre a
bactéria S. aureus.

Oleo Essencial CMI (uL mL?) CMB (uL mL1)
Folhas de péssego 6,25 12,5
Segurelha 0,78 1,56

Fonte: Do autor (2024).
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Tabela 7 - Concentragdo Minima Inibitéria e Concentragdo Minima Bactericida sobre a
bactéria E. coli.

Oleo Essencial CMI (uL mL?) CMB (uL mL™?)
Folhas de péssego 1,56 3,12
Segurelha 0,78 1,56

Fonte: Do autor (2024).

O oleo essencial de segurelha apresentou a mesma CMI e CMB para ambas as
bactérias avaliadas, ao passo que os valores de CMI e CMB, para o 6leo essencial de
folhas de péssego sobre cepas de S. aureus e E.coli, diferiram. Rezende et al. (2022)
obtiveram CMI e CMB para Satureja montana de 6,25 e 50 uL mL, respectivamente. O
6leo essencial de folhas de péssego foi mais eficaz na inibi¢do do crescimento de E. coli
do que para cepas de S. aureus.

O carvacrol e o sinergismo entre 0s constituintes presentes no 6leo de segurelha
podem explicar a maior atividade, quando comparados ao 6leo essencial de folhas de
péssego uma vez que o Oleo essencial de folhas de péssego apresentou somente
benzaldeido como constituinte. Maurya et al. (2021) apontam que a presenca de contetido
fenolico em OEs exibe mais propriedades para a inibi¢do do crescimento microbiano com
base em seu grupo hidroxila efetivo em estruturas quimicas, que ajudam na ruptura da
estrutura da membrana plasmatica e, portanto, desorganizam a permeabilidade da
membrana.

Hui et al. (2017) investigaram a relacdo estrutura-atividade (SAR) de compostos
como timol, eugenol, carvacrol, cinamaldeido, nerol, citral, linalol, geraniol, a-terpineol
e perilaldeido, para atividade antimicrobiana, ao direcionar a enzima 1-desoxi-D-xilulose
5-fosfato reductoisomerase (DXR) em E. coli. A capacidade de ligagdo dos compostos
foi baseada em sua lipofilicidade, permitindo que eles causassem mais efeitos estruturais
na membrana plasmatica e nos componentes celulares. Além disso, 0s grupos hidroxila
fenolicos e elétrons deslocalizados presentes em timol, carvacrol e eugenol mostraram o
melhor efeito na acdo antimicrobiana devido a forte ligagdo com a enzima DXR. Por outro
lado, os aldeidos (perilaldeido, cinamaldeido), a cetona (citral) e o componente
monoterpénico (a-terpineol) ndo apresentaram nenhuma ag&o inibitoria detectavel contra

a proteina DXR.
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4.5.2 Teste liberacao de ions potassio

De acordo com Camargo et al. (2020), o efluxo de ions potéssio e a liberacdo de
materiais celulares absorventes a 260 nm para o exterior da célula sdo indicios do
comprometimento da permeabilidade e integridade da membrana celular bacteriana. A
membrana celular funciona como uma barreira entre 0 meio externo e interno da célula,
permitindo a passagem de eletrolitos essenciais para as variadas funcdes celulares, como
os ions K*. O vazamento desses ions indica um aumento da permeabilidade ou ruptura da
membrana celular e esse aumento da permeabilidade afeta o metabolismo celular
bacteriano e pode levar a lise celular.

Nas Tabelas 8 e 9, sdo apresentados os resultados do teste de Liberagdo de ions
K™ das bactérias S. aureus e E. coli, pelos 6leos essenciais em estudo.

Tabela 8 - Efeito dos 6leos essenciais na liberagdo de ions potassio (em mg L™?) para S.

aureus.
Amostra 0 horas 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas
S. aureus 400 700 700 700 700

Folhas de péssego 400 400 400 400 400
Segurelha 400 400 400 400 400

Fonte: Do autor (2024)

Tabela 9 - Efeito dos Oleos Essenciais na Liberacdo de fons Potassio (em mg L) para E.

coli
Amostra 0 horas 2 horas 4 horas 6 horas 24 horas
E. coli 400 700 1000 1000 1000
Folhas de péssego 400 400 400 400 400
Segurelha 400 400 400 400 400

Fonte: Do autor (2024)

Pelos dados obtidos, foi observado que a liberacéo de ions potéssio foi constante
nos diferentes tempos e tratamentos, ou seja, nenhum Oleo essencial foi capaz de
promover a liberacdo de ions potéssio. Os controles bacterianos sofreram aumento no
extravasamento ap0s um certo tempo de incubagdo, provavelmente por estar atribuido a

morte natural do microrganismo. De acordo com Nogueira et al. (2021), o aumento na
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perda de ions potassio observado nos controles bacterianos ndo foi registrado nas
amostras tratadas, possivelmente porque elas impediram a multiplicacdo bacteriana de
forma eficaz, evitando, assim, a proliferagdo excessiva dos microrganismos, como

ocorreu nos controles.

45.3 Teste de liberacédo de constituintes celulares absorventes em 260 nm

Nas Tabelas 10 e 11, sdo apresentados os dados obtidos para absorbancia do teste
de liberagdo de constituintes celulares na faixa de 260 nm, para as bactérias Escherichia

coli e Staphylococcus aureus.

Tabela 10 - Liberacdo de constituintes celulares de E. coli induzida pelos 6leos essenciais.

Amostra TempoO Tempol Tempo2 Tempo3 Tempo4 Tempo5
E. coli 0,6717¢4 0,7171» 0,7178* 0,7163*  0,7778% 0,7738#4
Segurelha 0,6740% 0,7181*4 0,7354**  0,7042*A  0,6870** 0,6956%

Folhas de péssego  3,0320**  3,0130°4 3,0053"*  3,3451°  3,5580°*  3,3974"

As médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. As médias seguidas pelas mesmas letras
mailsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Do autor (2024)

Tabela 11 - Liberacdo de constituintes celulares de S. aureus induzida pelos 6leos

essenciais.
Amostra TempoO Tempol Tempo2 Tempo3 Tempo4d Tempob
S. aureus 0,6763** 0,6659*4 0,7015* 0,7012*A  0,7061*A 0,7155%
Segurelha 0,7575* 0,7109%  2,2246"®  0,9454*  0,9061% 0,9584%

Folhas de péssego ~ 3,2149*A  3,8208"  3,6015®  3,0001°A  3,8271° 2,7201°A

As médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. As médias seguidas pelas mesmas letras
mailsculas nas linhas ndao diferem entre si pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Fonte: Do autor (2024)
De acordo com os dados descritos nas tabelas, € possivel observar que os valores
obtidos no tratamento com segurelha e o controle bacteriano nos testes para E. coli ndo

apresentaram variacdo significativa; porém, quando comparado com o tratamento de
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folhas de péssego, ocorreu uma variagdo, isso pode ser um indicativo de que o 6leo
promoveu liberacdo de constituintes celulares. Ja para os tratamentos com S. aureus, foi
possivel observar uma variacao significativa no tempo 2 para o tratamento com segurelha,
ou seja, indicativo de que o 6leo foi capaz de liberar constituintes celulares; porém, logo
ocorreu uma diminuigéo da absorbancia. O ocorrido pode ser justificado pelo fato de que
as moléculas liberadas (peptideos, proteinas, enzimas, entre outras), ap6s a ruptura
celular, podem ter sido incorporadas pelos microrganismos sobreviventes para seu
proprio metabolismo (Nogueira et al., 2021).

Nazzaro et al. (2013) mencionam que os Oleos essenciais e alguns de seus
constituintes quimicos, por apresentarem caracteristicas lipofilicas, podem interagir com
lipidios da membrana para alterar a permeabilidade, integridade, capacidade
osmorregulatoria ou fungdes estruturais e causar o vazamento de ions ou contetdo celular,

lise e morte celular, resultados que corroboram com os encontrados neste trabalho.

45.4 Teste da permeabilidade da membrana

As Tabelas 12 e 13 apresentam os resultados do teste de permeabilidade da

membrana das bactérias S. aureus e E. coli.

Tabela 12 - Efeito dos Oleos Essenciais na permeabilidade da membrana da bactéria E.

coli.
Cristal Violeta
Amostra % Livre % Absorvida
Controle (cristal violeta) 98,62 + 0,12° 1,38 + 0,0072
Segurelha 96,58 + 0,01° 3,42 +0,11°
Controle (cristal violeta) 88,9 + 0,18 11,1 +0,23¢
Folhas de Péssego 80,08 + 0,122 19,92 £ 0,18°

As médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Scott-knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2024).
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Tabela 13 - Efeito dos Oleos Essenciais na permeabilidade da membrana da bactéria S.

aureus.
Cristal Violeta

Amostra % Livre % Absorvida

Controle (cristal violeta) 96,27 = 0,16° 3,73+0,12%

Segurelha 93,51 +0,09¢ 6,29 +1,03°

Controle (cristal violeta) 88,46 + 0,13° 11,54 £ 0,04°

Folhas de Péssego 83,22 + 0,152 16,78 + 0,07¢

As médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste
Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2024).

A quantidade de cristal violeta absorvido pode ser um indicativo da integridade
da membrana estrutural da parede celular. Dessa forma, com os ensaios, pode-se estimar
os danos causados a permeabilidade da membrana, correlacionando-se as diferencas
percentuais de cristal violeta livre ou absorvidos ocasionados pelos tratamentos com 6leos
essenciais. Desse modo, pode-se perceber que o 6leo essencial de folhas de péssego
causou maior impacto na permeabilidade da membrana do que o Gleo essencial de
segurelha.

Talvez a interacdo dos varios constituintes presentes no Oleo essencial de
segurelha tenham influenciado no teste de permeabilidade da membrana, uma vez que
Nogueira et al. (2021) obtiveram maiores valores absorvidos de cristal violeta por
compostos fendlicos, como eugenol e carvacrol, do que para compostos que

apresentavam a funcdo aldeidos em sua estrutura.

455 Teste de tolerancia ao sal

Na Tabela 14, estdo representados os resultados do teste de capacidade de
tolerancia a sal pelas bactérias Escherichia coli e Staphyloccocus aureus,

respectivamente.
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Tabela 14 - Efeito dos Oleos Essenciais na capacidade de tolerancia a sal.

Amostra 0 % NaCl 2,5 % NaCl 5% NaCl
E. coli Incontével 1,97 1,6
Segurelha NC NC NC
Folhas de Péssego 2,34 2,06 0,8
Amostra 0 % NaCl 2,5 % NacCl 5% NacCl
S. aureus Incontavel Incontével 2,13
Segurelha NC NC NC
Folhas de Péssego 2,64 2,46 2,55

Legenda: NC — ndo houve crescimento de coldnias bacterianas.
Fonte: Do autor (2024)

De acordo com Camargo et al. (2020), danos a membrana celular bacteriana
também podem ser medidos indiretamente pela perda de tolerancia ao sal ou pela
capacidade de reduzir a formacao de colénias em meio de cultura sélido suplementado
com NaCl. Portanto, o teste de tolerancia ao sal é indicativo de danos a membrana celular,
resultando em alteracfes na permeabilidade da célula bacteriana. Isso € evidenciado por
mudancas na capacidade osmorregulatéria da membrana celular, ou seja, na capacidade
de controlar as concentracdes salinas dentro da célula, essenciais para sua atividade
metabdlica.

Por meio dos dados apresentados na Tabela 14, o 6leo de segurelha foi capaz de
reduzir totalmente a formacdo de colonias tanto para Escherichia coli quanto para
Staphylococcus aureus. Isso pode ser um indicio que OE age direta ou indiretamente no
equilibrio osmotico ou na membrana plasmatica, ja o 6leo essencial de folhas de péssego
ndo provocou essa reducdo, podendo assim inferir que ele ndo causa alteracdes na
estrutura da membrana plasmatica, sugerindo que o seu alvo seja intracelular, no

citoplasma ou em enzimas citoplasmaticas (Nogueira et al., 2021).

45.6 Avaliagdo da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Nas Figuras 14 e 15, estdo apresentadas as imagens obtidas por Microscopia

Eletronica de Varredura.
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(A) (B) ©
Legenda: (A) Controle bacteriano; (B) Tratamento com 6&leo essencial de segurelha; (C)
Tratamento com 6leo essencial de folhas de péssego.
Fonte: Do autor (2024).
Por meio das imagens, foi possivel perceber um decréscimo significativo na
quantidade de células da colbnia, sendo ainda possivel constatar que houve deformacéo
na estrutura da célula, quando se comparam os tratamentos (B e C) com o controle

bacteriano (A), pois E. coli é uma bactéria Gram-negativa que se assemelha a um bacilo.

(A) (B) ©
Legenda: (A) Controle bacteriano; (B) Tratamento com Oleo essencial de segurelha; (C)
Tratamento com 6leo essencial de folhas de péssego.
Fonte: Do autor (2024).

As imagens permitem visualizar que, no caso da S. aureus também, ocorreu um
decréscimo significativo na quantidade de células bacterianas.

Os dados obtidos para ambas as bactérias corroboram com os de Rezende et al.,
(2022), visto que os 6leos estudados por eles também reduziram a quantidade de bactérias.
De acordo com estudos de Garcia-Salinas et al. (2018), a presenga de grupos hidroxila
altera e compromete o metabolismo energético, o que acaba influenciando a expressdo
génica, e pode ter ocorrido para o 6leo essencial de segurelha. Rezende et al. (2022)
destacam que grupos hidroxila alcodlicos também contribuem para os resultados
morfoldgicos obtidos, pois ocorreu uma diminuigdo significativa do crescimento das

bactérias.
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Nogueira et al. (2021), ao estudarem padrdes sobre as bactérias, dentre eles um
aldeido (trans-cinamaldeido), verificaram que eles séo capazes de causar extravasamento
de materiais e ions intracelulares, o que pode ter ocorrido com o 6leo de folhas de péssego,

que apresentou benzaldeido como constituinte.
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5 CONCLUSOES

O dleo essencial de segurelha apresentou como constituintes majoritarios
carvacrol, p-cimeno e hexadecanol; e o 6leo de folhas de péssego, o benzaldeido.

O dleo essencial de segurelha apresentou ICso de 42.24 e 62.54 pelos métodos
DPPH e Brangueamento do S-caroteno, respectivamente. Ao passo que o 6leo essencial
de folhas de péssego ndo apresentou atividade pelo método DPPH, e ICsq maior que 500
ug mL* pelo método Branqueamento do f-caroteno. Pelo método do poder redutor, o OE
de segurelha se sobressaiu, quando comparado com o OE de folhas de péssego, observado
pela inclinacdo da reta, que apresentou valores de (5,1902 x 10%) e (7,9641 x 10®),
respectivamente.

O mecanismo de acdo foi comprovado para o 6Oleo essencial de segurelha,
provocando danos a membrana bacteriana, provavelmente por alterar sua permeabilidade,
observada pelos testes de tolerancia a sal e liberacdo de constituintes celulares, enquanto

0 6leo de folhas de péssego causou um dano menor a membrana plasmatica.
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