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Dissertacao de Mestrado, Programa de Pos-Graduacio em Biotecnologia (PROBIO), 2025

Resumo:

Devido ao avan¢o na demanda por novos compostos com aplicabilidade na medicina, induastria
alimenticia, farmacologica e terapé€utica, a utilizacao de 6leos essenciais vem ganhando visibilidade
nos ultimos tempos. Estes, por sua vez, tém propriedades quimicas que permitem com que sejam
aplicados nos mais diferentes ramos da biotecnologia. Baseado nisto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante de 6leos essenciais de diferentes genotipos da
planta Lippia gracilis Schauer, bem como utilizar um modelo preditivo para analisar a cinética de
crescimento microbiano de cepas patogé€nicas expostas a diferentes condigdes de pH (5,0, 6,0 € 9,0);
concentragdes do oOleo essencial (1,32, 2,64 ¢ 5,29 mg/mL) e combinacao pH + dleo essencial. A
atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em disco, Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida minima (CBM). A maioria das cepas foram de muito
sensiveis a extremamente sensiveis aos 0leos. A P. aeruginosa foi a inica bactéria ndo sensivel aos
0leos. Os valores de CIM e CBM variaram entre 1,32 ¢ 42,37 mg/mL. A atividade antioxidante foi
determinada pelos variou entre 656,2 e 1.185,0 umol Trolox/L (pelo método ABTS); entre 1.296,8 e
2.656,2 umol Trolox/L (pelo método FRAP) e entre 314,6 e 446,6 umol Trolox/L (pelo método
DPPH). Para os experimentos preditivos foi utilizado o 6leo essencial que demonstrou os menores
valores de CIM e CBM para a maioria das bactérias. Nos tratamentos variando-se apenas as
concentragdes de 6leo ndo houve crescimento para a maioria das cepas € a combinacao pH + o6leo
essencial foi eficaz para inibir ou reduzir a taxa de crescimento das bactérias e aumentar o tempo da
fase de laténcia. Os 6leos de L. gracilis demonstraram excelente potencial para serem usados como

antioxidantes ou antimicrobianos naturais.

Palavras-chave: Lippia gracilis; Oleo essencial; Modelagem preditiva; Atividade antimicrobiana;
Atividade antioxidante.
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ABSTRACT:

Due to the increasing demand for new compounds with applicability in medicine, the food industry,
pharmacology, and therapeutics, the use of essential oils has gained prominence in recent years.
These compounds possess chemical properties that allow their application in different areas of
biotechnology. Based on this, the aim of the present study was to evaluate the antimicrobial and
antioxidant activities of essential oils from different genotypes of Lippia gracilis Schauer, as well as
to apply a predictive model to analyze the microbial growth kinetics of pathogenic strains exposed
to different pH conditions (5.0, 6.0, and 9.0), essential oil concentrations (1.32, 2.64, and 5.29
mg/mL), and pH + essential oil combinations. Antimicrobial activity was assessed using the disk
diffusion method, Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC). Most strains showed high to extremely high sensitivity to the oils.
Pseudomonas aeruginosa was the only bacterium not sensitive. MIC and MBC values ranged from
1.32 to 42.37 mg/mL. Antioxidant activity was determined using the ABTS method (656.2—-1,185.0
umol Trolox/L), FRAP method (1,296.8-2,656.2 pmol Trolox/L), and DPPH method (314.6-446.6
umol Trolox/L). In the predictive experiments, the essential oil that showed the lowest MIC and
MBC values against most bacteria was used. In treatments varying only oil concentrations, no growth
was observed for most strains. Furthermore, the combination of pH + essential oil was effective in
inhibiting or reducing bacterial growth rate and prolonging the lag phase duration. Overall, L. gracilis
essential oils demonstrated excellent potential for application as natural antioxidants and
antimicrobial agents.

Keywords: Lippia gracilis; Essential oil; Predictive modeling; Antimicrobial activity; Antioxidant
activit
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1. INTRODUCAO

Levando em consideragdo o avango tecnoldgico, bem como o crescimento acelerado da
populagdo ao redor do mundo, cada vez mais precisamos buscar estratégias sustentaveis tanto para
nossa saude, quanto para a homeostase do planeta (Unsal., 2024). Dessa maneira, entrelagar a vida
humana ao meio ambiente de forma a equilibrar a coexisténcia entre individuos, fauna e flora,
atualmente, ¢ um enorme desafio para todos.

Na medida em que problemas relacionados a satide surgem, a industria farmacéutica tem a
necessidade de buscar solucdes em tempo habil para que o minimo de impacto aconteca na
populacdo, e dentre essas solugdes, surge a possibilidade do uso de compostos naturais, produzido
quimicamente por plantas aromaticas, como 6leos essenciais (Pinto et al., 2021). Os 6leos essenciais
sdo compostos naturais volateis com aromas caracteristicos, derivados de seus componentes,
principalmente, os terpenos (Wang et al., 2025). Esses compostos podem ser influenciados pela
sazonalidade da planta (Nunes et al., 2025), ja que sdo sintetizados a partir de um conjunto de reagdes
quimicas ocorrentes no metabolismo secundario dos vegetais (Johnson; Allemann, 2025). A presenca
deles, além de garantir aroma as plantas, conferem algumas aplicabilidades de interesse
biotecnologico nas areas da agricultura, farmdcia, medicina, indastria alimenticia e cosmética
(Amorati et al., 2013; Males et al., 2022; Liu et al., 2024; Heng et al., 2024; Reddy et al., 2025;
Subudhi et al., 2025).

Por apresentar caracteristicas odoriferas, a aplicabilidade de Oleos essenciais na industria
cosmética ¢ bastante explorada (Vora et al., 2024). Sua capacidade antimicrobiana chama ateng¢ao
para a aplicacdo com finalidades terap€uticas (Shiekh et al., 2024), gragas aos compostos quimicos
presentes em sua composicdo (Khwaza et al., 2025). Oleos essenciais extraidos de plantas do género
Lippia, como L. alba, L. sidoides, L. origanoides e L. gracilis Schauer vém sendo explorados ao
longo dos anos devido a presenga de compostos como timol, carvacrol,p-cimeno, linalol, geraniol,
geranial, limoneno, dentre outros, sendo responsaveis por importantes propriedades bioativas, -tais
como antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatéria e anticancer (Nonato et al., 2022; Esquissato et
al., 2024; Ivanova et al., 2025).

Particularmente o o6leo essencial de L. gracilis Schauer tém demonstrado atividades
antimicrobiana, leishmanicida, inseticida, acaricida, anti-inflamatéria, antinociceptiva e citotoxica,

principalmente devido a presenca majoritaria dos monoterpenos carvacrol e timol (Guillon et al.,
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quitosana ¢ amido de mandioca enriquecidos com misturas dos genoétipos de L. gracilis Schauer na
vida util de goiabas durante o armazenamento em temperatura ambiente. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante de dleos essenciais extraidos das
folhas de sete gendtipos de L. gracilis Schauer, de diferentes municipios do estado de Sergipe e
avaliar a capacidade antioxidante e antimicrobiana. Além disto, a partir do 6leo com maior potencial
antimicrobiano estd sendo realizada uma modelagem preditiva in vitro dos efeitos do pH e
concentragdo de 6leo no crescimento de bactérias patogénicas.

A utilizagdo da modelagem preditiva ¢ uma ferramenta que pode ser usada para quantificar o
risco microbiano, bem como predizer a sobrevivéncia do microrganismo frente a alguns parametros
estabelecidos, como temperatura, pH, concentragao de nutrientes e agentes antimicrobianos (Razmi
et al., 2023; Silva et al., 2024). Esta ferramenta pode auxiliar setores industriais que tenham interesse
em elaborar produtos contendo concentragdes adequadas do 6leo essencial visando sua aplicagdo
como antimicrobiano. Este estudo ainda ndo tem sido relatado na literatura consultada com o 6leo

essencial de L. gracilis.



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1. Lippia gracilis Schauer

O género Lippia sp. pertence a familia Verbenaceae e engloba mais de 200 espécies que variam
de forma de vida arbustiva, herbaceas e subarbustivas, com caule lenhoso e de pequeno porte, ndo
ultrapassando os 6m de altura. As plantas pertencentes a esse género chamam atengdo pela
aplicabilidade em areas diversas ¢ podem ser encontradas na América do Sul, América central ¢
Africa (Camilo et al., 2022). No Brasil, podem ser encontrados 88 espécies deste género, sendo 68
espécies endémicas encontradas no cerrado e campos rupestres (Nonato et al., 2022).

Estudos filogenéticos confirmam a proximidade da familia verbenaceae com a lamiaceae, sendo
estas conhecidas popularmente por seu uso medicinal. As espécies de Lippia tém demonstrado
propriedades analgésicas, anti-inflamatorias, antipiréticas, anti-hipertensivas e antimicrobianas,
como também tem sido amplamente utilizadas no tratamento de infecgdes parasitarias, asma, dor de
estomago, distirbios menstruais, dor de garganta, reumatismo, gastrite, congestdes nasais, bronquites
e dores de cabeca (Guilhon et al., 2011; Bitu et al. 2015; Nonato et al., 2022).

Alguns pesquisadores como Michetti et al. (2019) relataram o uso de L. integrifolia para o
tratamento de problemas digestivos; Ritter et al (2012) descreveram o uso do ché de raizes e folhas
de L. alba como anti-helmintico e para o tratamento de diarreias, enquanto Biesk et al (2015)
confirmaram o uso de partes da planta como antidepressivo e controle do estresse; Mavundza et al
(2011) relataram a utilizacao das folhas de L. javanica como repelente contra insetos; Lingaraju et al
(2013) relatam o uso das folhas de L. nodiflora através de decocgdo para tratar diabetes e ainda
utilizam uma pasta feita com caule, raizes e folhas da planta como antisséptico e para o tratamento
de feridas

Dentre as espécies deste género, a L. gracilis Schauer é conhecida popularmente como alecrim
da chapada ou alecrim de tabuleiro (Figura 1) ¢ uma verbenaceae distribuida geograficamente na
Africa e no Norte e Nordeste do Brasil. Em Sergipe o cultivo desta planta tem sido encontrado no
municipio de Tomar do Geru, assim como também no municipio de Rio Real na Bahia (Santos et al.,
2016). Possui folhas e flores simples e serradas, dispostas em caule lenhoso, com poucas
ramificagdes (Gomes et al., 2010). A planta dificilmente ultrapassa 2 metros de altura, mas é capaz
de produzir um O6leo essencial poderoso e rico em terpenos como carvacrol, timol e a-pineno,

relacionados ao controle de bioativos (Monteiro et al., 2020). Estas plantas também contém



Figura 1. Lippia gracillis Schauer

onte: Autor (2025)
2.2 Oleos essenciais de Lippia sp.

Oleos essenciais (OEs) sdo substancias produzidas pelo metabolismo secundario de plantas
aromaticas. Em sua composi¢do, podem apresentar limoneno, linalol, eucaliptol e carvacrol,
compostos aromaticos que lhes conferem odores caracteristicos, € por esse motivo, sdo bastante
usados na aromaterapia (Mansouri et al., 2023). Pesquisadores como Riella et al (2012) isolaram o
timol, um monoterpeno presente no OE de L. gracilis e aplicaram para avaliar a atividade anti-
inflamatoria contra peritonite induzida em camundongos, confirmando a acao do composto tanto
isolado quanto incorporado em curativos a base de colageno.

A quantidade e composi¢ao dos OEs sao bastante influenciados pelas condi¢des de cultivo da
planta, como o tipo de substrato, pH do solo, clima disponibilidade de 4gua, indice pluviométrico,
altitude e a presenga de parasitas ou herbivoros (Azarkish et al., 2021). Dessa maneira, a producgado e
a qualidade do oleo essencial sdo diretamente relacionadas aos fatores ambientais (Salimi et al.,
2022). Por este motivo existe uma dificuldade em padronizar a qualidade dos 6leos essenciais e
aumentar a sua produtividade para aplicagdes industriais (Nonato et al., 2022). Santos et al (2019)
tém utilizado reguladores de crescimento para avaliar a proliferacdo de brotos, o crescimento e se a
composicao quimica do OE de L. gracilis seria influenciada. Em seus resultados, a combinagdo dos
reguladores induziu um crescimento mais rapido da planta, além de aumentar a proliferagao de brotos

da planta in vitro, porém, o uso dos reguladores diminuiu drasticamente o teor do timol e carvacrol
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(12,38%) e p-cimeno (12,25%), enquanto a L. sidoides apresentou 29,92% e 44,83%, para timol ¢ p-
cimeno, respectivamente. L. alba apresentou como principais compostos o neral (30,17%) e geranial
(43,25%). No estudo, foi demonstrado que nas concentragoes de 0,1, 0,25 e 0,5 mg/mL, o OE de L.
gracilis teve o maior poder redutor do Fe **, fato atribuido as caracteristicas quimicas do timol, mais
precisamente aos seus grupos hidroxilas.

A atividade antimicrobiana dos OEs depende dos compostos presentes e pode variar de acordo
com a espécie de planta estudada (Majdizadeh et al., 2025). Compostos como timol, carvacrol,
geraniol, B-cariofileno, citral e linalol (Figura 2) sdo compostos de atividade antimicrobiana e
antioxidante potentes e geralmente sdo encontrados na maioria das plantas aromaticas (Jamir et al.,

2025; Albino et al., 2025; Nieto et al., 2025).

Figura 2. Estrutura quimica de compostos antimicrobianos
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Fonte: Adaptado de Angane et al (2022).

OEs no geral podem afetar a célula do microrganismo de varias maneiras diferentes, desde a
redugdo da for¢a motriz relacionada ao transporte de protons, até prejuizos relacionados a produgao
de ATP, alterando a morfologia da parede celular, causando vazamentos de proteinas inerentes a
funcionalidade do microrganismo e quebra de lipidios na membrana celular (Bhayaniramya et al.,

2019; Hou et al., 2022). A Figura 3 resume o modo de a¢do de OEs em microrganismos em geral



Figura 3. Modo de acdo antimicrobiana de 6leos essenciais
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Fonte: Adaptado de Angane et al 2022.

De acordo com Nonato et al. (2023), Extratos etandlicos das espécies de L. gracilis, L sidoides
e L. alba apresentam compostos flavonoides como quercetina e naringenina, os quais demonstram
capacidade de ligar-se a receptores de serotonina e dopamina, sugerindo uma participagdo benéfica
na neurotransmissdo de hormoénios anti-ansioliticos e antidepressivos. Esses autores avaliaram a
atividade antimicrobiana de extratos etandlicos e de OEs das plantas, obtendo CIMs que variam de
53,3 pg/mL para o OE de L. sidoides contra Staphylococcus aureus a concentracdes acima de
Img/mL para cepas de L. monocytogenes. Para o OE de L. gracilis, o menor valor de CIM foi de
426,6 ng/mL contra a cepa de E. coli, enquanto seu extrato etandlico obteve CIM 256 ug/mL para o
mesmo microrganismo.

O OE de L. gracilis possui cor amarelada, insolubilidade em agua, odor forte, citrico e com
grande viscosidade (Figura 4). Ao longo dos anos, varios pesquisadores tém estudado diversas
aplicagdes do o6leo essencial de Lippia gracilis. Melo et al (2013) avaliaram a atividade
antidermatofitica e leishmanicida do OE de L. gracilis, notando que em concentragdes de 80 pg//mL,
o OE foi eficaz contra os promastigotas e que ainda tinha acdo antifigica contra o dermatofito 7.
rubrum. Santos et al (2016) relataram a atividade amebicida dos OEs de Lippia sidoides, L. gracilis,

L alba e L. pedunculosa contra trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga, patdgeno oportunista que
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e sem apresentar toxicidade para animais nao alvos. Monteiro et al (2020) avaliaram o efeito
inseticida do OE de L. gracilis contra larvas Spodoptera frugiperda, demonstrando que os
componentes a-pineno, 1,8-cineol, B-pineno e limoneno demonstraram efeito toxico significativo
contra as larvas. Penha et al. (2021) compararam OEs de L. gracilis com OEs de L. sidoides, timol e
carvacrol no combate a carrapatos bovinos. Os autores observaram que a agdo dos OEs foi mais
eficaz que a agdo dos terpenos isolados, provocando irregulares histologicas e afetando o
desenvolvimento embrionédrio do Rhipicephalus microplus. Gomes et al. (2022) avaliaram a
atividade esquistossomicida de L. gracilis e L. alba e concluiram que os monoterpenos presentes
nos OEs foram responsaveis por diminuir a oviposi¢do de ovos e reduzir a atividade motora,

causando a morte dos vermes equistosomideos e S. mansoni.

Figura 4. Oleo essencial de Lippia gracilis Schauer
- _

Fonte: Autor (2025)
Os compostos majoritarios das plantas sdo timol e carvacrol, com suas estruturas abordadas na figura
08 a seguir. L. gracilis tem como composto majoritario o carvacrol para todos os acessos, com

excecao do LGRA106, sendo para este, o timol constituindo 60% da planta.

Figura 5. Estruturas quimicas do timol e carvacrol
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Mendes et al (2010) utilizaram OE de L. gracilis para avaliar seu efeito antinoceptivo e
antinflamatorio in vivo contra a formacao de edema induzido por carragenina. No estudo, 200 mg/kg
do OE conseguiu diminuir a migracdo de leucdcitos para a regido da lesdo, demostrando assim que
o composto majoritario do OE tinha um efeito benéfico para evitar a inflamac¢do programada.
Posteriormente, notaram ainda que as concentracdes de 10, 30 e 100 mg/Kg conseguiu também
demonstrar efeito cicatrizante quando as feridas foram tratadas com o timol sendo acrescentado em
curativos a base de colageno.

A atividade antinflamatéria do timol foi avaliada por Erzurumlu et al (2022) quando os
autores descreveram seu potencial protetor contra o estresse lisosomal induzido por LPS
(lipopolissacarideos), administrado em células que foram expostas por 24h. Quando o timol foi
utilizado, os autores perceberam que as concentragdes de 25, 50 e 100 uM eram responsaveis por
diminuir o numero de proteinas relacionadas a inflamagao.

O monoterpeno consegue inibir a sintese de citocinas, suprimir a fosforilagdo de NF- x B p65,
IKK e I ¥ Ba, proteinas relacionadas aos fatores de transcricdo que orquestram o desencadeamento
da reacao inflamatdria (Yao et al., 2018).

Por ser isomero do timol, o carvacrol também tem propriedades quimicas semelhantes, ja que
sdo derivados do cimeno (Zamuner et al., 2023). Também existem relatos de sua agao antimicrobiana,
antioxidante, anticancer (Taibi et al., 2024; Nonato et al., 2023; Hajibonabi et al., 2023).

A agdo antioxidante, por sua vez, depende de compostos que tenham como caracteristica a
prevencao, atraso ou bloqueio total da peroxidacdo lipidica em sistemas biologicos, podendo ser
divididos em preventivos e quebradores de cadeia (Valgimigli et al., 2023). Os antioxidantes
preventivos tendem a impedir a formagdo do radical alquila inicial, e dessa forma, o ciclo de
propagac¢do da cadeia ndo ¢ iniciado. Ja os antioxidantes quebradores de cadeia conseguem aprisionar
os radicais alquilas. E indispensavel que essa reagdo seja mais veloz que a taxa com que os radicais
instaveis consomem os lipidios do meio (Valgimigli et al., 2023).

De acordo com Valgimigli et al (2023), a peroxidagao lipidica ocorre obedecendo trés fases: a
iniciagdo, a propagacao e a terminacdo. Na fase inicial, um composto estavel pode ser atacado por
um radical alquila (Re), geralmente hidroperoxila (HOO) ou o radical superdxido (O2’). Essa
interacdo ¢ responsavel pela formacdo de radicais peroxilas (ROQO¢) ou hidroperdxidos lipidicos
(ROOH), os quais podem atacar membranas celulares de modo a desfavorecer a homeostase e gerar

uma reagdo oxidativa em cadeia (Lobo et al., 2010). A fase de propagacao pode ser catalisada por



Figura 6. Sintese da oxidacio lipidica
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Os antioxidantes, por sua vez, impedem parcialmente ou totalmente o acontecimento dessas
reagoes de duas maneiras: podem transferir elétrons ou atomos de hidrogénio para os radicais
iniciadores da reacao ou aos radicais intermediarios, na fase de propagacao da oxidacao (Siddeeg et
al., 2021). O carvacrol, por exemplo, doa elétrons para estabilizar radicais alquilas e dessa forma,
impedem a propagacdo da oxidacdo (Guo et al., 2021), enquanto o timol, por sua vez, pode gerar
hidroxilas que se ligam com os radicais alquilas e a reagdo seja diminuida ou totalmente inibida

(Zhang et al., 2024).

A biossintese dos dois monoterpenos pode ser realizada pela via do acido mevalonico, que
sofre uma aromatizagdo e na sequéncia, forma o p-cimeno, o qual passa por um processo de
hidroxilacao e pode gerar como composto o carvacrol ou o timol (Imran et al., 2022), porém, existem
autores que listam o y-Terpineno como precursor do p-cimeno, € atribuem a este, uma estrutura
intermediaria entre os monoterpenos timol e carvacrol, contudo, esse ciclo ndo parece ser
desenvolvido na via do mevalonato (Krause et al., 2021).

De acordo com Krause et al (2021), o difosfato de geranila (GDP) ¢ o substrato utilizado para
a biossintese de muitas enzimas conhecidas como terpenos sintases, passiveis de sofrer ionizacao e
gerarem estruturas intermedidrias aos isdmeros timol e carvacrol. O y-Terpineno ¢ um
hidrocarboneto ciclico precursor do p-cimeno, um hidrocarboneto que passa por aromatizagao.
Curiosamente, alguns autores relatam a alta presenga de y-Terpineno em OEs que apresentam o timol
ou carvacrol como componentes majoritarios (Melo et al., 2019), o que pode corroborar com os
relatos apresentados por Krause et al (2021). A figura 09 a seguir demonstra os processos quimicos

que regem a formag¢ao dos monoterpenos timol e carvacrol.



Figura 7. Biossintese do timol e carvacrol
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Fonte: Adaptado de Krause et al., 2021

Conforme abordado na imagem, p-cimeno ¢ isomero do y-Terpineno e isso pode justificar
algumas propriedades semelhantes, sendo destacadas as atividades inseticida, antimicrobiana,
antioxidante, antinflamatéria, fungicida e antitumoral (Marchese et al., 2017; Fialova et al., 2021;
Shareef et al., 2022).

Santos et al. (2016) avaliaram o efeito da época de colheita e da origem geografica no o6leo
essencial de acessos de L. gracilis. Na pesquisa, os autores coletaram as folhas de plantas apos 1 e 4
anos de idade e extrairam o 6leo essencial. A quantidade de OE extraida da planta com 4 anos quase
dobrou em relagdo a planta com 1 ano, sugerindo uma maturidade da planta na segunda colheita. As
porcentagens dos compostos majoritarios timol e carvacrol para as plantas com 1 e 4 anos de idade
para os diferentes gendtipos foram: 59,26% e 55,19% para LGRA106; 43,24% e 38,02% para
LGRA107;47,1% e 39,73% para LGRA 108; 48,99% e 40,36% para LGRA109; 48,91% e 43,30%
para LGRA110; 35,28% a 28,18% para LGRA201 e 47,29% a 34,29% para LGRA202,
respectivamente.

Em relacdo a atividade antimicrobiana do OE de L. gracilis alguns pesquisadores como
Oliveira et al. (2020) tem demonstrado o potencial antifungico deste 6leo frente a cepas de Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum lindemuthianum.
Azevedo et al. (2014) usaram a metodologia de superficie de resposta através da modelagem
preditiva contra S. aureus (R*=0,84), B. subtilis (R*=0,94), S. marcescens (R*=0,92) e S. Enteritidis

(R?=0,88). Na pesquisa, utilizaram formulagdes a base de quitosana e amido de mandioca
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OEs inibiram as cepas de L. monocytogenes, P. aeruginosa, E. coli, S. Enteritidis, B. cereus, B.
subtilis, S. aureus e S. marcescens Posteriormente, aplicaram as formulagdes 14, 15 ¢ 16 (2,0% de
amido de mandioca, 2,0% de quitosana e 1,0%, 2% e 3% de OE, respectivamente) na vida util de
goiabas, observando que as frutas que foram revestidas com as formulag¢des apresentaram uma menor
contagem de bolores e leveduras, o desenvolvimento da cor do fruto foi inibido e o escurecimento
do fruto e seu amadurecimento foram retardados.

A problematica da resisténcia microbiana aos antibidticos € frequentemente abordada em estudos
avancados que buscam vias alternativas no combate a microrganismos resistentes a medicamentos
convencionais, como ampicilina, cloranfenicol e cefalexina (Zhao et al., 2021). Por isso, o uso de
6leos essenciais ¢ uma pratica que pode ser utilizada como op¢do para o combate de infecgoes,
fornecendo resultados promissores, causando pouco ou nenhum efeito colateral histologico,
morfologico ou fisioldgico em animais submetidos a testes com diferentes concentragdes do e OE
(Bulhoes et al., 2022; Santos et al., 2023). Uma ferramenta bastante util para otimizar a aplicagdo de
agentes antimicrobianos ¢ a microbiologia preditiva.

Compostos antioxidantes t€ém como caracteristica a prevengdo, atraso ou bloqueio total da
peroxidagdo lipidica em sistemas biologicos, podendo ser divididos em preventivos e quebradores
de cadeia (Valgimigli et al., 2023). Os antioxidantes preventivos tendem a impedir a formagao do
radical alquila inicial, e dessa forma, o ciclo de propagacdo da cadeia ndo ¢ iniciado. J& os
antioxidantes quebradores de cadeia conseguem aprisionar os radicais alquilas. E indispensavel que
essa reagdo seja mais veloz que a taxa com que os radicais instaveis consomem os lipidios do meio
(Valgimigli et al., 2023).

De acordo com Valgimigli et al (2023), a peroxidacao lipidica ocorre obedecendo trés fases: a
iniciacdo, a propagacao e a terminacdo. Na fase inicial, um composto estavel pode ser atacado por
um radical alquila (Re), geralmente hidroperoxila (HOO) ou o radical superdxido (O27). Essa
interagdo ¢ responsavel pela formagdo de radicais peroxilas (ROO¢) ou hidroperdxidos lipidicos
(ROOH), os quais podem atacar membranas celulares de modo a desfavorecer a homeostase e gerar
uma reagdo oxidativa em cadeia (Lobo et al., 2010). A fase de propagacdo pode ser catalisada por
ions metdlicos presentes no meio, ocorrendo uma desidroxilagdo da hidroperoxila, gerando OH,
radicais alcoxila (RO¢) ou peroxido de oxigénio (H20:), os quais podem se ligar entre si e gerar
novos radicais que vao repetir o ciclo novamente, at¢ que formem uma molécula estdvel como

alcanos, aldeidos ou cetonas, que ndo sdo mais passiveis de sofrer oxidacdo, finalizando o ciclo



Figura 8. Sintese da oxidacio lipidica
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Os antioxidantes, por sua vez, impedem parcialmente ou totalmente o acontecimento dessas
reagoes de duas maneiras: podem transferir elétrons ou atomos de hidrogénio para os radicais
iniciadores da reacao ou aos radicais intermediarios, na fase de propagacao da oxidacao (Siddeeg et
al., 2021). O carvacrol, por exemplo, doa elétrons para estabilizar radicais alquilas e dessa forma,
impedem a propagacdo da oxidacdo (Guo et al., 2021), enquanto o timol, por sua vez, pode gerar
hidroxilas que se ligam com os radicais alquilas e a reagdo seja diminuida ou totalmente inibida

(Zhang et al., 2024).

2.3 Modelagem preditiva

A microbiologia preditiva ¢ utilizada para prever o comportamento de um microrganismo
frente a condigdes pré-estabelecidas de parametros tais como temperatura, concentracdo de
nutrientes, pH, presenca ou ndo de agentes antimicrobianos, oxigénio, dentre outros, utilizando
modelagem matematica (Martinez et al., 2023). Esta ferramenta poderosa tem sido amplamente
usada, por exemplo, para garantir a seguranca a qualidade dos alimentos de forma econdmica e rapida
(Baranyi et al., 2024). Tais previsdes sdo resultantes de observagdes atuais, € a forma de gera-las ¢ a
modelagem matematica (Baranyi et al., 2024).

Os modelos preditivos podem ser divididos em modelos primarios, secundarios e tercidrios.
O modelo primdrio leva em consideracdo as respostas bacterianas de crescimento e sobrevivéncia
em funcdo do tempo, em um ambiente constante. A variavel resposta "ideal" ¢ a concentragcdao
bacteriana, determinada por técnicas de plaqueamento em meio agar, ou seja, expressa em Unidades
Formadoras de Colonias. Pode também ser determinada indiretamente por densidade Optica ou

técnicas de qPCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa), entretanto tais metodologias



como a mudanga instantanea de um sistema no instante t depende do estado do sistema naquele
instante (Baranyi et al., 2024).
O modelo primario de Baranyi e Roberts (1994) ¢ usado para descrever as variagdes na

concentragdo do microrganismo em funcao do tempo e pode ser descrito pelas equagdes a seguir:

e[.umaxA(t)] -1
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Onde : y(t): populagio microbiana no tempo t [log (UFC.mL™)];
y0: popula¢do microbiana inicial no tempo tO[log (UFC.mL™)];
umax: taxa de crescimento méaxima [log (UFC.mL'.h!)];
m: parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial,
ymax: populagdo microbiana maxima [log (UFC.mL™)].
O modelo de Gompertz ¢ um dos primeiros modelos estudados e aplicados. O modelo de
Gompertz modificado ¢ extremamente eficaz na descricdo de microrganismos ¢ ¢ um dos modelos

mais amplamente utilizados (Méximo, k. 2023) Cui et al., 2023). E definido pela seguinte equagao:

L (C)= L(C0) ~ [L (Cmax) — L(CO)] {e [-4G (t -M)]}
Onde L ¢ o operador logaritimico;,

CO0: Concentragdo celular inicial (log (UFC.mL™));
Crmax: Concentragio celular final (log (UFC.mL™));

uG: Taxa de crescimento relativa em t=M, que € o ponto de corte da curva

Os modelos secundarios avaliam a taxa de crescimento frente a mudanca de um, dois ou mais



onde K: Taxa de crescimento [log (UFC.mL™1)];
T: Temperatura (k);

Co, Ci e Cy 530 coeficientes de regressao.

Os modelos terciarios descrevem como os parametros de um modelo secundéario dependem
de varidveis explicativas diferentes daquelas que caracterizam o ambiente; por exemplo, categorias
como espécie/cepa ou alimento (Baranyi et al., 2024). Para aplicar o modelo terciario em larga escala,
apos a validagdo matematica pode ser feita uma previsao da resposta através de testes robustos em
pequena escala. Esses testes somente servirdo como base quando existir uma aplicabilidade em um
modelo exemplar diferente do qual ele foi criado (Stavropoulou; Bezirtzoglou, 2019), como o modelo
descrito por Rosso et al (1993), abordado pela equagao:

Uot(T-Tmax)(T-Tmin)"2
(Tot—Tmin)[(Tot—Tmin)(T—Tot)—(Tot—Tmax)(Tot+Tmax—2T)]

pmax=

onde umax e pot: Taxa de crescimento maximo e taxa de crescimento 6timo, respectivamente;
T: temperatura;

Tmin € Tmax: Temperatura minima e méxima requerida pelo microrganismo, respectivamente

Alguns pesquisadores como Abdollahzadeh et al (2017) desenvolveram um sistema de
inferéncia neurofuzzy adaptativo (ANFIS) para prever a populagdo de Listeria monocytogenes em
funcdo de concentragdes de Oleo essencial de canela e nanoparticulas de zinco. Os autores
conseguiram melhor precisdo de previsdo com o modelo ANFIS em comparacdo com outros
modelos. Além disso, os autores também obtiveram diminuicdo de contagens bacterianas em caldo
legumes com o aumento das concentragdes de 6leo de canela e particulas de zinco. Azevedo et al
(2014) usaram a metodologia de superficie de resposta como ferramenta de modelagem preditiva
para avaliar o efeito de concentragdes variadas de quitosana, fécula de mandioca e 6leo essencial de
L. gracilis na inibi¢ao de bactérias patogénicas. Modelos matematicos de halos de inibi¢do em funcao
das concentragdes dos componentes das formulagdes foram obtidos para as bactérias S. aureus
(R?=0,84), B. subtilis (R>=0,94), S. marcescens (R?=0,92) e S. Enteritidis (R?>=0,88). Taghizadeh
também utilizaram a metodologia de superficie de resposta para predizer a influéncia das variaveis
temperatura, concentragao de Cloreto de Sodio (NaCl), concentra¢des de OF de Zataria multiflora e

tempo de exposi¢do em hamburgueres contaminados por E. coli, S. aureus e L. monocytogenes.



communis e H. italicum seria mais eficaz contra a E. coli e S. aureus (R*0,999), enquanto o MDM
foi menos preciso para E. coli (R*=0,981) e S. aureus (R*= 0,950).

Konuchova et al (2024) usaram a modelagem para prever o crescimento de Mucor
circinelloides, um fungo contaminante do queijo. Os modelos de Baranyi e Huang foram empregados
e obtiveram resultados similares para as taxas de crescimento 6timo do fungo em bases de queijo,
observando uma taxa de crescimento de 6,8 mm e 6,5mm, temperaturas maximas de 37,2°C e 37,3°C
para os modelos de Baranyi e Huang, respectivamente, no entanto, o modelo de Baranyi revelou um
maior tempo na fase lag em compara¢do com o modelo de Huang.

Markowska-Szczupak et al (2024) usaram OE extraidos de Thymus vulgaris L. e Rosmarinus
officinalis expostos a campos magnéticos rotativos contra cepas de E. coli. Através da metodologia
de superficie de resposta, observaram que apos 40min de contato do OE de Thymus vulgaris sob
exposi¢cao aos campos magnéticos, houve a remogao bacteriana total das cepas em 50mL de agua. O
OE de Rosmarinus officinalis teve uma atividade mais branda, necessitando de cerca de 180min para
a remocao das cepas.

A aplicagao da microbiologia preditiva, dessa maneira, torna-se uma alternativa util para a
industria alimenticia pela sua gama de aplicacdes, seja na avaliacao de risco microbiano, estimativa
de validade, controle de qualidade e a previsao do comportamento microbiano, se consolidando como

uma ferramenta plausivel para a tomada de decisdes do produtor (Tarlak, 2023).



2. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial antimicrobiano e antioxidante de 6leos essenciais de diferentes gendtipos
de Lippia gracilis Schauer
3.2. Objetivos Especificos

-Coletar as folhas da planta L. gracilis e extrair os 0leos essenciais;

- Avaliar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais;

-Determinar a atividade antibacteriana dos 6leos pela técnica de difusdo em discos;

-Determinar as concentragdes inibitdria minima e bactericida minima dos 6leos essenciais frente a
diferentes cepas bacterianas.

-Selecionar o 6leo mais eficiente para a inibigdo/elimina¢do bacteriana e obter modelos preditivos do
crescimento bacteriano em fung¢do da variagdo de condigdes de pH, concentragdes de 6leo essencial

e combinagdes pH + dleo essencial.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os reagentes e meios de cultivo utilizados nas anélises foram agrupados e serdo apresentados
na tabela 01.

Tabela 1. Reagentes e meios de cultura utilizado nas andlises

Reagentes/Meios de Fabricante Cidade Pais
cultura
Caldo Muller Hinton IonCult - india
Agar Muller Hinton HIMEDIA Maharashtra India
Caldo BHI TonCult - india
Agar BHI HIMEDIA Maharashtra india
Cloreto de Sodio ACS Sumaré Brasil
(NaCl)
Acido cloridrico (HCI) ALPHATEC - Brasil
Hidroxido de Sodio Dinamica Sumaré Brasil
(NaOH)
Persulfato de Potéssio ACS Sumaré
(k2S2053)
Cloreto de Ferro ACS Sumaré Brasil
(FeCl;6H,0)
Dimetilsulfoxido ACS cientifica Sumaré Brasil
(DMSO)
DPPH SIGMA - Alemanha
ABTS SIGMA - China
TROLOX SIGMA - Suiga
TPTZ CHEM-IMPEX -
Metanol ACS Sumare Brasil
Etanol ACS Sumare Brasil

Fonte: Autor (2025)



foram obtidos conforme demonstrado na Tabela 2, sendo total de 07 genétipos: LGRA106, LGRA
107, LGRA108, LGRA109, LGRA110, LGRA201 e LGRA202. Apos a coleta, as folhas foram
retiradas, pesadas e secas em estufa a 40°C por 05 dias. Posteriormente, foi realizada a

hidrodestilagao para a obtencao dos 6leos essenciais (OEs).

Tabela 2. Identificacdo e origem geografica dos genotipos de L. gracilis Schauer ativas no banco de
germoplasma da UFS

Genotipos Origem Codigo do herbario Dados geograficos
LGRA 106 Tomar do Geru, 14733 1119’ 16,7 S;
Sergipe 3755°09,2” W
LGRA 107 Tomar do Geru, 14737 11219°20.1%S;
Sergipe 3755’ 13.5“W
LGRA 108 Tomar do Geru, 14734 11219°22.4%S;
Sergipe 3755’ 12.6“W
LGRA 109 Tomar do Geru, 14735 11219°20.7S;
Sergipe 37°55°16.9“W
LGRA 110 Tomar do Geru, 14732 11219°21.1S;
Sergipe 37°55°14.9“W
LGRA 201 Rio Real, Bahia 14736 11223°38.7S;
38°00°54.1“W
LGRA 202 Rio Real, Bahia 14731 11023°45.3“S;
38°00°51.3“W

Fonte: Santos et al. (2016)
4.3. Hidrodestilacao

Os OEs foram obtidos através de hidrodestilagdo seguindo método utilizado por Guilhon et
al. (2011) no Laboratorio do Departamento de Agronomia. Foi utilizado o aparelho de Clevenger
(Figura 05), composto por uma manta aquecedora, um baldo com volume de 3L, uma proveta
graduada de 7mL e um condensador. No baldo volumétrico foram adicionados 1,5L de agua destilada
juntamente com lotes separados de 100g de folhas secas da planta. O conjunto foi aquecido até o
ponto de ebuli¢do da agua e o dleo essencial foi coletado na proveta graduada, sendo posteriormente
separado de forma manual apds 2h procedimento. As amostras foram conservadas a 4°C em um

refrigerador até o momento de sua utilizacao.



Figura 9. Aparelho de Clevenger

Fonte: Autor, 2025
Os compostos majoritarios dos 6leos destas plantas t€ém sido previamente identificados por
Santos et al., (2016) através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e detecg@o

de ionizac¢ao de chama (QP2010 Ultra, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) conforme Tabela 03.

Tabela 3. Compostos majoritarios dos OEs de L. gracilis

Compostos LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA LGRA
Majoritarios 106 107 108 109 110 201 202
p-Cimeno 5,84% 11,87% 12,65% 14,79%  12,69% 12,91% 15,65%

v-Terpineno  4,02% 16,12% 11,00% 10,36%  13,08% 21,81% 12,26%
Metil-timol 7,82%  4,39%  6,02% 5,04% 4,65% 0,21% 4,67%
Timol 55,19%  3,52%  3,03% 2,46% 2,93% 4,45% 2,54%
Carvacrol 2,76%  38,02% 39,73%  40,36%  43,30% 28,18%  34,29%
B-caryofileno  9,93%  6,08%  4,03% 7,92% 4,66% 7,44% 5,10%

Fonte: Santos et al. (2016)

4.4. Cepas bacterianas

Nesse estudo foram utilizadas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo:
Bacillus cereus (CBAM 0353), Bacillus subtilis (CBAMAf 0441), Escherichia coli (CBAM 0002),
Pseudomonas aeruginosa (CBAM 0679, Staphylococcus aureus (CBAM 0629), Serratia
marcescens CBAM 0519) e Salmonella Typhimurim (CBAM 0018) foram adquiridos da Fundagao
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¢ a analise microscopica para confirmagdo da pureza. Estoques de culturas puras dos isolados foram

mantidos a -80°C em meio Muller-Hinton contendo glicerol.

4.5. Determinacio da atividade antibacteriana pela técnica de difusdo em discos

A determinagdo da atividade antimicrobiana foi realizada através da técnica de difusdo em
discos segundo protocolo descrito pelo Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI, 2012).
Cada cepa foi semeada em 4agar Muller-Hinton por um periodo de 24 h. Posteriormente, as colonias
foram coletadas e adicionadas em solugdo salina 0,85% até obter a turvacao 0,5 da escala de
Macfarland, correspondendo a 1-2 x 10® UFC/mL e no leitor de microplacas Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) a 630 nm correspondendo a absorbancia de 0,08 a 0,1.

As cepas foram semeadas nas placas contendo agar Muller Hinton com auxilio de swab e
adicionou-se discos de papel de 6mm contendo 15uL de cada OE puro. Os antibidticos cloranfenicol
e enrofloxacina(30pg) foram utilizados como controle positivo. Em seguida, as placas foram
incubadas a 35°C por 18 horas. Apos este tempo, os halos de inibicdo foram medidos com
paquimetro. Os experimentos foram realizados em triplicata. A sensibilidade das bactérias aos 6leos
foi classificada conforme proposto por Ponce et al. (2003) como: ndo sensivel (didmetros < 8 mm);
sensivel (diametros entre 9-14 mm); muito sensivel (didmetros entre 15-19 mm) e extremamente

sensivel (didmetros > 20 mm).

4.6. Determinacio da Concentracio Inibitoria Minima (CIM) e Concentracio Bactericida

Minima (CBM) dos o0leos essenciais

4.6.1 Preparo das concentracdes dos dleos essenciais

A massa correspondente a 300 pL de OE foi pesada e adicionada a 1 mL de solugdo a 1% de
DMSO estéril e a concentragdo inicial (solugao-mae) de 339 pg/mL foi obtida. A partir desta, foram
realizadas as diluigdes na microplaca, adicionando 200 puL da solugdo mae no primeiro pogo,
retirando 100 pL deste e distribuindo no segundo poco, adicionando neste, 100 uL. de DMSO. Esse

procedimento foi realizado até o pogo 10.

4.6.2 Preparacio das suspensdes microbianas

As suspensoes bacterianas foram preparadas em solugdo salina 0,85% estéril na escala 0.5
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4.6.3. Determinacao da CIM dos dleos essenciais

Para a determinacdo da CIM dos 6leos essenciais foram utilizadas placas de microtitulagao
estéreis contendo 96 pogos dispostos em 08 linhas, distribuidas em ordem alfabética, da letra A até
aJ, e com 12 colunas enumeradas de 01 a 12, com fundo em formato U (Figura 6). Apo6s as dilui¢des
dos 6leos nos pogos, foi adicionado 100 puL da suspensdo bacteriana (cor amarela). Na linha H, nas
colunas de 1 a 12 (azul ciano), foram adicionados 200 pL do meio de cultura Caldo Muller-Hilton
para controle negativo. Na coluna 11 da linha de A até a linha G, foram colocados 100uL da
suspensao de cada cepa microbiana diluida ¢ 100uL do caldo Muller-Hilton para o controle positivo
(verde). Na linha H, de 1 a 11 (vermelho), adicionou-se 100uL do 6leo essencial nas diferentes
concentracdes para controle de esterilidade. Na coluna 12, da linha A a H (azul escuro), foi
adicionado apenas o DMSO.

A absorbancia de cada pogo a 630 nm foi obtida no Elisa, e posteriormente, as placas foram
tampadas e incubadas a 37°C por 24 horas. Os experimentos foram realizados em triplicatas. A CIM
foi considerada a menor concentragdo a partir da qual ndo foi visualizado crescimento microbiano.

Figura 10. Procedimento para determinacio da CIM na microplaca

Fonte: Autor (2025)

4.6.4 Determinacdo da CBM dos dleos essenciais
Dos pogos onde ndo ocorreu crescimento microbiano visivel foram retirados 100uL de
amostras e semeados em placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton espalhadas com algas de

Drigalsky. As placas foram incubadas a temperatura de 37°C por 24 horas.

4.7. Determinacio da atividade antioxidante dos 6leos essenciais



FRAP e posto para reagir no escuro por 30 min a 37°C. A leitura da absorbancia foi feita a 593nm e
os resultados foram expressos em pumol de Trolox/L. A concentracao de trolox usada variou de 02 a
800 umol/L para a obten¢ao da equagao y=0,0016x + 0,004 (R =0,9962).

Para o preparo do DPPH, a solucao foi homogeneizada em metanol. Posteriormente, 0,1 mL
do extrato do OE foi adicionado a 3,9 mL do reagente, homogeneizada em agitador tipo vortex e
armazenada por 30 minutos no escuro. Em seguida, a absorbancia foi determinada a 515nm e os
resultados foram expressos em pmol de Trolox/L. A concentracao de trolox usada variou de 60 a 900
umol/L para a obten¢ao da equagao y=-0,0005x + 0,7003 (R? = 0,9943)

Para o ABTS, a solu¢do de persulfato de potassio foi adicionada a solucdo ABTS.
Posteriormente, 30 uL do extrato foi adicionada a 2,970 mL da solugdo do cation radicalar ABTS e
mantida por 06 min no escuro. A absorbancia foi determinada a 734nm e os resultados foram
expressos em pumol de Trolox/L. A concentragdo de trolox usada variou de 30 a 2000 pmol/L para a
obtencao da equacao y=-0,0004x + 0,663 (R*=0,9994)

4.8. Influéncia do pH e do 6leo essencial na cinética de crescimento bacteriano

A constru¢dao de um modelo avaliador da cinética do crescimento microbiano in vitro foi proposta
selecionando o 6leo essencial que tivesse a melhor atividade antimicrobiana, com os menores valores
de CIM e CBM. As trés menores concentracdes com agao bactericida do mesmo o6leo foram
selecionadas para avaliacao de sua atividade individual e combinada com as varia¢des de pH de 5,0,
6,0 € 9,0. O crescimento de cada cepa bacteriana foi avaliado conforme condigdes estabelecidas na
Tabela 4 Os 6leos foram diluidos em tween 80 e adicionados a tubos de ensaio contendo 10 mL
caldo BHI e cepas bacterianas na escala 0,5 de MacFarland, com concentracdo inicial de 10°
UFC/mL. Para os experimentos com variacao de pH, o meio BHI foi ajustado para o pH 5,0 ¢ 6,0
com solu¢do de acido cloridrico 1M, e para pH 9,0 com solucao de hidroxido de sédio 1M. Os tubos
foram deixados sob agitacdo a 130 rpm durante 8h e conservados a 37°C. A cada hora, uma amostra
era retirada para verificagdo de absorbancia em aparelho de ELISA, com leituras realizadas a 630nm.
Os experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 4. Tratamentos da cinética de crescimento microbiano

Tratamentos Variacdo do pH Concentracao de OE (mg/mL)
01 5,0 -
02 6,0 -
03 9,0 -
04 - 1,32

05 - 2,64

~ 7 ~ o~



13 9,0 1,32
14 9,0 2,64
15 9,0 5,29

4.8.1 Cinética de crescimento
As condicdes de crescimento foram realizadas com base na tabela 04 e ajustados a equacdo do
modelo de crescimento microbiano utilizada por Baranyi e Roberts (1994), definido pela equagao 1
a seguir.

Equacgao 1.

e[.umaxA(t)] -1
e(ymax - yO)

y () = Yo + tUmax A(t) — ln{l +

Na qual:

y(t): populagio microbiana no tempo t [log (UFC.mL™)];

y0: populagiio microbiana inicial no tempo t0[log (UFC.mL"")];
umax: taxa de crescimento maxima [log (UFC.mL.h')];

m: parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial;

ymax: populagio microbiana maxima [log (UFC.mL™)].

O outro modelo utilizando no presente estudo também foi desenvolvido seguindo Baranyi e Roberts
(1994), sem levar em consideragdo a fase lag, seguindo a equagdo 2 abaixo.
Equacdo 2.

e[‘umaxA(t)] -1
e(ymax - yO)

y (t) = Yo + tUmax — In{1 +

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando o software Sisvar (1996), versao 2.0. Todas as analises
realizadas foram feitas em triplicata e seus resultados foram expressos como média e desvio padrao.
As médias foram comparadas através da analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de

5% de significancia.



diametros menores que 8mm; sensivel para diametros entre 9,0 mm e 14,0 mm; muito sensivel para
diametros de 15,0 mm a 19,0 mm e extremamente sensivel para didmetros superiores a 20 mm (Ponce

et al., 2003).



Tabela 3. Medidas dos halos de inibi¢do (mm)

Bactérias
OE B. cereus B. subtilis E.coli E. faecalis  S. Typhimurium  S. marcescens S. aureus  P. aeruginosa
LGRA106 355£0,7F  39,0£1,4*  38,0£0,0°  48,0°+7,0° 42,5+0,7° 12,0£0,0¢  35,0+0,0° 6,0+0,0P
LGRA107 73,1+0,7° 22,0+2.8! 34,0°+1,4° 37,543,594 38,5+0,7° 11,040,0¢ 28,5+0,7¢ 6,0-0,0P
LGRA108 71,0+ 4,9 27,5+3.5F 31,0+1,0° 35,0+0,0f 35,0°+4,2° 11,0+0,0¢ 19,5+0,7 6,0-0,0P
LGRA109 80,2+0,0? 26+ 1,40 31,0+1,0° 31,542,1¢ 30,0+0,09 10,5+0,7°  29,0°+1,4° 6,0-0,0P
LGRA110 34,0+0,08 37,0+0,0° 33,5+0,7¢ 36,0+1,4° 6,0+0,02 12,0+0,09 28,0+2,8° 6,0-0,0P
LGRA201 36,0+0,7¢ 28,542,1¢ 29,5+0,7F 51,0£1,4° 6,020,082 12,540,7¢  27,0+1,4° 6,0-0,0P
LGRA202 41,4+2,14 35,0+£0,0° 39,0+1,0° 61,0+1,4% 6,040,082 12,0+0,04 32,0+1,4° 6,0+0,0°
Cloranfenicol 21,0+0,7' 25,08+0,7¢ 38,0+0,0° 20,0+0,7' 25,0£0,7" 28,0+0,0°  25,0+0,7" 28,0+1°
Enrofloxacina 27,0+0,7" 30,0+0,7¢ 38,0+1,0° 25,0+0,0" 26,0+1,0° 32,0+0,0*  26,0+1,08 28,0+0,7°

Fonte: Autor (2025)

Letras mintsculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.



<

As cepas B. cereus, B. subtilis. E. coli e E. faecalis foram extremamente sensiveis a todos os
OEs (halos de inibigao >20,0mm). Por outro lado, S. Typhimurium foi extremamente sensivel apenas
aos 0leos LGRA106, LGRA107, LGRA108 e LGRA109 (halos de 30mm a 42,5mm), e ndo sensivel
aos 6leos LGRA110, LGRA201 e LGRA202 (halos<8,0mm). A S. marcescens demonstrou menor
sensibilidade a todos os OEs, com halos variando de 11,0 mm a 12,5 mm. A cepa mais sensivel aos
OEs foi a B. cereus, com halos entre 34,0mm e 80,2 mm (tabela 5).

O LGRA202 foi o 6leo mais efetivo contra B. cereus (80,2mm £2,1), E. coli (39mm=1,0) e
E. faecalis (31mm=1,4) diferindo significativamente dos demais 6leos (p<0,05). Para as cepas de B.
subtilis, S. Typhimurium e S. aureus o OE LGRA106 foi o mais eficaz (p<0,05), com halos de
39,0mm (£1,4), 42,5mm (£0,7) e 35mm(%0,0), respectivamente. O antibiotico enrofloxacina foi mais
eficaz contra a cepa de S. marcescens (32mm=0,0), diferindo significativa dos OEs (p<0,05). A cepa
de P. areuginosa (28mm=0,0) s6 foi sensivel aos antibidticos testados, ndo sendo observada
diferenca significativa entre eles (p>0,05). Os 6leos LGRA202 e LGRA106 inibiram o maior nlimero
de cepas do que os demais, provavelmente isto ocorreu devido a maior porcentagem dos compostos
timol (LGRA106) e carvacrol (LGRA202), ou mesmo gragas a maior concentragdo de compostos
secundarios, como o metil-timol (7,82%) para LGRA106 e vy-Terpineno (12,26%) para o OE
LGRA202. Todos os outros OEs também possuem um certo balanceamento na distribuicdo dos
compostos secundarios.

Com excegdao do LGRA108, todos os OEs foram superiores ao cloranfenicol e a enrofloxacina
para a cepa de S. aureus. Para a cepa de B. cereus, os OEs LGRA106 (35mm +0,7), LGRA 107
(73,1mm =+0,7), LGRA109 (80,2mm +0,0) ¢ LGRA202 (41,4mm=2,1) foram superiores ao
cloranfenicol (21mm +0,0), e os demais, superiores a enrofloxacina (27mm=0,0). Para a cepa de B.
subtilis, os OEs LGRA106 (39mm=1,4), LGRA110 (37mm+0,0) ¢ LGRA202 (35mm=+0,0) foram
superiores a enrofloxacina (30mm=0,0), porém, os outros acessos dos OEs foram inferiores. Para a
cepa de E. faecalis, todos os OEs obtiveram halos superiores a 25mm, sendo significativamente
diferente dos dois antibioticos (p<0,05). Contudo, para a E. coli, apenas o OE LGRA202 (39mm=1,0)
foi mais eficaz, enquanto os antibioticos obtiveram maiores halos que todos os OEs (38mm=0,0).
Para S. Typhimurium, os OEs LGRA106 (42,5mm+0,7), LGRA 107 (38,5mm=0,7), LGRA108
(35mm=4,2) e LGRA109 (30mm=0,0) foram superiores aos antibioticos.

A hidroxila livre e o anel fendlico contribuem para a atividade antimicrobiana dos dleos de L



antimicrobiana, pois a interagdo entre todos os constituintes possui igual importancia. No presente
estudo. Dahham et al (2015) confirmaram a eficacia antibacteriana do B-cariofileno, relatando sua
atividade antitumoral, sua capacidade de induzir a apoptose em células cancerigenas, através da
condensa¢do do ntcleo, perda do potencial de membrana, danos na integridade e por consequéncia,
a morte celular.

A resisténcia de bactérias gram-negativas a antimicrobianos ¢ comumente associada a
presenga de uma membrana externa de lipopolissacarideos (LPS), o que dificulta o contato de
compostos hidrofobicos de OEs com a bactéria, tornando-a mais impermeavel, e pode contribuir para
uma menor atividade de compostos antimicrobianos (Tavares et al., 2020). Dentre as cepas gram-
negativas, a E. coli demonstrou a extrema sensibilidade a todos OEs. Este resultado pode sugerir uma
conformacao diferente entre os gendtipos dos OE testados, seja uma formacao de cadeia lateral que
permite uma maior atividade antimicrobiana, ou mesmo a presenga de um constituinte que permite
uma maior facilidade de penetragdo na membrana do microrganismo (Basavegowda; Baek, 2021).
Por outro lado, a P. aeruginosa, também gram-negativa, nao foi sensivel a nenhum 6leo essencial, o
que pode ser justificado pela possivel formacdo de metalo-f-lactamase, uma enzima capaz de
hidrolisar agentes antimicrobianos carbapenémicos (Othain et al., 2024), ou pela presenca de bombas
de efluxo, proteinas transmembranares com funcao de secretar compostos intracelulares para o meio
extracelular (Sinha et al., 2024). Essas caracteristicas conferem ao microrganismo uma maior
patogenicidade, visto que, genes que codificam essas agdes sdo caracteristicos da susceptibilidade
bacteriana (Fortunato et al., 2023; Feng et al., 2024).

OEs possuem caracteristicas hidrofobicas e se relacionam com as bactérias através da<
membrana celular, principalmente de cepas gram-positivo, conseguindo dessa maneira, romper ou
causar deformagdes, sendo dessa maneira, diretamente responsavel pelo efluxo de ions, favorecendo
a morte celular (Bhayaniramya et al., 2019).

Villagdmez-Guzman et al. (2025) obtiveram halos de inibi¢ao de 17,0, 11,0 e 24,0 mm para
E. faecalis, E. colie S. aureus respectivamente com OE de Lippia callicarpifolia Kunth, valores bem
inferiores aos obtidos no presente estudo com os gendtipos de L. gracilis. J4 Samba et al (2020)
avaliaram a atividade antibacteriana do OF de Lippia multifora contra as cepas de S. aureus e E. coli,
obtendo halos de inibicdo 29 mm e 25,67mm, respectivamente. Aqui, com exce¢do do LGRA108,
todos os resultados para S. aureus foram acima de 25mm, e para a E. coli, o menor foi 31,5mm,

conforme abordado na tabela 06,




Tabela 4. Halos de inibicdo através do método de difusao em disco

Microrganismos LGRA106 LGRA107 LGRA108 LGRA109 LGRA110 LGRA201 LGRA202

B. cereus

B. subtilis

E. coli

E. faecalis

S. aureus

S. Typhimurium

S. marcescens




5.2. Concentracao inibitoria minima e concentrac¢ao bactericida minima dos OEs

Para testes antimicrobianos, ¢ possivel que a presenca de um bioativo tenha o poder de nao
sO inibir, mas também matar o microrganismo estudado. Por esse motivo, € necessario verificar ainda
a acdo bactericida do agente antimicrobiano (Pedreira et al., 2024). Os valores de CIM ¢ CBM
variaram entre 1,32mg/mL e 42,37 mg/mL (Tabela 6).

Dentre os OEs, destacou-se o LGRA109, com os menores valores de CIM (1,32mg/mL+0,0) para
as cepas de E. coli, E. faecalis, B. subtilis, S. marcescens e S. aureus e CBM (1,32mg/mL+0,0) para
a S. marcescens, sendo estatisticamente diferente das concentracdes obtidas pelos demais 6leos (p <
0,05). O OE apresentou a maior porcentagem do composto carvacrol (40,36%) e obteve percentual
consideravel para os compostos p-cimeno (14,79%) e Y-terpineno (10,36%). Contudo, o OE
LGRA107 e LGRA202 apresentaram porcentagem semelhantes ao LGRA109 em todos os
compostos, o que pode justificar também a atividade antimicrobiana similar, sendo o ultimo,

apresentando halos de inibi¢ao com diferenca significativa em relagcdo aos demais.



Tabela 5.Valores de CIM e CBM (mg/mL) dos OEs de L. gracilis frente a bactérias patogénicas

GENOTIPOS B. cereus B. subtilis E. coli E. faecalis S. Typhimurium S. marcenscens S. aureus
CIM CBM CIM CMB CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
LGRA106 21,18+0,0¢ 42,37+0,0°42,37+0,0942,37+0,0¢ 1,32+0,0* 1,32+0,0* 42,37+0,0942,37+0,0° 2,64+0,0° 5,29+0,0° 21,18+0,0¢ 21,18+0,0¢ 21,18+0,0°21,18+0,0¢
LGRA107 21,1840,0¢ 42,37+0,0°21,18+0,0°42,37+0,0¢ 2,64+0,0° 5,29+0,0° 5,29+0,0¢ 42,37+0,0°21,18+0,0°21,18+0,0910,59+0,0° 10,59+0,0¢ 5,29+0,0* 5,29+0,0°
LGRA108 2,64+0,0°  2,64+0,0* 21,184+0,0°21,18+0,0°21,18+0,0442,37+0,0442,37+0,0942,37+0,0°10,59+0,0°10,59+0,0°21,18+0,0¢ 21,18+0,0¢ 21,18+0,0°42,37+0,0¢
LGRA109 5,29+0,0° 5,29+0,0° 1,32+0,0* 2,64+0,0* 1,32+0,0* 2,64+0,0° 1,32+0,0% 21,18+0,0° 2,64+0,0* 2,64+0,0* 1,32+0,0° 1,32+0,0®° 1,32+0,0 5,29+0,0°
LGRAI110 42,37+0,0° 42,37+0,0°42,37+0,0442,37+0,0442,37+0,0°42,37+0,0942,37+0,0942,37+0,0° >339+0,0¢ >339+0,0°42,37+0,0° 42,37+0,0° 42,37+0,0942,37+0,0¢
LGRA201 21,1840,0¢ 21,18+0,0921,18+0,0°21,18+0,0° 5,29+0,0° 5,29+0,0° 5,29+0,0° 2,6440,0® >339+0,0¢ 339+0,0° 2,64+0,0° 2,6440,0° 5,29+0,0° 5,29+0,0°
LGRA202 10,59+0,0¢ 10,59+0,0¢ 5,2940,0° 5,29+0,0° 5,29+0,0° 5,29+0,0° 2,64+0,0° 2,64+0,0*° >339+0,0¢ 339+0,0° 1,32+0,0*° 1,32+0,0° 1,32+0,0* 1,32+0,0?

Letras minuasculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenga significativa entre as amostras (p < 0, 05) pelo Teste de Tukey. Fonte: Autor (2025)



Os OEs que demonstraram maior efeito bactericida, ou seja, eliminaram cepas com menores
valores de CBM (1,32 mg/mL+0,0), foram LGRA106, LGRA109 e contra E. coli, S. marcenscens e
S. aureus, fato que pode ser relacionado a porcentagem dos componentes majoritarios, como
carvacrol (40,36%) (LGRA109) e timol 55,19% (LGRA106). A anfipaticidade dos compostos timol
e carvacrol explica suas interagdes com biomembranas e, portanto, a atividade antimicrobiana. A
porcao hidrofilica da molécula interage com a parte polar da membrana celular, enquanto o anel
benzénico hidrofobico e as cadeias laterais alifaticas se depositam na parte interna hidrofobica da
membrana bacteriana. O grupo hidroxila dos compostos atuam na formagdo de ligacdes de
hidrogénio e a acidez também podem influenciar no efeito antimicrobiano (Cristani et al., 2007).

Por outro lado, 0o LGRA110 apesar de conter 48,7% de carvacrol foi o 6leo com maior valor de
CBM (de 42,37 mg/mL a >339 mg/mL) para todas as cepas testadas. O OE LGRA110 e LGRA202
respectivamente). Segundo Cristani et al (2007) o p-cimeno possui menor atividade antimicrobiana
que o timol e o carvacrol. O p-cimeno ¢ mais lipofilico e soluvel em dgua do que timol e carvacrol.
E hipotetizado que a atividade antibacteriana dos terpenos seja também parcialmente associada a
absor¢ao dos mesmos pelas membranas lipidicas da célula de modo que ndo sdo liberados e
transferidos para outras bicamadas. Isto significa que a citotoxicidade dos monoterpenos contra
bactérias gram-negativas parece estar relacionada a sua capacidade de interagir profundamente e
afetar a estrutura molecular das bicamadas lipidicas (Cristani et al., 2007).

Kacionova et al (2024) avaliaram o OE de limao citrus e obtiveram CIMs de 22,61 mg/mL contra
a cepa E. coli, enquanto no presente estudo, todos os 6leos exceto o LGRA110, inibiram esta cepa
com valores menores de CIM (1,32 mg/mL a 21,18mg/mL). Nunes et al. (2024) eliminaram cepas
de S. aureus isoladas de casos relacionados a mastite bovina, com CBM de 2,80mg/mL e 4,39 mg/mL
dos OEs manjericdo e bergamota, respectivamente. LI et al. (2024) avaliaram a a¢@o sinérgica e
individual dos compostos timol, cinamaldeido e eugenol contra algumas cepas patogénicas, e
obtiveram CBM de 500 mg/mL utilizando os compostos juntos contra cepas de E. coli e S. aureus.
No presente estudo, o S. aureus ¢ a E. coli foram eliminadas com valores de CBM dos 6leos entre
1,32mg/mL e 42,37 mg/mL, valores bem menores do que o relatado na literatura com compostos
isolados.

Com excecao dos OEs LGRA108 e LGRA110, os resultados da CBM do presente estudo foram



et al. (2024) inibiram cepas de S. aureus com CIMs de 2,5 mg/mL OE de Lippia grata e nao
obtiveram efeito bactericida.

A

5.3 Atividade antioxidante (AA) dos OEs

Os OEs podem contribuir para a atividade antioxidante doando elétrons para inibir os radicais
livres ou doando hidrogénios para o meio (Mohammed et al., 2024). Os grupos hidroxilas quando
estdo presentes em um composto, podem elevar a atividade antioxidante (Yan et al., 2024).

Todos os OEs foram analisados quanto ao potencial antioxidante in vitro pelos métodos
ABTS, DPPH ¢ FRAP. O LGRA110 foi o 6leo com maior AA por ABTS (1.185,0 +5,3 umol TE/L)
e para o DPPH (446,6 +2,8 umol TE/L), diferindo estatisticamente dos demais 6leos (p<0,05). Este
resultado pode estar atribuido ao carvacrol, composto majoritario da amostra. Em contrapartida, o
LGRA202 demonstrou o menor potencial antioxidante para o método ABTS (656,2 +5,3 pmol
TE/L), enquanto para o método DPPH, a amostra LGRA107 deteve a menos AA (314,6 + 5,8umol
TE/L) (p<0,05).

A maior atividade antioxidante de todos os 6leos foi pelo método FRAP, os resultados
variaram de 2656,2 pmol TE/L(LGRA106 £8,83) a 1293,7 umol TE/L (LGRA109 +8,83). A
amostra LGRA106 foi a que mais apresentou a capacidade redutora do Ferro férrico (Fe*"), sendo
estatisticamente diferente das demais (p<0,05), este resultado pode ser devido a presenca de maior
concentragdo de timol, monoterpeno conhecido pela sua atividade antioxidante e antimicrobiana
(Nonato et al., 2023). O timol pode se ligar a ferritina, proteina que tem facilidade no armazenamento
de ferro e dessa maneira, induzir a rea¢ao de Fenton, gerando radicais hidroxilas e potencializando a
oxidacao em cepas bacterianas (Zhang et al., 2024). Nonato et al. (2022) também obtiveram elevada
atividade antioxidante pelo método FRAP no 6leo essencial de L. gracilis.

Tabela 6. Atividade antioxidante dos 6leos essenciais

Oleos umol TE/L
essenciais
ABTS FRAP DPPH
LGRA 106 820,0+7,074 2656,2 + 8,83° 391,242.3¢
LGRA 107 713,75+5,3" 2100,0 +8,83¢ 314,645,8¢
LGRA 108 1075,0+3,53° 1343,75 +10,8° 371.641.4°
LGRA 109 765,0+10,6° 1293,7+8,83¢ 382,6+2,8¢

LGRA 110 1.185,0+5,3% 2396,8+4,4° 446,6+2,8%



A elevada atividade antioxidante dos demais 6leos pode ser atribuida aos teores significativos
de carvacrol e p-cimeno. Pinto et al., (2024) demonstraram que o carvacrol exerce uma atividade
antioxidante mais eficaz que o timol quando utilizado em baixas concentracdes. O anel fenolico
presente nos compostos timol e carvacrol garante uma atividade antioxidante eficaz para OEs que
ndo tenham constituintes antagonistas em sua estrutura. (Hajibonabi et al 2023). Embora esses
compostos sejam isomeros, as interagdes das ligagdes de hidrogénio das moléculas sdo ligeiramente
diferentes. A posicao da hidroxila na posi¢ao orto do carvacrol também pode sugerir uma atividade
antioxidante e antimicrobiana mais elevada que o timol, ja que a energia de dimerizacao pode ser
diferente e facilitar a liberacdao de hidroxilas, ou seja, o carvacrol tem um pouco mais de facilidade
para se ligar a um radical livre (Mangiacapre et al 2024). Provavelmente, isso justifica a melhor
eficacia do carvacrol em combater com mais eficiéncia uma oxidagdo de algum composto se
comparado ao timol (Taibi et al., 2024). Dessa maneira, as analises pelos métodos DPPH e ABTS,
podem sugerir uma melhor AA de amostras que apresentem o carvacrol como composto majoritario,

Considerando que os 6leos LGRA110 e LGRA-201 foram os que mais se destacaram nos
métodos ABTS e DPPH, isso pode estar ligado ao fato de os seus compostos secundarios atuarem
com sinergismo nas reacdes que envolvem o sequestro de elétrons livres ou a captura de radicais.
Também estes compostos possuem maior teor de p-cimeno.

O y-Terpineno € precursor do p-cimeno, que por sua vez, sofre uma hidroxila¢do e pode gerar
o timol ou o carvacrol (Krause et al., 2021). Por esse motivo, tendem a estar presente em abundancia
em OEs em que apresentem timol ou carvacrol como compostos majoritarios, sendo essa presenca
associada a potencializag¢des da atividade antimicrobiana e antioxidante (Guo et al., 2021).

Oliveira et al (2015) confirmaram uma boa atividade antioxidante do p-cimeno quando
utilizado in vivo. A presenca do composto sugeriu um aumento na atividade enzimatica CAT e SOD,
dimuindo o extresse oxidativo em modelos murinos. Pesquisas também tem demonstrado a atividade
antioxidante e antimicrobiana de B-cariofileno (Dahham et al., 2015; Lopez et al., 2023). O v-
Terpineno (13,08% da amostra LGRA110 e 21,81% da amostra LGRA201 libera o radical
hidroperoxila quando compostos fenolicos estdo presentes, e isso pode elevar a AA em métodos em
que a presenca de grupos hidroxilas sdo avaliadas (Guo et al., 2021). Esses grupos garantem aos
compostos fendlicos, como timol e carvacrol, uma propriedade antioxidante intrinseca, bloqueando
a formacao de radicais livres através da doagdo de elétrons, de modo a evitar a peroxidagdo lipidica,

caracteristica de alimentos pereciveis (Mohammed et al.; Ojeda-Piedra et al., 2024).



Devido a caracteristica antimicrobiana do OE LGRA109, se caracterizando como a amostra
que demonstrou a menor CIM, um modelo avaliador da cinética de crescimento in vitro foi
desenvolvido para observar e descrever o comportamento dos microrganismos sensiveis ao OE
quando submetidos a diferentes pHs, conforme abordado na sequéncia.

5.4 Efeito do pH e do 6leo essencial no crescimento bacteriano

O crescimento das bactérias foi avaliado em diferentes condic¢des de pHs (5,0, 6,0 € 9,0) com
e sem a presenca de OE LGRA 109 nas concentragdes de 1.32, 2.64 e 5.29 mg/mL (menores valores
de MIC ou MBC). Os dados foram bem ajustados ao modelo de Baranyi e Roberts desde que os
coeficientes de correlagdo (R?) variaram de 0.83 a 0.99 e os pardmetros tempo da fase lag () e
concentragdo maxima de crescimento bacteriano (pimax) foram determinados (Tabela 09 e 10).

Para B. subtilis os valores de pumax variaram entre 0,28 e 0.33/h nos diferentes pHs, onde o menor
crescimento foi observado no pH 5.0, tendo-se 0,3 h (18 min) de fase lag (Fig 10). Gauvry et al
(2021) também observaram que o pH 5.0 e 9.0 sdao desfavoraveis ao crescimento desta bactéria, sendo
o pH o6timo em torno entre 6.0 ¢ 7.0. Por outro lado, no pH constante (7,0) variando-se as
concentragoes de OE (condig¢des 4, 5 e 6) ndo se obteve crescimento desta cepa. Na simulacao de
diferentes condig¢des de pHs de alimentos (5,0, 6,0 ¢ 9,0) em combinagao com o OE os valores de
Umax Variaram de 0.13 a 0.28/h e obteve-se maior tempo de fase lag no pH 5.0 ou 9.0 + 5.29 mg/mL
de OE (4.9 € 4.0 h, respectivamente) (Fig 10B e 10D).

Figura 10. Cinética de crescimento da B. subtilis
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A eficiéncia do EO na inibigdo completa do crescimento de B. subtilis durante o tempo de
incubacao foi apenas verificada quando utilizado apenas diferentes concentragdes de EO no meio de
cultura. J& o B. cereus demonstrou taxas de crescimento similares nos pHs 5,0, 6,0 € 9,0, porém no
pH 9.0 houve maior tempo de fase lag (2,3 h) (Tabela 08, Fig. 11A). Marc et al (2021) tem avaliado
o efeito do pH (entre 4.5 e 8.0) no crescimento de diferentes linhagens de B. cereus e observaram
que a velocidade maxima de crescimento das cepas aumentou com o aumento do pH, mantendo-se
constante entre os pHs 5.5 e 8.0, mesmo comportamento observado no presente estudo. Esta bactéria
ndo teve crescimento quando usado meio de cultura contendo diferentes concentragdes de OE e no
pH 5.0 em todas as concentragdes do OE. A combinacdo pH 6.0 + 1.32 ou 2.64 mg/mL de OE
proporcionou maiores tempos de fase lag (3.5 e 3.0, respectivamente) (Tabela 09, Fig 11B e 11C)
entretanto, menores valores de umax para esta cepa (entre 0.13 e 0.2/h) foram obtidos no pH 9.0 +

OE.

Figura 11. Cinética de crescimento da B. cereus.

(A) — pH 5,0 (Mod Baranyi completo) (B)

; [—— pH 6,0 + 1,32 mg/mL OE (Mod Baranyi Completo)
@ oo oo Eaeane sompleo) -@- pH 6,0 + 1,32 mg/mL OF (Experimental)

v EH 6’0 (Experlmentayl) s 8.8 - —— pH 6,0 + 2,64 mg/mL OE (Mod Baranyi Completo)
pH 9.0 (Mod Baranyi completo) W pH 6,0 +2,64 mg/mL OE (Experimental)

9.6 1 pH9.0 (Experimental) pH 6,0 + 5,20 mg/mL OE (Mod Baranyi Completo)
: pH 6,0 + 5,29 mg/mL OE (Experimental)

Bacillus cereus Log (UFC/mL)

Bacillus cereus Log (UFC/mL)




©

—— pH 9,0 + 1,32 mg/mL OE (Mod Baranyi Completo)|
~@-pH 9,0 + 1,32 mg/mL OE (Experimental)
9.0 - | PH9.0+264 mgimL OE (Mod Baranyi Completo)
. ~W--pH 9,0 + 2,64 mg/mL OE (Experimental)
pH 9,0 + 5,29 mg/mL OE (Mod Baranyi Completo)|
pH 9,0 + 5,29 mg/mL OE (Experimental)

- 8.8

E

e /

ERLE Q/

[o2]

o

.}

» 84

S

o

8

o 82

3 v

Q 8.0-;—:;;‘—’/“
78 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (h)

A E. coli teve crescimento similar nos pHs 5.0 € 6.0 (Fig 12A), porém nenhum crescimento foi
obtido no pH 9.0 e em nenhuma das combinacdes de pH + OE. Razmi et al (2021) também
verificaram que o pH 9.0 inibe o crescimento desta bactéria. No meio de cultura variando-se apenas
as concentragdes de OF houve crescimento de E. coli, diminuindo com aumento da concentragdo do
6leo (Fig 12B) e os valores de pmax foram muito baixos (entre 0.04 e 0.13/h) (Tabela 09). No caso
desta cepa a combinagdo pH + OE foi mais efetiva para a inibi¢ao do crescimento, do que estes
parametros individualmente. O pH exerce significancia influéncia no crescimento de E. coli,
conforme estudo realizado por Kincses et al (2021) os quais avaliaram a influéncia de diferentes pHs
(entre 5.0 e 8.0) associado ao antibidtico gentamicina na cinética de crescimento da E. coli. Os
autores observaram que a variagdo do pH pode favorecer a expressio de genes relacionados a
resisténcia bacteriana, alguns antibidticos foram mais potentes em pHs alcalinos, outros em pHs
neutros ou acidos. Diante disto, no presente estudo a eficiente inibi¢ao do crescimento quando usado
a combinagao EO + pH 5.0, 6.0 ou 9.0 sugere que o EO foi o principal agente responsavel pela

inibicdo do crescimento da E. coli.

Figura 12. Cinética de crescimento da E. coli.
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Nos pHs entre 5.0 € 9.0 a E. faecalis teve valores de pmax entre 0.57 e 0.86/h e A entre 1.20 € 2.90
h, onde o menor crescimento foi obtido no pH 9.0 (Fig 13A). E de conhecimento que bactérias do
género Enterococcus possui habilidade de sobreviver em pHs extremos entre 5.0 ¢ 9.0, devido a
atividade de enzimas como proton FoF, ATPase, sodio Na* VoV, type ATPase e potassium ATPase
que movimentam proton (H), sodio (Na"), e potassio (K"), ions em condi¢des acidas ou basicas
(Acciarri et al., 2023). Quando utilizado meio de cultura contendo somente diferentes concentragdes
do OE ndo houve crescimento desta bactéria. Nas combinagdes pH + EO, foi observado baixas
velocidades de crescimento na combinac¢dao pH 5.0 + OE (0.13 a 0.17/h), entretanto o menor valor
(0.08/h) foi obtido no pH 9.0 + 5.29 mg/mL e maior tempo de fase lag (2.7 h) foi no pH 6.0 + 2.64
mg/mL OE (Tabela 09, Fig. 13C). Pesquisadores como Salem et al (2022) estudaram a influéncia de
pHs alcalinos (entre 8.0 e 11.0) no crescimento de E. faecalis utilizando meio contendo glicose e
glicerol. Os autores verificaram que quanto maior a alcalinidade, maior o tempo da fase da laténcia
€ maior o atraso no crescimento do microrganismo, conforme também observado no presente estudo
nas combinagdes pH + EO.

Figura 13. Cinética de crescimento da E. faecalis.
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O S. aureus teve crescimentos similares sem fase lag nos diferentes pHs (Fig 14A) com
velocidades de crescimento entre 0.41 e 0.53/h. Ja no meio de cultura contendo 1.32 mg/mL de OE,
esta bactéria teve 2.7 h de fase lag € pmax de 0.2/h (Tab 10, Fig. 14B). Nas demais condi¢des nao
houve crescimento desta bactéria, demonstrando a eficiéncia antimicrobiano das combinagdes pH e
EO. Buldain et al (2021) utilizaram o modelo de Gompertz para avaliar o comportamento de S.
aureus na presenga do oleo essencial de Melaleuca armillaris nos pHs 5.0, 6.5 e 7.4. Os autores
também verificaram que combinacdes pH + EO sdo efetivas para a diminui¢do do crescimento
bacteriano visto que menores valores de pH tendem a aumentar a hidrofobicidade de EOs

potencializando o efeito antimicrobiano.

Figura 14. Cinética de crescimento da S. aureus.
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A S. Typhimurium teve crescimento significativo nos diferentes pHs, onde menor taxa de
crescimento foi no pH 9.0 (umax = 0.36/h), no entanto quando utilizado somente 1.32 mg/mL de OE
(pH 7.0) obteve-se menor crescimento com pmax de 0.05/h (Fig. 15). Nas demais concentragdes de
OE e combinagdes pH + OE ndo houve crescimento desta bactéria. Badie et al. (2021) tem

demonstrado que S. Typhimurium possui habilidade de se adaptar em condi¢des extremas de pH.
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rompimento da membrana, desbalanceamento da homeostase e consequentemente a morte celular

(Ortega et al., 2023).

Figura 15. Cinética de crescimento da S. typhimurium.
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A S. marcescens ndo teve fase lag em nenhum dos pHs e demonstrou maior taxa de
crescimento no pH 6.0 (Fig 15A) com pmax de 0.70/h. Quando usado somente meio de cultura
contendo EO ou a combinagdo pH + OE houve crescimento da cepa apenas nas concentragdes de
1.32 e 2.64 mg/mL e no pH 9.0 + 1.32 mg/mL de OE (Fig. 16C-D). A menor taxa de crescimento
(0.13/h) e maior tempo de fase lag (0.94/h) foram obtidos nas combinac¢des pH 6.0 + 1.32 mg/mL
EO e pH 6.0 + 2.64 mg/mL de EO, respectivamente (Tabela 10). Nas demais condi¢gdes nao houve
crescimento desta bactéria. Pesquisadores tem relatado que os acidos graxos presentes em Oleos
podem ser usados por esta bactéria como fonte de carbono e promover o aumento da densidade
celular com consequente aumento da producao do seu pigmento prodigiosina (Giri et al., 2004), o
que pode explicar o fato de ter ocorrido crescimento na presenga das menores concentracdes de EO.

Figura 16. Cinética de crescimento da S. marcescens.
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Para os parametros utilizando apenas pH houveram bons ajustes para todas as cepas,
conforme apresentado a seguir nas tabelas 09 e 10. O modelo completo foi ajustado para o pH 5,0 da
cepa de B. subtilis, obtendo R?=0,968. As condi¢des de pH 6,0 e pH 9,0 obtiveram R*=0,972 ¢ 0,957,
respectivamente, ajustadas para o modelo sem fase lag. Para a cepa de B. cereus, o modelo ajustado
foi o Baranyi completo e os coeficientes de determinagdo variaram de 0,906 (pH 6,0) a 0,988 (pH
9,0). Para o microrganismo E. faecalis e S. typhimurium, apenas o modelo completo foi ajustado
para as condi¢des de pH, com coeficientes que variaram de 0,991 (pH 6,0) a 0,998 (pH 9,0) para E.
faecalis € 0,973 € 0,976 (pH 06 e 09, respectivamente) para S. typhimurium. O modelo sem fase lag
foi ajustado para as condi¢des de pH de S. marcescens e S. aureus. O R*variou de 0.853 (pH 9,0) a
0,971 (pH 6,0) para S. marcescens, enquanto para S. aureus os valores obtidos foram 0,962 ¢ 0,966
para as condig¢des de pH 5,0 e 6,0, respectivamente. Para o microrganismo E. coli, os dois modelos
foram ajustados para as trés condi¢cdes de pH. O modelo sem fase lag ajustado na condicao do pH
9,0 obteve o menor coeficiente de determinagdo (0,885), enquanto o modelo completo foi utilizado
para as condi¢des pH 5,0 e 6,0 e os coeficientes foram 0,993 e 0,968, respectivamente.

Todas as cepas quando expostas ao OF em todas as concentragdes tiveram seu crescimento
inibido durante as 8h de incubacao, fato atribuido ao composto majoritario carvacrol e aos compostos
secundarios [-cariofileno, y-Terpineno e p-cimeno, que podem atuar em sinergismo na atividade
antimicrobiana, danificando a membrana celular morfologicamente, inibindo a producao de ATP,

aumentando sua permeabilidade e causando efluxo de proteinas essenciais para o bom funcionamento
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Tabela 7. Velocidade maxima de crescimento microbiano (umax ) e tempo da fase lag (A) de cepas bacterianas em diferentes condi¢cdes de pH e concentracé

OE LGRA109
Exp Parametros B. subtilis B. cereus E. coli E. faecalis
pH OE A Hmax R? A HMmax R? A HMmax R? A HMmax R?
(mg/mL)  (h) (h") (h) (hh (h) (h) (h) (h)

1 5,0 0 0,313 0,28 0.968 0,257 0,378 0.944 0,311 0,272 0.993 1,207 0,858 0.993
2 6,0 0 0 0,325 0.972 0,216 0,331 0.906 0,654 0,326 0.968 1,204 0,695 0.991
3 9,0 0 0 0,29 0.957 2,334 0,484 0.988 NG NG - 2,91 0,567 0.998
4 - 1.32 NG NG - NG NG - 0,659 0,131 0.964 NG NG -
5 - 2.64 NG NG - NG NG - 1,984 0,0956 0.909 NG NG -
6 - 5.29 NG NG - NG NG - 0 0,0387 0.874 NG NG -
7 5,0 1,32 1,569 0,226 0,983 NG NG - NG NG - 0 0,159 0.92
8 5,0 2,64 2,566 0,192 0,899 NG NG - NG NG - 0,902 0,132 0.992
9 5,0 5,29 4,94 0,282 0914 NG NG - NG NG - 0 0,165 0.884
10 6,0 1,32 1,217 0,256 0.98 3,535 0,323 0.965 NG NG - 0,917 0,145 0.902
11 6,0 2,64 2,319 0,133 0,949 3,085 0,224 0.936 NG NG - 2,703 0,39 0.97
12 6,0 5,29 2,813 0,142 0.978 2,021 0,501 0.946 NG NG - 0,423 0,137 0.935
13 9.0 1,32 2,553 0,209 0.981 2,341 0,181 0.98 NG NG - 1,176 0,288 0.988
14 9,0 2,64 0,77 0,213 0.961 2,773 0,196 0.936 NG NG - 1,691 0,278 0.962
15 9,0 5,29 4,059 0,248 0.946 1,335 0,132 0.86 NG NG - 1,285 0,081 0.95

Fonte: Autor, 2025



Tabela 8. Velocidade maxima de crescimento microbiano (umax ) e tempo da fase lag (A) de cepas bacterianas em diferentes
condicdes de pH e concentragdes de OE LGRA109

Parametros S. aureus S. Typhimurium S. marcensces
pH OE A Hmax R2 A HMmax R2 A HKmax R2
(mg/mL) (h) (h) (h)

1 5,0 0 0.000 0,483 0.962 0,918 0,512 0.974 0 0,358 0.963
2 6,0 0 0.000 0,535 0.966 0,408 0,41 0.976 0 0,705 0.971
3 9,0 0 0.000 0,408 0.969 0,863 0,364 0.973 0 0,434 0.853
4 - 1.32 2,686 0,199 0.909 0.000 0,051 0.831 0 0,499 0.927
5 - 2.64 NG NG - NG NG - 0,857 0,38 0.903
6 - 5.29 NG NG - NG NG - NG NG -
7 5,0 1,32 NG NG - NG NG - 0 0,189 0.977
8 5,0 2,64 NG NG - NG NG - 0 0,446 0.83
9 5,0 5,29 NG NG - NG NG - NG NG -
10 6,0 1,32 NG NG - NG NG - 0,537 0,129 0.842
11 6,0 2,64 NG NG - NG NG - 0,936 0,461 0.936
12 6,0 5,29 NG NG - NG NG - NG NG -
13 9,0 1,32 NG NG - NG NG - 0 0,339 0.99
14 9,0 2,64 NG NG - NG NG - NG NG -
15 9,0 5,29 NG NG - NG NG - NG NG -

Fonte: Autor, 2025



Conforme abordado acima, sempre que houve a adi¢gdo do OE sem variacao do pH no
caldo BHI, todos os microrganismos tiveram redu¢do na sua taxa de crescimento, com excecao da S.
marcescens, apresentando 0,358h quando exposta ao pH 5,0, enquanto demonstrou 0,38 h quando o
OE na concentracao de 2,64 mg/mL foi administrado sozinho, porém, a concentracao de 5,29mg/mL
(exp 6) conseguiu inibir seu crescimento durante todo o periodo de incubacdo. Essas caracteristicas
sdo atribuidas ao composto majoritario carvacrol e aos compostos secundarios [-cariofileno, y-
Terpineno e p-cimeno, que podem atuar em sinergismo na atividade antimicrobiana, danificando a
membrana celular morfologicamente, inibindo a producdo de ATP, aumentando sua permeabilidade
e causando efluxo de proteinas essenciais para o bom funcionamento da membrana, o que como
consequéncia pode retardar o desenvolvimento do microrganismo, prolongando sua fase lag (Cristani
et al., 2007; Hou et al., 2022; Jiang et al., 2025).

Jiang et al (2025) relataram que o carvacrol isolado de OEs na concentracdo de 310 pg/mL
foi responsavel por erradicar Mycobacterium intracellulare na fase estacionaria, inibindo seu
crescimento através de agdes na membrana celular, principalmente aumentando sua permeabilidade,
suprimindo enzimas vitais e por ultimo, causando a morte celular. Isso demonstra que quando
parametros experimentais nao sdo favoraveis, o desenvolvimento de um microrganismo pode ser
retardado ou inexistente.

Wang et al (2022) também fizeram um estudo para avaliar a atividade antimicrobiana,
utilizando OE de Litsea cubeba contra Cronobacter sakazakii. Avaliaram a permeabilidade da
membrana e sua morfologia, bem como sua integridade e a sintese de ATP celular. Notaram que
quando utilizavam pouco mais que o dobro da sua CIM, havia reduc¢ao de 1,9 log, demonstrando que
o OE era eficiente em um curto periodo de tempo. Em concentra¢des de 10 a 20 maiores que sua
CIM, havia a inativacao completa do microrganismo em até 4h.

No estudo, a presengca do OE aumentou a producdo de oxigénio reativo intracelular,
favorecendo o desequilibrio no metabolismo bacteriano, o que posteriormente sugeriu uma
despolarizagdo da membrana, fato que pode ser observado quando o pH do meio extracelular ¢
alterado de alguma maneira (Wang et al., 2022).

Com o desequilibrio do pH, a bomba de sodio e potéassio pode sofrer danos irreversiveis. O
fluxo destes eletrdlitos pode ser alterado de tal forma que a quantidade K' no meio intracelular seja
maior que o normal, ¢ que a presen¢a de Na" no meio extracelular seja insuficiente, gerando um

desbalanceamento diretamente relacionado a sintese de ATP, ocasionando a perda de funcionalidade



3. CONCLUSOES

Oleos essenciais de diferentes gendtipos de L. gracilis Schauer foram avaliados quanto ao seu
potencial antimicrobiano e antioxidante. Todos os OEs demonstraram potencial antimicrobiano
eficaz, tendo capacidade bacteriostatica e bactericida. Para as cepas gram-negativas, os 6leos mais
eficientes foram LGRA106 ¢ LGRA109, com CBM de 1,32 mg/mL para S. marcescens ¢ E. coli.
Para cepas gram-positivas, o destaque foi o LGRA 108 para B. cereus e LGRA109 para S. aureus,
com valores de CBM de 2,64 e 1,32 mg/mL, respectivamente.

Os o6leos demonstraram maior AA pelo método FRAP, com destaque para o LGRA106 e o
LGRAT110 pelos métodos ABTS e DPPH. O forte potencial antioxidante e antimicrobiano destes
6leos sugere aplicagdes promissores nas areas farmacéutica, alimenticia e cosmética.

O OE LGRA109 destacou-se na atividade antimicrobiana com os menores valores de CIM e
CBM para a maioria das bactérias, sendo entdo selecionado para a realizagdo do estudo preditivo.

Os resultados foram bem ajustados ao modelo primario de Baranyi e Roberts (1994). Foi
observado que quando os microrganismos foram expostos as condi¢des que envolviam apenas as
variacoes de pH, houve crescimento intenso das cepas e diminui¢cdo da fase de laténcia de para B.
subtilis, B. cereus nos pHs acidos. O aumento da fase lag foi observado para E. coli, B. cereus, S.
typhimurium e E. faecalis no pH alcalino. Nas condi¢des de diferentes concentragdes de oleo
essencial (sem variagao de pH) houve inibicdo do crescimento para B. subtilis, B. cereus ¢ E. faecalis.
A combinagdo pH + o6leo essencial foi eficiente para inibir totalmente o crescimento de E. coli, S.
marcescens ¢ S. Typhimurium.

No presente estudo, foi demonstrando que os 6leos essenciais dos diferentes genotipos de L.
gracilis possuem excelente potencial antioxidante e antimicrobiano frente a bactérias patogénicas,
abrindo possibilidades para estudos posteriores sobre a aplicacdo destes 6leos nos mais diferentes
ambitos da biotecnologia. O estudo preditivo permitiu avaliar o comportamento das cepas em

condic¢des experimentais, que servem como base para estudos futuros de aplicagdes in vivo.
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