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RESUMO

Na busca por novas alternativas para o controle bacteriano, pesquisas utilizando
plantas condimentares estdo ganhando cada vez mais destaque. Perante do seu
valor nutricional e potencial antibacteriano, as plantas condimentares estao
sendo utilizadas em metodologias alternativas. Com isso, antimicrobianos de
origem natural poderiam ser uma alternativa eficaz e viavel economicamente
para a conservacgao de alimentos, substituindo o uso de substancias sintéticas.
Com base nestas pesquisas, o objetivo principal de estudo foi avaliar o potencial
antibacteriano e antibiofilme de 6leos essenciais de plantas condimentares frente
as cepas de interesse alimentar Escherichia coli (ATCC 25922) Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), Pseudomonas
aeruginosa (CCBH 5698) e Salmonella Typhimurium. As plantas Rosmarinus
officinalis (Alecrim), Zingiber officinale (Gengibre) e Allium sativum (Alho) foram
obtidas comercialmente, e seus 6leos extraidos por hidrodestilacdo acoplada ao
Clevenger. Seus perfis quimicos foram avaliados pela técnica de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas. Para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram determinadas a Concentracdo Inibitéria Minima e,
posteriormente, a Concentracdo Bactericida Minima dos 6leos essenciais. As
concentragbes subinibitérias de CIM, 2xCIM e 4xCIM foram utilizadas para
analisar o efeito dos 6leos na inibi¢cdo dos biofilmes, sendo avaliados pelos testes
de captacdo do cristal violeta e leitura da densidade Optica a 595 nm, e 0s
resultados comparados com o efeito do antibiético Amoxacilina nas mesmas
concentracfes. Na avaliacao do perfil quimico dos 6leos essenciais, observou-
se maior concentracdo de monoterpenos e sesquiterpenos em R. officinalis e Z.
officinale, enquanto o 6leo de A. sativum era composto majoritariamente de
substancias organossulfuradas. Os 06leos essenciais demonstraram atividade
contra as cepas testadas, em especial frente a P. aeruginosa (CIM 1,33-5,33
pg/mL e CBM 0,83-1 pg/mL). O melhor resultado do 6leo de R. officinalis foi
observado contra a cepa S. aureus (CIM 8 pg/mL e CBM 3,33 pg/mL), ja Z.
officinale conseguiu melhor efeito frente a E. coli (CIM 4 ug/mL e CBM 5,33
pg/mL), enquanto o Oleo de A. sativum teve o melhor desempenho frente a K.
pneumoniae (CIM 4 pug/mL e CBM 5,33 pug/mL). Avaliando o efeito dos 6leos na
inibicdo do biofilme, R. officinalis conseguiu inibir apenas a formacao S. aureus
(=2 57,33%) nas concentracdes de 2xCIM e 4xCIM, nao apresentando efeito frete

aos demais biofilmes. Os melhores efeitos antibiofilme foram observados para Z.



officinale e A. sativum, no qual, conseguiram inibir a formagéo de quase todos
os biofilmes testados com taxa de inibicdo maiores que 70%, obtendo melhor
desempenho do que o antibiético Amoxacilina nas mesmas concentracdes.
Conclui-se que, devido a concentracdo de terpenos e organossulfurados, os
Oleos essenciais de Z. officinale e A. sativum, respectivamente, apresentaram
melhor atividade antibacteriana, inibindo a formacao de biofilmes e configurando-
se como alternativas promissoras para a conservacao de alimentos e combate

de microrganismos patogénicos.

Palavras-chave: Compostos Fitoquimicos; Conservacdo de Alimentos;

Biofilmes; Z. officinale; A. sativum.



ABSTRACT

In the search for new alternatives for bacterial control, research using spice plants
is gaining more and more prominence. Given their nutritional value and
antibacterial potential, spice plants are being used in alternative methodologies.
Thus, antimicrobials of natural origin could be an effective and economically
viable alternative for food preservation, replacing the use of synthetic substances.
Based on these researches, the main objective of the study was to evaluate the
antibacterial and antibiofilm potential of essential oils from spice plants against
strains of food interest Escherichia coli (ATCC 25922) Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), Pseudomonas
aeruginosa (CCBH 5698) and Salmonella Typhimurium. The plants Rosmarinus
officinalis (Rosecrim), Zingiber officinale (Ginger), and Allium sativum (Garlic)
were commercially obtained, and their oils were extracted by hydrodistillation
coupled with Clevenger. Their chemical profiles were evaluated by the Gas
Chromatography technique coupled with Mass Spectrometry. To evaluate the
antimicrobial activity, the Minimum Inhibitory Concentration and, subsequently,
the Minimum Bactericidal Concentration of essential oils were determined. The
subinhibitory concentrations of MIC, 2xMIC, and 4xMIC were used to analyze the
effect of oils in inhibiting biofilms, being evaluated by crystal violet uptake tests
and optical density reading at 595 nm, and the results compared with the effect
of the antibiotic Amoxicillin at the same concentrations. In evaluating the chemical
profile of essential oils, a higher concentration of monoterpenes and
sesquiterpenes was observed in R. officinalis and Z. officinale, while the oil of A.
sativum was mainly composed of organosulfur substances. The essential oils
showed activity against the strains tested, especially against P. aeruginosa (MIC
1.33-5.33 pg/mL and CBM 0.83-1 pg/mL). The best result of the oil of R. officinalis
was observed against the S. aureus strain (MIC 8 pg/mL and MBC 3.33 pg/mL),
whereas Z. officinale achieved a better effect against E. coli (MIC 4 pg/mL and
MBC 5.33 pg/mL), while A. sativum oil had the best performance against K.
pneumoniae (MIC 4 pg/mL and MBC 5.33 pg/mL). Assessing the effect of oils on
biofilm inhibition, R. officinalis was able to inhibit only the S. aureus formation (=
57.33%) at the concentrations of 2xMIC and 4xMIC, with no effect on other
biofilms. The best antibiofilm effects were observed for Z. officinale and A.
sativum, in which they managed to inhibit the formation of almost all tested
biofilms with an inhibition rate greater than 70%, achieving better performance
than the antibiotic Amoxicillin at the same concentrations. It is concluded that,
due to the concentration of terpenes and organosulfur, the essential oils of Z.
officinale and A. sativum, respectively, showed better antibacterial activity,
inhibiting the formation of biofilms and becoming promising alternatives for the
preservation of food and combating pathogenic microorganisms.

Keywords: Phytochemicals; Food Preservation; Biofilms; Ginger; Garlic.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da evolucdo, plantas e animais desenvolveram estratégias
semelhantes de defesa para combater patégenos bacterianos. E como
resultado, as plantas contém compostos seguros e eficazes com acéo
antibacteriana (NAKAGAWA et al., 2020). Newman & Cragg (2016) descrevem
que, os produtos naturais desempenham um papel Unico na industria
farmacéutica e alimenticia. De fato, a existéncia de uma variedade de moléculas
derivadas € um diferencial. E por muitas vezes tais moléculas ndo podem ser
obtidas por via sintética, ja que os produtos naturais abrangem estruturas
complexas (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Determinadas caracteristicas tornam os produtos naturais, principalmente
0s Oleos essenciais, uma alternativa viavel para o tratamento de infeccdes e
aplicacdo como sanitizantes e/ou conservante de alimentos. Com a existéncia
de diferentes mecanismos de acéo frente as bactérias, os compostos presentes
nos Oleos essenciais tornam-se um objeto de estudo interessante (CUTRIM et
al., 2019). Alguns desses mecanismos de ag&o possuem atividades relacionadas
a membrana citoplasmética onde, principalmente os compostos aromaticos e
fendlicos, provocam alteracfes na estrutura e funcdes bacterianas (MONTES;
NETA; CRUZ, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que
de 25% a 50% dos insumos medicinais utilizados sdo derivados de forma direta
ou indireta das plantas (BOXALL et al., 2006; ANAND et al., 2019). Diante do
potencial dos Oleos essenciais, sua aplicacdo poderia prevenir o inicio da
deteriorac@o de alimentos e impedir o crescimento de patdégenos alimentares
(RODRIGUES; CARVALHO; WIEST, 2011). Nos ultimos anos, vem crescendo 0
interesse da industria alimenticia em utilizar conservantes naturais. A aplicacéo
extensiva de conservantes quimicos pode estar relacionada com
desenvolvimento de alergias, cancer e outras reacfes adversas. Além disso, a
utiizacdo descontrolada destas substancias aumenta os riscos do
desenvolvimento de resisténcia das cepas microbianas (CUTRIM et al., 2019).

A formacéao dos biofilmes € um dos principais mecanismos de resisténcia
bacteriana. Em se tratando de biofilmes, a concentragcdo necessaria de um
antimicrobiano para eliminar bactérias em estado séssil pode ser até 100 vezes
maior do que a necessaria para eliminar bactérias de vida livre (HGIBY et al.,

2010; CHEN et al., 2018). Tal resisténcia gera um impacto negativo em varias
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atividades produtivas, podendo ocasionar perdas significativas, tanto na industria
quanto na clinica (LEE; YOON, 2017). Assim, devido as propriedades
antibacterianas e antioxidantes, estuda-se a aplicacdo dos 6leos essenciais de
plantas condimentares para reduzir os riscos de surtos de origem alimentar
provocados por bactérias e biofilmes (MONTES; NETA; CRUZ, 2013).

O uso dos o6leos essenciais na conservacao de alimentos, em muitos
casos, poderia ser uma alternativa segura para o consumidor e para 0 meio
ambiente (CUTRIM et al., 2019). O uso plantas condimentares nao se limita
apenas no ponto de vista organoléptico, mas 0s seus compostos quimicos
também oferecem beneficios a saude, por agregarem valores nutricionais aos
alimentos e promoverem estimulos a certos sistemas biolégicos. Plantas como
o alecrim (Rosmarinus officinalis L.), alho (Allium sativum L.) e gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) sé@o conhecidas por terem acdo profilaticas e como
conservantes alimentares (LORENZI, 2014).

O valor terapéutico das plantas é atribuido aos seus componentes
bioativos, podendo ser dependentes das quantidades consumidas e da sua
biodisponibilidade (IZIDORO et al., 2021). Os 6leos essenciais, que consistem
em uma mistura de compostos, sdo ricos em metabolitos secundarios, e cada
um destes pode exibir efeitos sinérgicos e antagbnicos (PAVELA, 2015). Os
metabdlitos secundarios sdo compostos naturais que exercem diversas funcdes
na planta e possuem propriedades bioativas num amplo espectro de acdo contra
patdgenos clinicos e alimentares (RODRIGUES; CARVALHO; WIEST, 2011;
CARVALHO et al., 2016).

O conjunto dos compostos bioativos dos 6leos essenciais demonstram ter
maior atividade antibacteriana do que seus componentes majoritarios, sugerindo
gue 0s componentes minoritarios sao criticos para a atividade sinérgica, embora
também tenham sido observados efeitos antagonicos e aditivos (BASSOLE;
JULIANI, 2012). A diversidade de compostos permite a existéncia de diferentes
mecanismos de acao, possibilitando o uso como um agente bacteriostatico e/ou
bactericida, e ainda dificultando a adaptagéo do microrganismo (RODRIGUES;
CARVALHO; WIEST, 2011; CARVALHO et al., 2016).

Em sua maioria, o desenvolvimento de conservantes naturais permitiria a
obtencdo de produtos com baixa toxicidade, acédo eficaz, poucos efeitos
colaterais, além do melhor custo/beneficio, quando comparados com os
antimicrobianos sintéticos (BOXALL et al., 2006; ANAND et al., 2019). Com isso,
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o objetivo do presente trabalho realizar a caracterizacdo quimica dos o6leos
essenciais, obtidos a partir de plantas condimentares usuais, e avaliar o efeito
na inibicdo de bactérias e biofilmes de cepas padrdo e cepa clinica de

importantes patdogenos alimentares.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1Resisténcia bacteriana

2.1.1 Daerade euro aerapoés-antibidtica

A histéria da humanidade poderia ser dividida entre a vida antes e depois
do surgimento dos antibiéticos. Seguindo uma linha do tempo, durante o periodo
da Primeira Guerra Mundial, cerca de 75% das mortes registradas foram
causadas por doencas infecciosas (GOTTFRIED, 2005; LUEPKE et al., 2017).
Alguns anos depois, a descoberta de Alexander Fleming iria revolucionar a
medicina, apds o primeiro registo da atividade antibacteriana de uma substancia
isolada do fungo do género Penicillium, a Penicilina (BROWN; WRIGHT, 1964;
WRIGHT, 2017).

Historicamente, as doencas infecciosas causam milhares de mortes todos
os anos. Em 1930, cerca de 22% do total de mortes registradas nos Estados
Unidos, foram em decorréncia de doencas bacterianas, sobretudo por
tuberculose e pneumonia, que atualmente sdo totalmente trataveis
(GOTTFRIED, 2005; LUEPKE et al., 2017). Em 1935, outra classe importante de
antibioticos foi descoberta: a atividade antibacteriana das sulfas era oficializada,
apos observacdo do efeito em ratos e estudos realizados em pacientes com
erisipela e outras infeccbes (BORGES et al., 2005).

Por definicdo, os antibiéticos sdo farmacos de baixa massa molecular,
com diferentes fungdes e estruturas quimicas (DUIJKEREN et al., 2018). Sdo
substancias derivadas de microrganismos (bactérias, fungos e actinomicetos)
que inibem o crescimento de outros microrganismos, podendo combater
infec¢des. Os antibidticos sdo, portanto, uma classe pertencente aos dentro-dos
farmacos antimicrobianos que de modo mais amplo, consistem em substancias
naturais (antibioticos), sintéticas (quimioterapicos) ou semi-sintetico, que agem
sobre microrganismos, inibindo o seu crescimento ou causando a sua destruicéo
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Com a aplicagdo dos antimicrobianos nos sistemas de saude em larga
escala, houve o aumento na expectativa de vida e erradicacdo de algumas
doencas, proporcionando beneficios sociais e econdmicos. Entre os anos de
1940 e 1980, a rapida expanséo no desenvolvimento de antimicrobianos fez com
gque quase todas as classes de antibibticos disponiveis hoje na clinica fossem

descobertas. Este periodo compreende a “Era de Ouro” dos antibidticos,
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caracterizada pela explosdo de pesquisas para a descoberta de novas
substancias com atividade antimicrobiana (GWYNNE, 1958; LUEPKE et al.,
2017).

As cefalosporinas foram descobertas em 1948, e os aminoglicosideos,
tetraciclinas, macrolideos e quinolonas foram identificados e desenvolvidas em
1960 (GWYNNE, 1958; LUEPKE et al.,, 2017). Todos estes antimicrobianos
apresentam em comum a atividade antibacteriana letal ou inibitéria, em meio ao
complexo bioquimico do corpo humano (CONSTANT; CONSTANT, 2015)

(Quadro 1).

Quadro 1. Principais classes de antimicrobianos utilizados, seus espectros de acéo,

mecanismos de acao e estrutura quimica.

Actinomyces e
Bacteriodes

paralisando a
sintese proteica
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o Espectro de acdo ~ Estrutura quimica
Antibiético acao
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aerodbias e ng.a-se a
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. . anaerodbias, .
Lincosamidas -~ do ribossomo,
Clostridium,

P. Aeruginosa,

vancomicina,
oxacilina,
meticilina,
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pneumoniae
multiressitente

E. coli, Shigella, v
Salmonella, Vibrio, Desarranjo da oal _
Polimixinas Haemophilus, membrana por , N
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Enterobacter e T 7(\) IS
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S. aureus,
S. epidermidis,
C. diptheriae,
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Peptostreptococcus parece celular, i [
*Novos altera a i el
Glicopeptideos Glicopeptideos: permeabilidade
estafilococos e da membrana, il
enterococos pode inibir a ‘
resistentes a sintese de RNA b
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8]
Hy #CHy
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—— O
CHy
Todos os cocos e
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espiroquetas e
actinomicetos.
; OH
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) Atua sobre a
Estafilococos ;
. . enzima DNA-
(porém existe irase e
aumento da 9 X
. P topoisomerase 1V,
Quinolonas resisténcia de
que controlam o
MRSA), NH o
i processo de
S. pneumoniae e T
X replicacéo
P. aeruginosa i
cromossdmica
Cocos Gram-
positivos aerébios,
Corynebacteruim, Inibe a sintese
Listeria, proteica, atuando NN \_
Oxazolidinonas Clostridium spp., na subunidade 7\ N o
Peptostreptococcus | 50S do ribossomo
spp. e
Mycobacterium
tuberculosis
Cocos Gram-
positivos e Gram-
negativos, Inibe a sintese de
H. influenzae, cofatores da . O\\S//O
Sulfonamidas H. ducrey, S. typhi, sintese de ? "NH,
Vibrio cholerae, timidinas, purtinas
Salmonelas e DNA bacteriano
enteropatogénicas
e brucela

Adaptado: Constant & Constant, 2015.

No entanto, a partir de 1980 o desenvolvimento e producdo de novos
antimicrobianos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) apresentou
um grande declinio (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Apenas duas
novas classes de antimicrobianos foram descobertas nos ultimos 20 anos, e este
decréscimo estava acompanhando do aumento nos casos de resisténcia
bacteriana em todo o mundo. Isto indica que estamos dando inicio a chamada
era poés-antibidtica, ja prevista por Fleming em 1945 (BROWN; WRIGHT, 2016;
WHIGHT, 2017).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é descrita em termos de
caracteristicas fenotipicas (por exemplo, padrdes de crescimento) e/ou
genotipicas (por exemplo, presenca e/ou expressdo de genes) das bactérias
(DAVISON; WOOLHOUSE; LOW, 2000). A resisténcia faz parte de um processo
natural das bactérias, podendo ser explicada por diversos mecanismos, estando
regida pelo principio da evolucéo e adaptacdo genética (MAGALHAES, 2007;
SAMPAIO; SANCHO; LAGO, 2018). A resisténcia bacteriana pode ser
classificada de acordo com a origem (resisténcia intrinseca versus resisténcia
adquirida) ou tipo (resisténcia Unica, mdaltipla ou cruzada) (PRESCOTT;
BAGGOTT, 2000; DAVISON; WOOLHOUSE; LOW, 2000).
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Contudo, a velocidade em que a resisténcia se desenvolve, acaba por
colocar em desuso alguns antimicrobianos comumente utilizados (FARINA,
2016; ACOSTA; VARGAS, 2018). O emprego desnecessério de antimicrobianos
acontece em mais de 50% dos casos registrados (WHO, 2012; SAMPAIO;
SANCHO; LAGO, 2018). Além do uso indiscriminado de antimicrobianos, a falta
de programas para prevencgao, controle de infec¢des, auséncia de vigilancia e
regulacdo do uso de antimicrobianos, contribuem para acelerar o
desenvolvimento da resisténcia (FARINA, 2016; ACOSTA; VARGAS, 2018).

A incerteza no diagndstico entre infec¢des bacterianas e virais, auséncia
de exames diagndsticos e o0 uso de antibiéticos de amplo espectro, contribuem
para o desenvolvimento de resisténcia e falha do tratamento (FRANCO et al.,
2015). Mas antes da aplicacdo na clinica, os antimicrobianos ja eram
empregados de forma extensiva na pecuaria e agricultura (SCHWARZ; NOBLE,
1999; DUIJKEREN et al., 2018). No qual, as primeiras falhas terapéuticas da
penicilina foram identificadas apds trés anos da sua liberacdo para uso comercial
(ACOSTA; VARGAS, 2018).

Como consequéncia, a resisténcia bacteriana se tornou um problema de
salude publica a nivel mundial, atribuindo-se cerca de 700.000 de 6bitos, com
estimativas de 10 milhées de mortes por ano até 2050 (ALLCOCK et al., 2017;
ANGLES, 2018). Apesar disso, os antimicrobianos sdo parte essencial da
medicina moderna, atuando no tratamento e prevencao de infeccdes graves,
principalmente para pacientes transplantados, durante o tratamento do cancer e
acometidos de doengas cronicas (VENTOLA, 2015).

2.1.2 Mecanismos de Resisténcia Bacteriana

Os primeiros antimicrobianos produzidos comercialmente utilizavam
produtos resultantes das vias metabdlicas de fungos (Pleurotus, Cephalosporium
e Penicillium) e bactérias do solo (Bacillus e Streptomyces). Com a elucidacéo
estrutural dos compostos quimicos, foi possivel a producédo de antimicrobianos
em grande escala, redugdo nos custos de producédo e modificacdo de grupos
quimicos, viabilizando a alteracdo das propriedades farmacologicas
(DUIJKEREN et al., 2018).

A acdo antibacteriana dos antimicrobianos é fundamentada na
regulacdol/inibicdo da producdo de proteinas, enzimas, parede celular,

membrana celular e na sintese/reparacao dos acidos nucléicos (KOHANSKI et
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al.,, 2010; KHAMENEH et al., 2016). Esses farmacos podem interferir no
crescimento bacteriano ou provocar a morte celular, os chamados efeito
bacteriostatico e bactericida, respectivamente (SCHWARZ; CHASLUS-
DANCLA, 2001; DUIJKEREN et al., 2018).

Com excecdo daqueles que possuem como alvos a membrana
citoplasmatica e a parede celular, é necessério que o antimicrobiano penetre na
célula para exercer acdo antibacteriana. Em resposta, algumas bactérias
impermeabilizam a membrana, impedindo a entrada de Tetraciclinas,
Clorafenicol e Aminoglicosideos. Os B-lactamicos por sua vez, possuem
mecanismo semelhante, mas seu alvo é a nivel de parede celular, ligando-se
aos receptores PBP’s (penicillin binding proteins) presentes na membrana, que
sdo imprescindiveis para a formacdo da parede celular (CONSTANT;
CONSTANT, 2015).

A existéncia de mecanismos de resisténcia capazes de
neutralizar/destruir antibacterianos, sao relatados desde 1940. Naquele
momento, cepas de Staphylococcus sp. comecaram a produzir a enzima
penicilase, que hidrolisava o anel B-lactamico da Penicilina, inativando o
antibiotico (MELRO et al., 2019). Compreender os mecanismos de resisténcia
bacteriana auxilia na busca por métodos de combate mais adequados para as
infecgbes (KOHANSKI et al.,, 2010; KHAMENEH et al., 2016). A resisténcia
ocorre por vias diferentes, em que um mesmo gene/mecanismo de resisténcia
pode se limitar a um Unico grupo de bactérias ou ser identificado em espécies
bacterianas diferentes (DUIJKEREN et al., 2018).

Este mecanismo de resisténcia estd presente frente aos antibibticos
cefalosporinas, carbapenemas e, principalmente, para os aminoglicosideos
(MELRO et al., 2019). Além da ocorréncia de resisténcia por meios enzimaticos
e inativacdo de antibidticos, os principais mecanismos estédo relacionados a
alteracdo da permeabilidade, modificacéo do sitio de acdo, bombas de efluxo e
formacao de biofilme (COSTA; JUNIOR, 2017). Devido ao desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia, as linhagens de células filhas das bactérias séo
favorecidas, por haver um menor custo energético de adequacéao, resisténcia
ilimitada e aumento a viruléncia. Além disso, a evolucdo possibilitou a
transmissdo de genes de resisténcia entre espécies diferentes, através dos
elementos genéticos transmissiveis (plasmideos, integrons e transposons)
(PARTRIDGE et al., 2018).
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Esses elementos carregam multiplos genes, que conferem resisténcia a
diferentes classes de antibidticos (GARCILLAN-BARCIA; DE LA CRUZ, 2013;
PARTRIDGE et al., 2018). Espécies multidroga resistente aos antibiéticos (MDR)
estdo envolvidas nos casos que causam maiores preocupacdes em instituicoes
de saude. Alguns dos organismos MDR mais problematicos sdo os bacilos
Gram-negativos do género Pseudomonas, Acinetobacter, Escherichia,
Klebsiella, Providencia, Proteus e Morganella (LEVIN et al., 1995; MILLER et al.,
2005; KHAMENEH et al., 2016). Os Cocos Gram-positivos, geralmente S.
aureus, se comportam como comensal/patdgeno oportunistas também sé&o
importantes organismos MDR (SANDEL; MCKILLIP, 2004; CITRON et al., 2007).

2.1.2.1 Biofilmes

Mesmo que a definicdo exata do que seja um biofilme ndo seja um
consenso, 0os mesmos podem ser definidos como formas de existéncia
microbiana espacial e metabolicamente estruturadas em comunidades
embebidas nas matrizes de substancias poliméricas extracelulares e aderidas a
superficies bidticas ou abidticas (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007). Para as
bactérias que se encontram associados a biofilmes, a resisténcia adquirida pela
transferéncia horizontal de genes ocorre de maneira facilitada. Cria-se um
ambiente ideal para a troca de genes no interior da matriz de exopolissacarideos
(EPS), meio pelo qual os biofilmes conseguem propagar plasmideos e circulos
de DNA extracromossomico (MC DERMOTT; WALKER; WHITE, 2003;
HARBOTTLE et al., 2006).

Elementos genéticos liberados no interior da matriz, podem codificar
genes resisténcia para diferentes classes de antimicrobianos (HARBOTTLE et
al., 2006). Por consequéncia, temos o aumento da diversidade genética dos
organismos que constituem os biofilmes, dificultando o tratamento e o controle
(DONLAN, 2002; RIBEIRO; BRANDAO:; DALMOLIN, 2021), j& que os biofiimes
se diferenciam das suas formas livres planctdnicas, tanto do ponto de vista
fenotipico como genotipico (HA; O'TOOLE, 2015; CAIXETA, et al., 2019).

Para a formacdo do biofiilme, o quorum sensing atua como fator
responsavel pela regulacdo da expressado génica para a adesdo, maturacao e
dispersdo (CORREA, 2017). O sistema do quorum sensing refere-se ao fenémeno
pelo qual o acimulo de moléculas de "sinalizacdo" no ambiente circundante

permite que uma unica célula detecte o numero de bactérias (densidade celular),
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de modo que a populacdo como um todo possa dar uma resposta coordenada
(DIGGLE; CRUSZ; CAMARAM, 2007)

Primeiro, o biofilme precisa se aderir em uma superficie (processo
reversivel) natural (ex. pele e alimentos) ou artificial (ex. superficies metalicas)
(PERCIVAL et al., 2011). A adesdo nao € um processo aleatorio, ja que 0s
microrganismos se aderem de acordo com o tropismo para determinadas
superficies. Isto explica, ecologicamente, por que uma espécie microbiana pode
ser patogénica para o homem e ndo para outros animais (LORENZO, 2004;
ALBUQUERQUE et al., 2010).

Apés a adesdo, ocorre o processo de multiplicacdo e deposicdo de
camadas de células envoltas pelo EPS (processo irreversivel) (PRAKASH;
VEEREGOWDA; KRISHNAPPA 2003). E formada uma comunidade microbiana
mais resistente a forcas fisicas, alteracfes de pH e temperatura, que sobrevive
a baixas concentracbes de nutrientes, presenca de radicais oxigenados,
radiacdo UV e dessecacéo (Figura 1). Essa comunidade pode integrar bactérias
de uma mesma espécie ou de espécies diferentes (GACA; LEMOS, 2019). A
capacidade de reduzir a propria taxa de crescimento, vivendo em fase
estacionaria, € um método eficiente contra acao de antibiéticos dependentes da
multiplicagdo bacteriana, como os B-lactamicos. Além disso a producdo de
enzimas, como as (- lactamases, permite que os biofilmes consigam inativar
antimicrobianos (LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 2014; NAVEED et al., 2020).

Figura 1. Esquema do modelo dos estagios de desenvolvimento do biofilme
bacteriano (1) Adesao reversivel; (2) Adesao irreversivel; (3) Inicio do processo
de maturacgao do biofilme; (4) Biofilme totalmente maduro com arquitetura
complexa; (5) Rompimento
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A baixa difusé@o através da matriz de ESP protege a bactéria da acdo de
antimicrobianos, produtos sanitizantes e células fagocitarias da resposta imune.
Por ndo conseguirem passar a matriz de EPS, os antimicrobianos néo tém
acesso as células aderidas a superficie, tornando as células sésseis cerca de
100 vezes mais resistente em relagdo as células planctnicas. Essa protecéo
possibilita a colonizagcdo e estabelecimento de biofiimes que, uma vez
instaurados, sdo de dificil tratamento (ACHINAS; CHARALAMPOGIANNIS;
EUVERINK, 2019; GOEL et al., 2021).

A inibicdo dos antibacterianos é provocada também pelas diferencas de
pH dentro da matriz. O acumulo de detritos metabdlicos acidicos nos biofilmes
alteram a quantidade de porinas, diminuindo a permeabilidade aos
antimicrobianos. O acumulo dessas moléculas pode ainda produzir gradientes
de concentracdo, fornecendo protecdo as células bacterianas subjacentes
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). A matriz é carregada negativamente,
conseguindo inativar ou dificultar a integracdo de antibidticos carregados
positivamente, como o0s aminoglicosideos, dificultando a integracdo nas
camadas mais profundas do biofilme (LEBEAUX; GHIGO; BELOIN, 2014;
NAVEED et al., 2020).

A formacdo do biofilme promove vantagens para a comunidade
bacteriana, provocando o aumento da resisténcia e viruléncia. Bactérias em
biofilmes causam grande preocupacdo em relacdo a seguranca dos alimentos.

Os biofilmes conseguem colonizar diferentes ambientes industriais,
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comprometendo qualidade dos alimentos. Fatores associados a presenca dos
biofilmes implicam na mudanca da degradacdo e geracdo de substratos,
gerando desvantagens como competicdo por nutrientes e acimulo de produtos
toxicos excretados pelo metabolismo celular (RENDUELES; GHIGO, 2012).
Além do mais, a persisténcia de microrganismos patogénicos é
responsavel por contaminacdes cruzadas em produtos alimenticios (MIAO et al.,
2017; CARVALHO et al., 2019). A remocé&o de biofilmes é um processo dificil,
além do fato dos biofilmes responderem por mais de 80% dos casos de infec¢des
bacterianas, o0 que requer a busca constante de alternativas para solucionar este
problema (SANCHEZ et al., 2013). E com o aumento da tolerancia aos
sanitizantes comuns, estudos buscam por novos agentes capazes de inibir e

prevenir a formacéao de biofiimes (ROSSI et al., 2020).

2.1.3 Doencas transmitidas por alimentos

Os alimentos sdo importantes veiculos para a transmissdo de bactérias
resistentes aos antimicrobianos, provocando infeccbes de dificil tratamento
(HARTANTYO et al.,, 2020). Isso se torna um problema grave quando
relacionada as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs). As DTAs sédo
conhecidas por sindromes associadas a ingestdo de alimentos contaminados
por substancias de origem quimica (ex. pesticidas) ou bioldgica (microrganismos
patogénicos). No Brasil, as bactérias estdo envolvidas em mais 84% dos casos
notificados, o que pode ser agravado caso a bactéria envolvida seja resistente a
antimicrobianos (SIRTOLI & COMARELLA, 2018).

Contaminacdes provocadas por microrganismos causam alteracoes
significativas nas propriedades organolépticas dos alimentos. Todo alimento
contém atividade bioldgica, e como isso, possuem a tendéncia de degradar-se
por vias metabdlicas e enzimaticas (ROWLAND et al, 2018). Porém,
contaminagdes microbianas podem acelerar esses processos, levando a perda
de qualidade e reducdo da vida de prateleira (SOUSA, 2008). Agentes
bacterianos patogénicos, oferecem grande risco a saude humana, visto que
estdo constantemente associados a surtos alimentares e mortes. Anualmente,
cerca de 30% da populacdo mundial sofre com doencas de origem alimentar
provocadas por bactérias patogénicas (WHO, 2007).

Para Sirtoli & Comarella (2018), com a diversidade de agentes

bacterianos envolvidos, os casos de infecgbes ou intoxicagbes podem se
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apresentar de forma crbnica ou aguda. Esses agentes geralmente estao
presentes em surtos ou de casos isolados, com distribuigcdo localizada ou
disseminada e com formas clinicas diversas. Para ser classificada como uma
epidemia, a DTA precisa ser registrada em duas ou mais pessoas, com a mesma
enfermidade, apos a ingestdo de um mesmo alimento ou agua, e com a
confirmacéo das analises epidemiolégicas (KLEIN; BISOGNIN; FIGUEIREDO,
2017).

Os casos de DTAs estao cada vez mais crescentes, sendo um assunto de
interesse e de conscientizacdo dos consumidores e empresas alimenticias
(SOUSA, 2008). Em sua maioria, 0s casos que envolvem infecgbes provocadas
por bactérias e suas toxinas, se desenvolvem a partir da manipulagédo
inadequada dos alimentos, falta de higienizacdo do ambiente/equipamento ou
pelo transporte através dos vetores (BRASIL, 2014). E estima-se que em 70,3%
dos casos registrados, ndo apresentam identificacdo do agente bacteriano
envolvido (SIRTOLI & COMARELLA, 2018).

Poucos estados e municipios brasileiros possuem dados sobre os
agentes causadores de DTAs mais comuns, alimentos mais frequentemente
envolvidos e os fatores contribuintes (VAN AMSON, 2006). A maioria dos casos
de DTAs néo sao notificados, em parte por que muitos dos patégenos presentes
nos alimentos causam sintomas brandos, levando a vitima a nao buscar ajuda
meédica (SIRTOLI; COMARELLA; 2018). Mas as subnotificacbes também sao
causadas pela escassez de dados confiaveis sobre os casos de infeccao
bacteriana, o dificil acesso da populacdo a consultas médicas e a
automedicacdo, que é uma pratica comum, devido a facilidade na obtencédo de
de medicamentos sem prescricdo. Em paises subdesenvolvidos, incluindo o
Brasil, poucas politicas publicas atuam na obtencédo e processamento desses
dados (FARIAS et al., 2016).

A presenca de biofilmes multirresistente a sanitizantes e aos
antimicrobianos é comum em ambientes hospitalares, alimentos e industrias
(SANCHEZ et al.,, 2013). Microrganismos associados a biofilmes exibem
mecanismos de resisténcia importantes relacionados a sua fisiologia. Uma vez
instalados, os biofilmes microbianos podem néo ser completamente removidos
das superficies e instalagbes que entram em contato com os alimentos, e a
retencdo e acumulo de residuos e microrganismos em tais ambientes contribuem

para o desenvolvimento de biofilmes (ROSSI et al., 2020).
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Dentre os microrganismos que podem participar de processos de adesao
e gerar problemas de salude publica ou de ordem econbémica, ressalta-se:
Enterococcus faecium, P. aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes, Salmonella Typhimurium, E. coli, S. aureus, Bacillus cereus e
K. pneumoniae (ORAZI; O'TOOLE, 2019). Na Europa, estas bactérias foram
responsaveis por cerca de 356.000 casos confirmados de infeccdo ou
intoxicacdo em 2018, no qual, todos esses patdgenos sao conhecidos por
produzir biofilmes (EFSA, 2019).

O controle de biofilmes microbianos é de grande importancia para a
industria de alimentos e, diante do desenvolvimento da resisténcia aos agentes
antimicrobianos, novas alternativas sdo necessérias. Dentre as estratégias, 0s
Oleos essenciais (OE) tém grande potencial para aplicacdo na inddstria de
alimentos. Os metabdlitos secundarios produzidos por plantas aromaticas
exercem atividade antimicrobiana variavel, dependendo da composi¢éo quimica.
E com a crescente demanda por alternativas aos produtos quimicos sintéticos
convencionais e os problemas relacionados aos seus residuos toxicos, existe o

interesse por alternativas naturais e verdes (ROSSI et al., 2020)

2.2 Plantas e Seus Compostos Bioativos
2.2.1 Histoérico do uso

InvestigacBes sobre as propriedades terapéuticas das plantas esta
presente desde o inicio das civilizacbes (ASTOLFI FILHO; SILVA; BIGI, 2015).
Registros histéricos mostram que por volta de 60 mil anos atras, as civilizacdes
mais primitivas utilizavam plantas no tratamento de enfermidades,
estabelecendo-se como o primeiro método medicinal (SHANIDAR, 1975;
CARDOSO et al., 2019). Bortoluzzi, Schmitt & Mazur (2020) descrevem que, 0
processo de selecdo das plantas medicinais esta relacionado com o processo de
selecdo das plantas comestiveis. Mesmo ocorrendo de modo empirico, a
selecdo ocorria apos a planta conseguir combater determinada enfermidade com
a ingestao.

Antigas civilizagdes da China, india e Egito, relatavam os efeitos das
plantas medicinais envolvidas em cultos e religides. Registrava-se em extensos
catalogos as espécies vegetais como atividade farmacoldgica efetiva (ANG-LEE;
MOSS; YUAN, 2001; CARDOSO et al., 2019). Na Europa, a medicina praticada

tinha abordagem racional com base em verificagcbes, diagnosticos e
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formulacdes, produzidas a partir de extensos estudos cientificos, sendo passivel
de comprovacao cientifica (FREITAS, 2012; FREITAS; AZEVEDO; BISERRA,
2014). Quando os europeus chegaram ao Brasil, se depararam com povos que
possuiam praticas medicinais Unicas. Os nativos faziam uso das plantas
encontradas na regido e sempre envolviam fatores biologicos, espirituais e
transcendentais durante o tratamento (CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

No século XIX, a alquimia era substituida pela quimica experimental,
permitindo a sintese em laboratério de diversos compostos organicos, inclusive
compostos originados de plantas (SCHENKEL; GOSMAN; PETROVICK, 2000;
FIRMO et al., 2011). Entretanto, apds a revolucao industrial a medicina priorizava
0 uso dos medicamentos sintéticos. O desenvolvimento tecnolégico permitiu a
producdo em grande escala de drogas sintéticas, mesmo que derivados mais
puros e concentrados das plantas tenham se tornando disponiveis (BRATMAN,
1998; SIMOES; SCHENKEL; SIMON, 2001; FIRMO et al., 2011). Métodos
terapéuticos baseados na fitoterapia e utilizados durante séculos, acabaram se
tornando ultrapassados e/ou inadequados, sendo adaptadas ou substituidas
pela medicina convencional (NANYINGI et al., 2008).

Mas no século XX, crises econbmicas explodiram nos paises
subdesenvolvidos, provocando altos indices de pobreza e dificuldade no acesso
aos medicamentos, fazendo com que houvesse a retomada do uso das plantas
(HERSCH-MARTINEZ, 1995; SOUZA; FELFILI, 2006; FIRMO et al., 2011).
Mesmo com varias plantas sendo citadas devido ao efeito medicinal, poucas
destas realmente possuiam efichcia comprovada na época (OLIVEIRA,;
ARAUJO, 2007; FIRMO et al., 2011). Necessitou-se que a ciéncia atuasse na
validacdo das possiveis propriedades farmacolégicas, através de testes pré-
clinicos e clinicos, que buscassem identificar os constituintes bioativos
envolvidos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

No ano de 1972, a valorizacdo das plantas medicinais e fitoterapicos
comecaram a ser discutidas em conferéncias internacionais, proporcionando
novos rumos a fitoterapia (RIBEIRO, 2019). Dados divulgados pela OMS ao final
da década de 1980, revelaram que 80% da populacdo mundial, em especial dos
paises tropicais e subdesenvolvidos, faziam uso de recursos naturais para o
tratamento de patologias. Em sua maioria, utilizavam plantas em chas,
decoccobes, lambedores, infusbes, entre outros (SOUZA; RODRIGUES, 2016).
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No Brasil, tudo se iniciou com os movimentos em prol da Reforma Sanitaria, no
final da década 1970 (SAAD; LIMA, 2010; CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

O uso de plantas com ac¢do medicinal, por muitas vezes é a Unica
alternativa terapéutica para populacdes mais vulneraveis. Os movimentos
buscavam a democratizacéo e a abrangéncia para saude basica, permitindo que
praticas tradicionais fossem integradas a medicina. Com isso, os 0rgaos
comecaram a apoiar politicas publicas nacionais voltadas para o uso de terapias
complementares. As medidas adotadas comecaram a abrir caminhos para que
estudos cientificos fossem desenvolvidos, com o objetivo de garantir a
seguranca, eficicia e qualidade dos insumos utilizados (SAAD; LIMA, 2010;
CASTRO; CASTRO; FIGUEIREDO, 2019).

O governo brasileiro criou programas com o intuido de incentivar a
fitoterapia, adotando técnicas integrativas dentro do sistema oficial de saude
(RIBEIRO et al., 2019). Com a cria¢éo do Sistema Unico de Satde (SUS) e a
Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares da Saulde
(PNPICS), estabeleceu-se a associacao entre as préaticas da medicina tradicional
e medicina alternativa (CASTRO; FIGUEIREDO, 2019). O uso das chamadas
“drogas vegetais” era regulamentado dentro do SUS através do uso de folhas,
cascas, raizes ou flores, como alternativas terapéuticas (FLOR; BARBOSA,
2015; FERNANDES et al., 2019).

A fitoterapia se tornou alvo de interesse popular e institucional,
proporcionando novos rumos dentro da saude publica, estabelecendo o Brasil
como uma referéncia mundial (CASTRO; FIGUEIREDO, 2019). Por possuir
referéncias fortes da cultura indigena, africana e europeia, muitos estudos
utilizaram a cultura fitoterapica do Brasil como base (SOUZA; RODRIGUES,
2016). O conhecimento popular de quem convive intimamente com a natureza €
essencial para a exploragcdo das potencialidades terapéuticas das plantas,
mantendo vivo a experimentacéo sistematica e constante (ELISABETSKY, 1997;
FIRMO et al., 2011). Muitas pesquisas integrativas foram realizadas para que a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovasse a producgéo de
medicamentos fitoterapicos (BOXALL et al., 2006; ANAND et al., 2019).

Para Petrovska (2012), a ciéncia tem o papel de comprovar a eficacia e a
seguranca das plantas utilizadas como medicamentos. A descoberta de
compostos medicinais derivados de plantas deve reunir evidéncias atualizadas

sobre a presenca dos compostos bioativos e a seguranca para o uso medicinal
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(BUKAR et al., 2016; CARDOSO et al., 2019). Além disso, deve criar campos
especificos para identificar as substancias bioativas, permitindo isolar novas
moléculas organicas de alta complexidade, que podem servir no tratamento de
diversas doencas (PEREIRA; CARDOSO, 2012; CUNHA et al., 2016).

2.2.2 Metabolismo vegetal e 0s compostos secundarios

Define-se “metabolismo” como conjunto dos processos quimicos que
ocorrem no interior do organismo. No caso das plantas, o0 metabolismo pode ser
dividido em metabolismo primario, que inclui todos 0s processos e compostos
essenciais para o crescimento e desenvolvimento da planta. J& o metabolismo
secundario, € caracterizado por apresentar substancias envolvidas
principalmente na adaptacdo ambiental (PEREIRA; DAS GRACAS, 2012;
SIMOES et al., 2017).

O metabolismo primério é semelhante para plantas, animais, humanos e
microrganismos, devido as similaridades no cédigo genético e o uso de ATP para
armazenar e transferir energia. Existem, ainda, a presenca de processos
metabdlicos similares e a capacidade de armazenamento de substancias
essenciais, como gorduras, carboidratos e proteinas. A partir da fotossintese,
respiracdo, absorcao e assimilacao de agua e nutrientes, as plantas conseguem
produzir macromoléculas essenciais para a sobrevivéncia, como proteinas e
polissacarideos, lipidios, &cidos nucleicos e clorofila. Essas substancias
desempenham funcdo estrutural, plastica e de armazenamento de energia
(KIRKBY; ROMHELD, 2007; GROENIGEN et al., 2015).

Os metabdlitos primarios sdo os grandes precursores dos metabolitos
secundarios. Alguns aminoacidos produzidos no metabolismo primario séo
identificados nas estruturas de alcaloides e acidos acéticos, incorporados
durante a producéo de terpenos e policetideos. Mesmo que por muitas vezes 0s
metabdlitos secundarios sejam referidos como subprodutos, estes compostos
possuem alta especificidade. Evidéncias apontam grande importancia no
processo evolutivo das plantas, atuando na interacdo com outros organismos e
o ambiente (RASKIN et al., 2002; BORGES; AMORIN, 2020).

Para a planta, as principais fungbes atribuidas aos metabdlitos
secundérios sdo a atuacao na protecao contra herbicidas, radiacdo UV, estresse
hidrico e alelopatia. De forma pratica, eles reutilizam a energia e moléculas

produzidas durante reacdes anabolicas e catabdlicas da célula no metabolismo
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primario. Sdo gerados compostos quimicamente heterogéneos com atividade
biolégica, responsaveis por atrair polinizadores, atuar na sinalizacdo
intraespecifica,dentre outras funcdes (CARDOSO et al., 2019).

Os metabdlitos secundarios sdo chamados de principios ativos vegetais,
e sao encontrados em diversos produtos e usados em terapias. Podem ser
comuns a algumas plantas ou exclusivos para uma determinada familia, género
ou espécie (CHEN et al., 2011). Frequentemente, sdo utilizados para
caracterizacdo de um grupo de plantas, de modo que os produtos do
metabolismo secundario sofrem a influéncia direta da adaptacdo da planta aos
fatores bidticos e abibticos do ambiente (GLOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Com a impossibilidade de locomocéo, as plantas desenvolveram formas
para se adaptarem, sem correr o risco de comprometer suas células ou os seus
processos fisioldgicos primarios. Por isso, os metabdlitos secundarios sofrem
influéncia direta das variacbes de luz, temperatura, solo e agua (ISAH, 2019,
BORGES; AMORIN, 2020). As vias metabdlicas possuem importante papel na
identificagdo das diferentes classes dos metabdlitos secundéarios. Seu
funcionamento é multidirecional, na qual uma unica rota metabdlica pode ser
utilizada de formas diferentes (Figura 2), e substancias podem ser resultado da
combinacgao de duas vias diferentes (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Figura 2. Relacdes biossintéticas entre 0 metabolismo primario e o
metabolismo secundario das plantas.
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A presenca das vias intermediarias esté estritamente ligada a diversidade
dos compostos secundarios (CHEN et al., 2011). A partir de estudos fitoquimicos
realizados até o presente momento, identificou-se a existéncia de mais de
100.000 mil metabdlitos. Deste modo, ao logo dos anos, os metabdlitos
secundarios foram organizados de acordo com as suas estruturas quimicas.
Como principais classes, sao citados 0s compostos terpenos/terpenoides
fendlicos/fendis e os compostos nitrogenados (BARTWAL et al., 2013; CUNHA
et al., 2016).

Os terpenoides sédo a classe mais variada de metabdlitos, possuindo
cerca de 55.000 terpenoides ja identificados, distribuidos de forma ampla no
reino vegetal. Esta classe é formada a partir da fusédo de unidades isoprénicas
de cinco carbonos (C5). A classificacdo é realizada pela quantidade de unidades
C5, podendo ser monoterpenos (duas unidades C), sesquiterpenos (trés

unidades C5), diterpenos (quatro unidades C5), triterpenos (seis unidades C5),
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tetraterpenos (oito unidades C5) e os politerpenoides (mais de oito unidades C5)
(TAIZ; ZEIGER, 2009; SOUSA; SOUSA, 2017).

Os monterpenos e sesquiterpenoides sdo compostos volateis e com baixa
massa molecular, muitas vezes citados como 0s compostos mais importantes do
grupo dos terpenos. Os monoterpenos possuem diversas funcionalidades, como
a atracdo de polinizadores e repeléncia de insetos, além das aplicacbes na
industria. Os sesquiterpenos por sua vez, podem atuar como fitoalexinas,
possuindo acdo antimicrobiana e propriedades no combate a herbivoria. Uma
caracteristica importante, € que 0s sesquiterpenos sao produzidos
imediatamente apos a planta ser infectada por bactérias ou fungos (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010).

Para o grupo dos fendis, quase todas as substancias sao derivadas da L-
fenilalanina (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). Apenas sdo chamados de
compostos fenodlicos aqueles que possuem pelo menos um anel aromatico, em
que o tipo e o numero de anéis fendlicos sédo utilizados para a classificagdo como
flavonoides ou nao flavonoides. Seus compostos sdo responsaveis pela defesa
contra insetos e microrganismos fitopatogénicos, protecdo UV, atracdo de
polinizadores, além de conferir sabor, odor e coloracdo para varias plantas
(FARAH; DONANGELO, 2006; SILVA et al., 2013; SOUSA; SOUSA, 2017).

Estando presentes em 20% das plantas vasculares, o grupo dos
compostos nitrogenados sao divididos em alcaloides, glicosideos, cianogénicos
e glucosinolatos (TAIZ; ZEIGER, 2009; SOUSA; SOUSA, 2017). Apresentam
solubilidade em agua e sdo compostos majoritariamente heretociclicos, com pelo
menos um atomo de nitrogénio na estrutura. As atividades biol6gicas estédo
envolvidas na defesa da planta contra herbivoros, apresentando também
propriedades toxicas e alucindgenas (GARCIA; CARRIL, 2011).

A elevada importancia comercial dessas moléculas desperta o interesse
das industrias agronémicas, alimenticias e farmacéuticas para a caracterizacéo
qguimica (OOTANI et al.,, 2013). Devido a grande diversidade estrutural, os
metabdlitos secundarios constituem-se com uma importante fonte para a
descoberta e desenvolvimento de novos produtos (SAKLANI; KUTTY, 2008;
LIMA et al., 2018). Seus compostos séo fontes promissoras para o isolamento
de novas moléculas, diante da utilidade e diversidade dos seus compostos
bioativos (OOTANI et al., 2013).
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Os estudos com os Oleos essenciais se destacam, proporcionando
beneficios Unicos e ilimitadas possibilidades de aplicacdo. Os Oleos séo
utiizados extensamente na aromaterapia, culinaria e higiene pessoal
(DOMINGOS; BRAGA, 2014). Contudo, a utilizacdo dos 6leos essenciais nao se
limita apenas em promover o bem-estar mental, fisico e emocional (BAKKALI et
al., 2008; SOUZA et al.,, 2020). Seus compostos complexos demonstram
propriedades Uteis para a saude, servido como uma alternativa complementar
ou direta, no tratamento de doencas anti-inflamatdrias, antiasmaticas,

ansioliticas e carcinogénicas (SOUZA et al., 2020)

2.2.3 Oleos Essenciais

Os oOleos essenciais sdo conhecidos como Oleos volateis ou etéreos,
sendo compostos lipofilicos de baixa massa molecular. Apresentam solubilidade
reduzida em agua, mas séo soluveis em solventes organicos apolares, como o
éter, cloroférmio e etanol (SANTOS et al., 2021). Estes compostos podem ser
descritos ainda como liquidos volateis a temperatura ambiente, com odor
caracteristico e colora¢do amarelada ou incolor, raramente coloridos (SIMOES
et al., 2017).

As plantas produzem os 6leos essenciais como método de protecéo
quimica e atracédo de polinizadores (PAULO et al., 2001). Funcdes ecoldgicas,
como a atuacédo na inibicdo da germinacao, protecdo contra a perda de agua e
0 aumento da temperatura, podem ser atribuidas aos 6leos. Contudo, diferencas
quanto as propriedades fisico-quimicas, composi¢cdo e aroma podem ocorrer
dentro de uma mesma espécie. Isso ocorre em resposta a sazonalidade,
condicBes de clima e solo, época de coleta e estagio de maturacdo (BAKKALI et
al., 2008; BENDAOUD et al., 2009).

Os Oleos séo substancias resultantes das principais rotas de biossintese
dos metabolitos secundarios. Podem ser constituidos por terpenos (em especial
monoterpenos e sesquiterpenos) e seus derivados oxigenados (alcoois,
aldeidos, ésteres, cetonas, fendis e Oxidos), além de cumarinas e &cidos
organicos (SIMOES; SPITZER, 2010). A biossintese e armazenamento ocorrem
em células e glandulas especializadas, localizadas dentro de diferentes 6rgaos
da planta, como por exemplo o caule, ramo, semente, fruto, raiz, casca e botdes
florais (SIMOES et al., 2017).
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A elucidacéao do perfil quimico dos 6leos essenciais € imprescindivel para
comprovar sua atividade biologica (JUNIOR; DE SOUZA; CHAVES, 2005).
Durante a extracdo, algumas questdes podem influenciar na composicao,
devendo entédo ser adotada a metodologia adequada para tipo material vegetal
e 0s metabdlitos de interesse (JARDINI; MANCINI, 2007; COSTA; HOSCHEID,
2018). Para isso, os métodos empregados, a quantidade material vegetal de
interesse e o solvente extrator devem ser adequados para cada planta (JUNIOR;
DE SOUZA; CHAVES, 2005).

Apoés a extracdo do 6leo de interesse, a proxima etapa refere-se aos
métodos de elucidagdo estrutural e caracterizagdo dos seus constituintes. Para
esse fim, as técnicas de cromatografia e espectroscopia evoluiram
paralelamente. A contribuicdo para os avancos nos estudos de produtos
naturais, possibilitou o isolamento e identificacdo de metabdlitos secundarios
(JUNIOR; DE SOUZA; CHAVES, 2005). Essas técnicas sdo empregadas em
andlises fisico-quimicas, com o0 objetivo de separar e/ou purificar misturas
complexas (NASCIMENTO et al., 2018).

Collins et al. (2010) e Oliveira & Silva (2018), descrevem que a
cromatografia € baseada na distribuicdo dos componentes da mistura em duas
fases, no qual uma fase se move através da outra. Durante a migracdo da fase
moével através da fase estacionaria, os componentes se distribuem
seletivamente, resultando em migracdes diferenciais. Com isso, € possivel tracar
o perfil quimico de 6leos essenciais pelas diferentes técnicas de cromatografia,
como a cromatografia liquida classica (CLC) com silica gel, cromatografia
gasosa (CG), cromatografia de liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia
de exclusdo molecular (CEM) e a cromatografia em camada delgada (CCD)
(SULEIMAN, 2015).

Tratando-se da espectroscopia, a técnica permite a visualizacdo das
interacbes moleculares em funcéo da frequéncia ou comprimento de onda. O
resultado de tal interacdo permite pressupor informacdes analitica na estrutura
atbmica ou molecular da matéria. As técnicas espectroscopicas sao aplicadas
de acordo com o material analisado, podendo optar pela espectrometria de
massas (EM), ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectroscopia de
ultravioleta (UV). O uso desses métodos em analises fitoquimicas contribuem
para deteccdo de compostos bioativos que sdo isolados, identificados e

quantificados, utilizando técnicas hifenadas ou acopladas, como CLAE/UV,
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CLAE/EM, CLAE/RMN e CG/EM (BANDEIRA et al., 2002; QUEIROZ;
HOSTETTMANN, 2006; SULEIMAN, 2015).

Existem mais de 3.000 substéancias ja identificadas nos 6leos essenciais,
em que uma unica planta pode apresentar de 20 a 200 compostos diferentes
(SIMOES et al., 2017). Chen et al. (2011) explicam que o principio ativo que
proporciona a agao farmacoldgica atribuida as plantas séo resultado da mistura
dessas substancias. Estes constituintes podem ser classificados conforme a sua
concentracdo na composicdo geral do Oleo, podendo ser 0s constituintes
majoritarios (20-95%), secundarios (1-20%) ou componentes-traco (abaixo de
1%) (SIMOES et al., 2017).

Bassolé & Juliani (2012) descrevem que 0S compostos presentes nos
Oleos essenciais podem ter interacdes indiferentes, aditivas, antagénicas ou
sinérgicas. O efeito indiferente refere-se a auséncia de interacdo entre 0s
compostos; por outro lado, o sinergismo é atribuido quando o efeito combinado
das substancias € maior do que a soma dos efeitos individuais. Para o efeito
aditivo, o efeito dos compostos combinados é igual & soma dos efeitos
individuais. Ja o antagonismo, € observado quando o efeito de um ou ambos os
compostos sdo menores quando sdo aplicados juntos do que quando aplicados
individualmente (NYCHAS, 1995; BURT, 2004; DELGADO et al., 2004; PEI et
al., 2009; BASSOLE; JULIANI, 2012).

As diferentes interacdes entre os metabdlitos secundarios provavelmente
€ uma estratégia adaptativa de defesa das plantas. A planta pode utilizar varias
combinacdes de compostos quimicos com uma maior eficiéncia e em
concentragbes mais baixas, ou através do acumulo de um composto defensivo
em altas concentracbes (NELSON; KURSAR, 1999; RYABUSHKINA, 2005).
Efeitos sinérgicos podem surgir pela conversao de compostos inativos em ativos
apos sua interagdo com um alvo, por uma maior disponibilidade de alvos, por
transporte facilitado ou outros mecanismos (RYABUSHKINA, 2005).

O principio da fitoterapia é baseado nos efeitos sinergéticos e antagdnicos
dos compostos bioativos. A diversidade estrutural dos compostos contribui de
forma positiva para a existéncia de diferentes mecanismos de agao. Isso pode
ser uma estratégia para alcancar maxima resposta farmacologica e reducéo da
resisténcia (TOMAS MENOR et al., 2015).

Os alcaloides, flavonoides e os terpenos sao 0s compostos mais citados

com o0s principios ativos responsaveis pelo efeito medicinal em humanos
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(BAKKALI et al., 2008). Essas classes representam compostos com ampla
diversidade estrutural, muitos dos quais possuem atividade antimicrobiana,
inseticida, antiviral, antifiingica e antiparasitaria (GARCIA; CARRIL, 2009; CHEN
et al., 2011). Durante anos, pesquisas trazem informacdes sobre as
propriedades antimicrobianas dos Oleos essenciais, mas apenas recentemente
a atividade esta sendo realmente comprovada (FERREIRA; DANTAS; CATAO,
2014). Rios & Recio (2005) relatam que, véarios estudos vém abordando sobre a
atividade antimicrobiana de extratos vegetais, Oleos essenciais e seus

compostos isolados.

2.2.3.1 Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais

O termo antibiético foi utilizado pela primeira vez em 1942 por Waksman,
nomeando compostos de origem natural ou sintética, que em pequenas
concentragbes possuiam atividade contra microrganismos (CORREA, 2004).
Para Murray et al. (2002), mesmo que existam diferentes mecanismos de acao,
todos os antimicrobianos devem apresentar propriedades comuns. A s
propriedades envolvem possuir amplo espectro de acédo, toxicidade seletiva e
mecanismo de acao especifico, atuando de forma diferente nas células-alvo,
necessitam estar presentes (MURRAY et. al., 2002).

Plantas nativas e exoticas sdo utilizadas em comunidades como
profilaticos naturais para diversas doencas, como leishmaniose, malaria,
esquistossomose, além das infeccbes fangicas e bacterianas (BUSSMANN,
2002). Pesquisas com de plantas tém crescido em nosso pais, trazendo
informacdes técnico-cientificas, associados ao fator da grande biodiversidade
nos biomas brasileiros e diversidade dos produtos secundarios produzidos
interesse (JARDINI; MANCINI, 2007; COSTA; HOSCHEID, 2018; MEOTTI et al.,
2021).

Duarte (2006) cita os terpenoides, timol, carvona, carvacrol, mentol e
muroleno, como 0s principais responsaveis pela atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais. Outros compostos que possuem acao antimicrobiana sdo 0s
taninos e flavonoides, que provavelmente conseguem inativar enzimas, formar
complexos com proteinas soluveis e com a parede celular bacteriana (NELSON
et al., 1997) (Quadro 2). Mesmo que estes compostos demonstrem atividade

guando estdo isolados, por muitas vezes 0s constituintes ativos dos 6leos
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essenciais possuem efetividade devido a acdo sinérgica de varios compostos
(MILLEZI et al., 2014).

Quadro 2. Principais classes de compostos antimicrobianos de plantas e seus possiveis
mecanismos de acéo

Compostos
organicos

Mecanismos de acéo

Estrutura quimica

Autores

Fendis simples

Inibicdo enzimética

Sa Azevedo et al., 2011
Spézia et al., 2020

Acidos fenolicos

Ruptura de membrana

Mekini¢ et al., 2014

Quinonas

Inativag&o enzimética,
ligacdo a adesinas de
superficie

Dey; Ray; Hazra, 2014

Flavonas,
Flavonoides
e Flavonois

Inativagdo enzimética,
ligacdo com proteinas
extracelulares ou com
a parede celular
bacteriana

OH

Bylka; Matlawska;
Pilewski, 2004
Coppo; Marchese, 2014

Cumarinas

Interacdo com o DNA
eucariotico

Souza; Delle Monache;
Smania 2005

Terpenoides e
6leos essenciais

Ruptura de membrana

Guimaraes et al., 2019

Alcaloides

Se intercalar na
parede celular e / ou
DNA

Cushnie; Cushnie;
Lamb, 2014
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Por conta das caracteristicas lipofilicas, presume-se que o0s O0leos
essenciais se acumulam na membrana, promovendo a perda de energia pelas
células, aumento de permeabilidade e coagulacdo do citoplasma (DUARTE,
2006). Para as bactérias, a permeabilidade da membrada citoplasmatica esta
relacionada com a sobrevivéncia. Através da membrana é possivel regular o
ATP, pH interno, potencial elétrico e a perda de metabdlitos e ions, como o
potassio e o fosfato. Com isso, 0os danos estruturais na membrana levam as
disfuncbes na barreira seletiva, local de acdo enzimatica e geracdo de energia
(BURT, 2004; QUEIROZ et al., 2014). A atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais é determinada pela menor quantidade de 6leo, que consegue inibir o
desenvolvimento microbiano (OSTROSKY et al., 2008).

Para isso, técnicas de difusdo em agar, macrodiluicdo e microdiluicéo,
investigam novos compostos com atividades farmacoldgicas. Realiza-se o
screening do potencial antimicrobiano das plantas e determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM), ou seja, concentracdo minima que um
extrato ativo de planta € capaz de inibir a proliferacdo de microrganismos. Testes
para determinar da atividade dos antimicrobianos convencionais, seguem a
metodologia padronizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
Contudo, para 6leos essenciais e extratos vegetais, as suas propriedades
guimicas nao permitem que a metodologia postulada pelo CLSI seja seguida de
forma integral, necessitando de adaptacbes (OSTROSKY et al., 2008).

Para a determinacdo da CIM de 6leos e extratos, € necessario considerar
a origem da planta, época da coleta, condicbes de preparo do material, micro-
organismos e cepas utilizadas, ndo existindo uma metodologia padréo
(NASCIMENTO et al., 2007; OSTROSKY et al., 2008). Mesmo assim, alguns
Oleos essenciais sdo estudados na elaboracdo de produtos conservantes,
desinfetantes, sanitizantes e inseticidas (MELLO et al., 2014; PEREIRA et al.,
2014). Segundo Lee & Park (2015), os 6leos essenciais possuem atividade

antimicrobiana comprovada, podendo ser uma alternativa viavel. Os seus
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compostos bioativos sdo reconhecidos como substancias seguras para saude
humana, animal e para o meio ambiente.

A preocupagdo com 0 meio ambiente e o consumo crescente de produtos
naturais, esta abrindo espaco para o incentivo de novas tecnologias que
produzam sanitizantes e conservantes naturais menos agressivos (HRUDEY et
al., 2015). Alguns 6leos essenciais estdo sendo estudados e aplicados na
industria alimenticia, com a substituicdo parcial ou total de conservantes
quimicos (MONTES; NETA; CRUZ, 2014). Muitas plantas utilizadas para dar
sabor aos alimentos possuem Oleos essenciais com acdo antibacteriana e
antioxidante. Esses Oleos podem ser aplicados na conservacdo de alimentos,
diminuindo a concentracdo de aditivos sintéticos (HONORATO et al., 2013) e
controlando o crescimento de microrganismos patogénicos (KNAAK; FIUZA,
2010).

Algumas plantas condimentares, utilizadas como especiarias, temperos
ou ervas, produzem substancias com efeito bacteriostatico ou bactericida
(MENDES et al., 2011; RIBEIRO, et al.,, 2012; BAPTISTA, 2017). Plantas
condimentares demonstram suscetibilidade satisfatoria, podendo inibir o
crescimento bacteriano e a formacao de biofilme por diferentes mecanismos
(TEGOS et al., 2002; BAKKALI et al., 2008; CHORIANOPOULOS et al., 2008;
SAKARIKOU et al., 2020). Mesmo que os mecanismos de acdo dos 6leos e seus
metabolitos secundarios em bactérias e biofilmes ainda ndo estejam totalmente
elucidados, sabe-se que muitos compostos interferem na estrutura da parede
celular microbiana ou quérum sensing microbiano (SIMOES et al., 2009; AHMAD
et al., 2011).

De fato, durante toda a evolucéo do processo de formacéo do biofilme, os
OE exercem atividade antimicrobiana nas células plancténicas e sésseis (SERIO
etal. 2010; ZHANG et al. 2016; ROSSI et al., 2020). E possivel que 0s compostos
bioativos das plantas condimentares atuem na “comunicagédo” célula-célula,
impedindo a formac&o de biofilmes robustos e induzindo a dispersao celular
(SIMOES et al., 2009; AHMAD et al., 2011). Os efeitos das plantas
condimentares e seus Oleos essenciais, sdo relatados em pesquisas que
destacam o0 interesse renovado no uso de especiarias como agentes
antibacterianos (OATTARA et al.,, 1997; TRAJANO et al., 2009). Como
consequéncia da tendéncia atual do “Consumo Verde”, busca-se por alimentos
com menos aditivos sintéticos (HOLLEY; PATEL, 2005).
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2.2.4 Plantas Condimentares

O termo “plantas bioativas” refere-se a plantas que possuem substancias
que exercem alguma acdo sobre outros seres vivos, sejam eles animais,
vegetais ou humanos. Dentro da definicdo, as plantas sdo classificadas como
medicinais, aromaticas e condimentares, podendo uma Unica planta acumular
mais de uma classificacdo (SILVA et al., 2013). O termo condimento, por sua
vez, é definido como uma substancia, normalmente de origem vegetal, que pode
ser adicionada ao alimento para ressaltar o sabor (HOUAIS, 2009).

O uso de plantas condimentares e seus derivados € uma pratica milenar,
por conferir sabor e aroma diferenciados aos alimentos (KIM et al., 1995;
TRAJANO et al., 2009). De acordo com Montebello (2013), a maioria dos
condimentos tem propriedades nutracéuticas e medicinais. Além da
aplicabilidade medicinal, as plantas eram utilizadas para melhorar os aspectos
organolépticos de carnes durante seu armazenamento, principalmente em locais
de clima quente, onde ndo havia refrigeracdo (BEDIN; GUTKOSKI; WIEST,
1999; TRAJANO et al., 2009).

Aplicacdes como profilatico e conservantes sdo atribuidas as plantas
condimentares (NEPOMUCENO, 2014; KINUPP; LORENZI, 2014). Uma das
principais caracteristicas dessas plantas € a rigueza em 0leos essenciais e
substancias aromaticas. Seu uso permitiria acesso facil e barato a medidas
profilaticas e conservantes eficientes, quando comparados aos métodos
convencionais (CARDOSO et al.,, 2019). Para isso, pesquisas precisam
aproximar o conhecimento cientifico do conhecimento popular, possibilitando a
aplicacao de plantas utilizadas na culinéria e estimulando o consumo sustentavel
dos recursos naturais (LEITE, 2009; TONIN et al., 2020).

Hugenholtz & Smid (2002) descreveram que alguns estudos buscam
relacionar os habitos alimentares de diferentes populacdes com a incidéncia de
certas doencas. Estes estudos epidemiolégicos demonstraram as primeiras
evidéncias sobre os beneficios que alguns alimentos tém para a saude, a partir
do que o termo nutracéutico poderia ser aplicado ao alimento e componentes
alimenticios que também possuem algum efeito medicinal. Seu efeito pode variar
desde o suprimento de minerais e vitaminas essenciais, até a protecao contra
doencas infecciosas (HUGENHOLTZ; SMID, 2002).
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As plantas condimentares sdo conhecidas por conter substancias que
retardam o crescimento microbiano, ou até mesmo exercer total supressao da
populacdo microbiana (GERHARDT, 1990; KRAMER, 1997; TRAJANO et al.,
2009). Muitas plantas tém demonstrado potencial como fonte natural de agentes
antimicrobianos e conservantes de alimentos, podendo ser aplicados para inibir
o crescimento de bactérias de origem alimentar (OUSSALAH et al., 2006). Com
a comprovacado do uso farmacolégico e médico, os condimentos poderiam
agregar mais valor aos alimentos (FURLAN, 2007; RODRIGUES; CARVALHO;
WIEST, 2011).

Com o intuido de suprir a demanda in natura, na maioria dos casos as
plantas condimentares sdo comercializadas em pequenas quantidades, tendo
como exemplo as espécies: alecrim (Rosmarinus officinallis L.); cebolinha verde
(Allium schoenoprasum L.); salsa (Petroselium sativum H.); alho (Allium sativum
L. ); manjerona (Origanum manjorana L.); manjericdo (Ocimum basilicum M.);
orégano (Origanum vulgare L.) e gengibre (Zingiber officinale Roscoe). E mesmo
que existam alguns aspectos negativos com relacao a cadeia de comercializacdo
dos fitoterapicos, € inegavel seu potencial econémico (CARVALHO; CRUZ;
WIEST, 2005).

2.2.4.1 Rosmarinus officinalis L.

O R. officinalis L. € uma planta aromatica pertencente a familia das
Lamiaceae, nativa do Sul da Europa, Mesopotamica, Norte da Africa (PORTE;
GODOY, 2001) e Asia (SATYAL et al., 2017Y). Identificada por Carl Linnaeus, o
R. officinalis extensamente utilizado nas industrias de higiene, perfumaria e
alimenticias, por apresentar aroma refrescante e valor econdmico acessivel. No
alimento, além do sabor e textura proporcionados pelo 6leo, seu papel como
conservante é um grande diferencial (PORTE; GODOY, 2001; HERNANDEZ et
al., 2016).

Popularmente conhecida como alecrim, alecrim-de-horta ou alecrim-de-
cheiro, a planta é descrita como um arbusto perene e denso, que pode atingir
entre 1-3 m de altura (SILVA, et al., 1995; AL-SEREITI MR; ABU-AMER KM;
SEM, 1999; WHO, 2002; ARANTES et al., 2016; ANDRADE et al., 2018). Possui
folhas ramificadas, semelhantes a agulhas (Figura 3), com cerca de 1-4 cm de
comprimento e 2-4 mm de largura, sésseis, coriaceas e com bordas curvas
(WHO, 2002; FARCACOPEIA PORTUGUESA, 2003; BEGUM et al., 2013;
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SATYAL et al.,, 2017°; ANDRADE et al., 2018). Suas flores perenes séo
pequenas, podendo ser azuis ou brancas, possuindo hastes lenhosas (CUTRIM,
2019), com ramos castanhos e eretos (BORGES et al., 2019).

Figura 3. Rosmariuns officinalis L. in natura.

Fonte: Aurora (2021)

A planta é cultivada em varios locais temperados e tropicais ao redor do
mundo (SATYAL et al., 2017°). O 6leo essencial do alecrim € incolor ou amarelo
claro, com aroma caracteristico de canfora, podendo ser obtido através da
extragdo realizada com folhas, raizes, caules ou flores (CUTRIM, 2019).
Segundo Andrade et al. (2018), os métodos de extracdo devem ser aplicados
nas partes mais ativas da planta, para a obtencédo dos compostos biologicamente
ativos do alecrim. O 06leo apresenta compostos hidroxilados, carbonilados,
fenolicos e monoterpénicos (RIBEIRO et al., 2012).

Cerca de 150 substancias ja foram identificadas no alecrim, dentre as
quais o a-pineno limoneno, mirceno e o 1,8 cineol como 0s mais comuns
(LUCHESI, 2017). O 1,8-cineol, a canfora e o a-pineno s&o citados como
responsaveis pela acdo farmacologica (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2016;
BORGES et al., 2019; BORGES et al., 2019). As atividades bioldgicas do 6leo
de R. officinalis sdo atribuidas ao efeito somatério de diversas substancias
presentes na composicdo quimica (SATYAL et al.,, 2017). Na farmacologia,
pode ser empregado in natura no preparo de infusdes ou na aromatizacao de

férmulas destinadas ao uso oral (CUTRIM et al., 2019).
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As atividades antiparasitaria, antisséptica e antimicrobiana estéo
relacionadas com o0s seus compostos bioativos (AL-SEREITA; ABU-AMERB;
SENA, 1999; ARANTES et al.,, 2016). Na medicina tradicional, o alecrim é
empregado no tratamento de doencas intestinais, respiratérias, hepaticas e
renais, além de servir como antidepressivo natural e cicatrizante (LIMA et al.,
2014; CUTRIM et al., 2019). Em revisdo, Begum et al. (2013) citam efeito do éleo
essencial no tratamento de feridas e erupgbes cutaneas, dor de cabeca,
dispepsia, problemas de circulacdo. Possui, também, propriedades
expectorantes, diurética e antiespasmaédico na colica renal (HABTEMARIAM,
2016; KAYASHIMA; MATSUBARA, 2012; NIETO ROS CASTILLO, 2018).

O R. officinalis produz substéncias antimicrobianas a partir do seu
metabolismo secundario, que servem também para defesa contra herbivoria,
patdgenos e predadores (DOUGHARI, 2012; ANDRADE et al., 2018). Registra-
se a atividade antibacteriana do 6leo essencial para S. Typhimurium, E. coli, B.
cereus, S. aureus (BURT, 2004; BAJPAI et al., 2012; LUCHESI, 2017; NIETO
ROS CASTILLO, 2018), podendo ainda apresentar efeito modulador e sinérgico
com antimicrobianos convencionais, trazendo novas alternativas para o combate
a resisténcia (PANIZZA; VEIGA; ALMEIDA, 2012; OLIVEIRA; VEIGA, 2019).

2.2.4.2 Zingiber officinale Roscoe

O Z. officinale é uma planta nativa da india e das florestas tropicais do
sudoesta da Asia. A planta inseria na familia Zingiberaceae é conhecida como
uma das especiarias mais utilizadas para condimentos e tratamentos de doencas
(AYSE et al., 2008; KUMAR et al., 2011; GRANDIS et al., 2015). Seu rizoma
contém cerca de 60 — 70% de carboidratos, 3 — 8% de fibra bruta, 9% de proteina,
2 — 3% de 6leo volatil e 4 — 7% de oleoresinas (LIMA et al., 2014; MAJOLO et
al., 2014).

Identificada pela primeira vez por William Roscoe em 1807, Z. officinale,
popularmente conhecido como gengibre, é descrito como uma monocotiledénea
de rizoma perene, articulado, reptante, anguloso, bastante ramificado, de 1-2 cm
espessura (Figura 4), podendo atingir 1,5 m de altura. Suas folhas hermafroditas
séo disticas, com cerca de 28 cm de comprimento, 3 cm de espessura, Como um
limbo lanceolado (GRANDIS et al., 2015; BARRETO; TOSCANO; FORTES,
2011; CARDOSO et al., 2018).
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Figura 4. Zingiber officinale Roscoe in natura.

Fonte: Autora (2021)

As propriedades organolépticas que conferem ao gengibre sabor e aroma
caracteristico séo atribuidas ao 6leo essencial, que sdo ricos em monoterpenos
e sesquiterpenos. Os principais componentes do 6leo essencial de gengibre séo
o d-canfeno, zingibereno, cineol e o gingerol que, por muitas vezes, Sao 0S
responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas (OLIVEIRA, 2003; LIMA et al.,
2014; RODRIGUES; LIRA, 2013; SOUSA et al., 2019). O d6leo essencial possui
grande importancia na area alimenticia, farmacéutica, cosmética e quimica, em
virtude das propriedades aromatizantes, antibacterianas antifingicas (MESOMO
et al., 2013; JAKRIBETTU et al., 2016).

Em ensaios laboratoriais, 0s compostos extraidos do gengibre
demonstraram atividade anti-inflamatdria, antioxidante, antitlcera, antinausea e
antimutagénica (SINGH et al., 2008; SIVASOTHY et al., 2011; GRANDIS et al.,
2015). Outros autores citam o potencial em combater problemas
gastrointestinais, acéo diurética e hepatoprotetora (NICACIO et al., 2018). O uso
da planta se torna muito atrativo, de modo que a baixa toxicidade permite o
amplo uso (COWAN, 1999; AZADPOUR et al., 2016). O Z. officinale apresenta
atividade antimicrobiana direta, podendo ser aplicado no tratamento de infec¢des
bacterianas, como fontes alternativas na busca de inibidores naturais de
microrganismos patogénicos (TAN; VANITHA 2004; SINGH; MOSES; DAVID,
2018).
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Em pesquisas ja realizadas, os efeitos bactericida e bacteriostatico do Z.
officinale s&@o registrados para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(RAHMANI; SHABRMI FMA; SALAH, 2014; SOUSA et al., 2019). O 6leo
essencial e extratos de gengibre, demonstra excelente atividade antimicrobiana
sobre a formacé&o do biofilme, culturas plancténicas super-resistentes e inibicao
de fatores de viruléncia (YAHYA; SAIFUDDIN; HAMID, 2013; CHAKOTIYA et al.,
2017).

2.2.4.3 Allium sativum L.

O A. sativum L. esta inserida na familia Amaryllidaceae, reconhecida
como uma das herbaceas mais antigas cultivadas pela humanidade (LUCINI,
2008; SILVA et al., 2019). Registada pela primeira vez por Linnaeus em 1753,
provavelmente tem origem nas regides de zonas temperadas da Asia central e
ocidental (CUNHA et al., 2006). O alho é descrito com folhas lanceoladas, que
formam o pseudocaule e as gemas do caule formam os bulbilhos (dentes)
(Figura 5), podendo atingir 0,40-0,70 m de altura (HARVEY, 1995). As flores séo
reunidas em umbela branca ou vermelhadas longo-pendunculada (LORENZI;
MATOS, 2002; CALDAS et al., 2019).
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Figura 5. Allium sativum L. in natura.

Fonte: Autora (2021)

A parte mais utilizada do alho sdo os bolbilhos, que possuem sabor e
aroma caracteristicos, originarios do processo de hidrolise de alguns dos seus
componentes (CUNHA et al., 2009). As plantas pertencentes ao género Allium
sdo ricos em aminoacidos, minerais, flavonoides, fibras, compostos fendlicos
(BENKEBLIA; LANZOTTI, 2007; GUILLAMON, 2018) e vitaminas,
principalmente complexo B e C (CUTLER; WILSON, 2004; FONSECA, et al.,
2014). O alho apresenta ampla distribuicdo geogréfica e grande importancia
econbmica, sendo a quarta hortalica mais importante do Brasil (LUCINI, 2008;
SILVA et al., 2019).

A maioria dos constituintes fitoquimicos com atividade terapéutica estao
localizados nos bulbilhos (CUTLER; WILSON, 2004; FONSECA, et al., 2014).
Cerca de 53 compostos quimicos ja foram identificados a partir do seu 6leo
essencial. Em sua maioria, 0 ajoeno, alicina e aliina e derivados organicos do
enxofre estdo presentes como um dos compostos majoritarios. Devido a
natureza volatil, estes compostos estdo relacionados aos mecanismos de
defesa, sendo liberados em resposta a danos celulares e lesdes nos tecidos das
plantas (LORENZI; MATOS, 2002).

Desde os tempos mais remotos, existem registro do seu uso medicinal e
alimenticio (MOTA et al., 2005; FONSECA, et al., 2014). O alho é uma das mais

ricas fontes de compostos fendlicos totais presentes na dieta humana. Porém,
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nao € apenas utilizado como condimento, tendo seu potencial terapéutico
reconhecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para o
tratamento de feridas, infeccbes, gripe e uUlcera (LANZOTTI et al., 2014,
BORLINGHAUS et al., 2014; MARTINS et al., 2016).

Em revisao realizada por Corzo-Martinez et al. (2007), os autores citam
as propriedades farmacoldgicas de A. sativum, que apresenta tratamento e
prevencao de algumas doencas no trato digestivo/intestinal, renal e respiratério.
Seus componentes ativos demonstram potencial acdo no tratamento da
diabetes, hipertensao arterial, além de atividades anticarcinogénicas e quimio-
preventivas.

Os metabolitos secundarios se concentram nos bulbos, e podem estar
relacionados a atividade antimicrobiana do alho. Compostos como as cumarinas,
alcaloides, taninos, flavonoides estdo quase sempre presentes (FELIX;
MEDEIROS; MEDEIROS, 2018). Outros importantes componentes Sao 0s
compostos organossulfurados, que apresentam concentragéo trés vezes maior
do que em outros vegetais (CUTLER; WILSON, 2004; FONSECA, et al., 2014).

Os organossulfurados também estdo presentes em concentracdes
expressivas na cebola, repolho, couve, couve-flor, couve de Bruxelas e entre
outros (VERHOEVEN et al., 1996). No alho, os organossulfurados determinam
o cheiro e sabor, sendo 0s grandes responsaveis pelas propriedades bioativas
atribuidas a sua ingestao, por apresentar propriedades funcionais importantes
na prevencdo ou retardamento de processos patolégicos (PACHECO;
SGARBIERI, 2001; BENKEBLIA; LANZOTTI, 2007; GUILLAMON, 2018). Dentre
os organossulfurados, a alicina é responsavel pela maioria das propriedades
farmacoldgicas da planta (ELLMORE; FELDBERG, 1994; SILVA, 2009).

Estudos evidenciam o efeito do alho como antibacteriano, antifingico,
antiviral e antiprotozoario (RAHMAN; LOWE, 2006; ALMEIDA et al., 2013). O
alho é especialmente ativo no tratamento de infec¢bes, sendo uma alternativa
como fitoterapico utilizados no combate de cepas resistentes. Ele pode atuar de
forma independente ou em associacdo com o0s antimicrobianos sintéticos
(SOUZA; SOARES, 2014; FELIX; MEDEIROS; MEDEIROS, 2018).

O espectro de acdo do alho é atribuido a alicina, sugerindo que as
propriedades antimicrobianas estejam relacionadas a interacdes especificas
com o grupo tiol dos microrganismos (FELIX; MEDEIROS; MEDEIROS, 2018).
O composto pode levar a inibicdo da proliferacdo de microrganismos de forma
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definitiva, possuindo eficacia comparada com antibiéticos convencionais, tais
como B-lactamicos ou aminoglicosideos (BORLINGHAUS et al., 2014). A alicina
presente no alho é duas vezes mais eficiente que a prépria alicina sintética,
(FUJISAWA et al., 2009), agindo na destruicao e inibicdo de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas (WU et al., 2001; CALDAS et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de 6leos essenciais extraidos de plantas condimentares como

conservantes alimentares, através da avaliacdo dos efeitos antibacterianos e

antibiofiimes de 6leos essenciais.

3.2 Objetivos especificos

Realizar a extracdo do 6leo essencial R. officinalis, A. sativum, Z. officinale
e calcular o rendimento do Oleo essencial obtido;

Caracterizar quimicamente as plantas R. officinalis, A. sativum, Z.
officinale por técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massas;

Determinar as concentracdes inibitorias e bactericidas minima dos 6leos
essenciais das plantas selecionadas frente a bactérias de interesse
alimentar Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiela
pneumoniae, Salmonella Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa,
Avaliar in vitro o efeito dos 6leos obtidos a partir de R. officinalis, A.
sativum, Z. officinale na formacao do biofilme das bactérias de interesse

alimentar;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Oleos Essenciais

4.1.1 Material vegetal e Extrac&o do 6leo

Para a extracdo dos 6leos essenciais, folhas frescas de Rosmarinus
officinalis (Alecrim), bulbos de Allium sativum (Alho) e rizomas de Zingiber
officinale (gengibre), foram obtidos na feira de organicos do municipio de
Natal/RN, em novembro de 2020. ApGs a obtencdo do material vegetal, pesou-
se 500g de cada material vegetal selecionado que, na sequéncia, foram
submetidos ao processo de extracdo por hidrodestilacéo, utilizando 2L de agua
destilada, submetidos a aquecimento a 96 °C por 4 h, em aparelho do tipo
Clevenger (Figura 6). A extracdo do Oleo essencial foi realizado no no

Laboratorio de Isolamento e Sintese de Compostos Organicos (LISCO/UFRN).

Figura 6. Procedimento para a extracao do Oleo essencial de R. officinalis (1)
Pesagem do material vegetal (2) extracdo do 6leo essencial pela técnica de
hidrodestilacao (3) Aparelho de Clevenger acoplado ao baldo volumétrico.

]
&,

Fonte: Autora (2021)

Apbs a obtencgédo dos 6leos, estes foram secos com sulfato de sédio anidro
(Na2SOa4) (DINAMICA), para a retirada da &gua. Os frascos com os O6leos
essenciais foram pesados em balanca analitica, para a determinacdo do
rendimento de cada 6leo (m/m), de acordo com a formula proposta por Santos

et al. (2004):
To=| Vo |x 100
Bm
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O célculo para a porcentagem do teor (To) dos 6leos essenciais em base
Umida é determinado pela relacdo entre o peso do 6leo (Vo) e a biomassa
vegetal (Bm) em gramas. Para o armazenado dos Oleos essenciais, foram
utilizados frascos ambar de 5 mL e conservacao a temperatura de 4 °C, para a

preservacao das caracteristicas quimicas até o seu uso.

4.1.2 Caracterizacdo quimica

Para a caracterizacado quimica dos o6leos essenciais (OE), foi utilizada a
técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG /
MS), conduzida no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (UFRN). As andlises foram realizadas utilizando GC/MS QP 50502
(Shimadzu, Kyoto, Japéo) e uma coluna capilar ndo polar Agilent DB-5ms (50 m
x 0,25 mm x 0,25 uym). A temperatura do forno foi programada a 60 °C com
aumento de 4 °C/min até atingir 280 °C e depois mantida por 15 min. O gas hélio
foi utilizado como gas portador, com uma taxa de fluxo constante de 1 mL/min.

A temperatura da fonte de ionizacao foi mantida a 280 °C, a energia de
ionizacdo a 70 eV e a corrente de ionizacao a 0,88 kV. Os espectros de massa
foram registrados de 10 a 400 m/z. Em triplicatas, as amostras do OE foram
dissolvidas em diclorometano. Os componentes individuais foram identificados
comparando os indices de retencéo e padrées de fragmentacdo com a biblioteca
do espectrometro e os dados da literatura de Adams (2017) e NIST (2005).

4.2 Atividade Antibacteriana
4.2.1 Microrganismos utilizados e condi¢cdes de cultivo

As andlises das atividades antibacterianas foram realizadas no
Laboratério de Micobactérias (LABIMIC) da UFRN, no de dezembro de 2020 a
junho de 2021. Os 0Oleos essenciais foram testados contra cepas bacterianas
ATCC (American Type Culture Collection), previamente padronizadas com
relacdo a seu fendtipo bioquimico e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
(LIN; CHANG, 2000). Foram selecionadas as cepas Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC
10031, Pseudomoas aeruginosa (CCBH 5698) e a cepa clinica de Salmonella

Typhimurium.
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Os microrganismos sao provenientes da colecédo de culturas do LABIMIC,
mantidos em agar Mueller-Hinton (MHA) (HIMEDIA) em geladeira microbioldgica
em temperatura de 2 — 8 °C. Para a recuperacao das estirpes bacterianas,
realizou-se o cultivo em tubos com caldo Brain heart infusion (BHI) (FLUKA
ANALYTICAL) e em placas de Petri contendo Agar Nutriente (NA) (HIMEDIA). O
objetivo era obter crescimento overnight das coldnias, sob condi¢bes de 37 °C
em estufa bacteriologica. Ambos os meios de cultura sdo utilizados para o cultivo
da maioria dos microrganismos menos fastidiosos, servido como fontes
nutrientes como nitrogénio, vitaminas, minerais e aminoacidos (VIEIRA; NAHAS;
2000). Para ajuste da densidade, utilizou-se o método de suspensao direta das
cepas, obtendo suspensédo em 2 mL Caldo BHI, com turvacéao equivalente a 0,5
da escala padrao de McFarland (concentracéo equivalente a uma densidade de
1,5 x 108 bactérias/mL) (CLSI, 2012; REIS et al., 2020).

4.2.2 Determinagado da Concentracéo Inibitéria Minima

As Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) dos Oleos foram
determinadas de acordo com o procedimento de referéncia de microdiluicdo em
caldo de Gazim et al. (2010) e CLSI (2018), com adaptacdes. As solucdes-
estoque dos Gleos extraidos foram produzidas apds da diluicio com DMSO 2%,
obtendo a concentracéo inicial de 516 pg/mL. Foram preparadas microplacas de
96 pocos de poliestireno, distribuindo-se em cada pogo 95 pL de caldo Mueller-
Hinton (MH), 100 pyL da solucédo estoque do 6leo no primeiro pogo, para a
realizagédo da diluicdo seriada em MH nos demais pogos.

Apbs diluicdo, as concentragfes fixas do OE foram de 256 pg/mL, 128
pug/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 ug/mL e
0,5 pg/mL. Por fim, 5 pyL de in6éculo bacteriano previamente ajustado 0,5 na
escala MacFarland foi distribuido nos pogos. Cerca de 20 uL de do corante
resazurina (Sigma-Aldrich) completaram o volume final de 220 uL em cada pocgo.
As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 24 h em estufa bacteriologica.

O crescimento das bactérias em MH e DMSO serviram como controle
positivo e negativo, respectivamente. O CIM foi definido como a menor
concentracdo que resultou em inibicéo visivel do crescimento apos mudanca de
coloracdo da resazurina (Figura 7). O reagente funciona como indicador redox,

no qual as células bacterianas ativas reduzem a resazurina nao fluorescente
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(azul) para a resorufina fluorescente (rosa) (O’'BRIEN et al. 2000; ELSHIKH et
al., 2016).

Figura 7. Teste de microdiluicdo em placa para a determinacéo da

Fonte: Autora (2021)

4.2.3 Determinacédo da Concentracdo Bactericida minima

Apos a determinacdo do CIM, os pocos contendo crescimentos visiveis
ou nao, foram repicados em placas de Petri contendo o MHA (DIFCO) para a
determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM). As placas foram
identificadas e incubadas em condicGes de 37 °C por 18 — 24 h em estufa
bacteriol6gica. ApGs este periodo, determinou-se a menor concentracdo no qual
nao demonstrou crescimento microbiano em meio de cultura com os

tratamentos, indicando o seu potencial bactericida.

4.3 Atividade inibitoria do crescimento de biofilmes
4.3.1 Avaliacéao da producéao de biofilme como parametro

Seguindo a metodologia de Santos (2016) com modificacdes, os indculos
foram preparados a partir da suspenséo celular com crescimento recente (24 h)
em solugdo salina (0,85%). A densidade Otica foi ajustada até turbidez
correspondente a 0,5 McFarland. Todas as cepas foram submetidas a avaliacéo
da producéo de biofilme nos meios de BHI enriquecido com 1% de glicose e 2%
NaCl. Em microplaca de 96 pocos com fundo formato U, em triplicata, foram
depositados 100 uL de cada meio teste e posteriormente adicionados 100 uL
dos in6culos. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Como controle da

placa, utilizou-se o meio de cultura BHI adicionado +10% de DMSO
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Passado o periodo de incubacao, as placas foram invertidas e lavadas
com agua destilada, para a remocé&o das células ndo aderidas, e deixadas ao ar
livre durante 15 min para secagem. Logo depois, as células aderidas foram
fixadas com 180 pL de alcool 95% P.A por 2 min. Apés descarte do alcool, foram
aplicados 180 uL de corante cristal violeta (0,5%) em cada orificio da placa, e
deixados por 15 min.

Apls esse periodo, o cristal violeta foi descartado e as placas
mergulhadas em agua destilada até que a agua de enxague ndo apresentasse
mais nenhuma coloracao. Por fim, as placas foram secas superficialmente com
toalhas de papel, e 180 puL de alcool 95% P.A foram adicionados em cada orificio
e deixados por 15 min, para solubilizacdo das células aderidas. Passado esse
periodo, 180 uL do material resultante nos orificios foram transferidos para uma
nova placa de ELISA de fundo chato, na qual foi lida a absorbancia a 595 nm em
espectrometro (BioTek Epoch™) no Laboratério de Biotecnologia e Polimeros
Naturais da UFRN.

4.3.2 Efeitos dos 0leos essenciais e misturas sobre o biofilme

O CIM necesséario para inibir a aderéncia das células foram analisadas
pela Oes e suas combinacdes. As concentracdes utilizadas para o teste foram
referentes ao CIM apresentado por cada cepa frente aos 6Oleos essenciais
testados, chegando as concentragdes subinibitérias equivalentes ao CIM, 2X
CIM e 4X CIM, sugerido por Merghni et al. (2018).

As placas foram preparadas com 90 pL dos inoculos, preparados de
acordo com Item 4.3.1. Utilizou-se as cepas com crescimento em BHI como
controle positivo. O antibiético amoxacilina (DIFCO) foi utilizado como controle
negativo antimicrobiano, utilizando-o como parametro comparativo nas
concentracfes de CIM apresentados pelas bactérias no Iltem 4.2.2. Em seguida,
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h.

Apoés o periodo de incubacao, procedeu-se a quantificagcdo do biofilme
conforme com a medicédo da densidade éptica (D.O.), conforme descrito no Item

4.3.1. Para cada orificio, calculou-se a inibi¢cao utilizando a seguinte equacao:

D.O do poco da amostra — D.O do poco controle da placa X 100

D.O da bactéria — D.O do poco controle da placa
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Os resultados obtidos foram convertidos em porcentagem, expressando
a quantidade de biofilme formado em relagdo ao préprio controle do
microrganismo, sendo considerados satisfatorios apenas os tratamentos que
provocaram a inibicdo de pelo menos 50% de formacao de biofilme, segundo a
metodologia de Endo et al. (2018).

4.4 Anédlise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados coletados, utilizou-se o programa
GaphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Amostras
foram analisadas através da meédia aritmética e do desvio padrdo. Para a
comparacao dos valores obtidos, utilizou-se o teste de multipla comparacéo de
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey. Foram considerados

significativos resultados com nivel de significancia inferior a 5% (p< 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Composicédo quimica dos 6leos essenciais

O oOleo essencial extraido das folhas frescas de R. officinalis (OERO)
apresentou rendimento de 0,48%. O OERO analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) apresentou 18 sinais na Figura
8, entre os tempos de 5 e 42 min. Dentre esses compostos, 88,89% sao
classificados como monoterpenos, 5,56% como sesquiterpenos e 5,56% como
acidos organicos, identificados a partir dos espectros de massa (Figura 9).

Figura 8. Perfil cromatografico de folhas frescas de
Rosmarimus officinalis.
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Figura 9. Espectros de massas de R. officinalis com fragmentos MS dos
compostos identificados de 1-18 e suas respectivas estruturas
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Os espectros obtidos a partir da corrida cromatografica, foram
identificados com os dados da biblioteca NIST (2005), e comparados com
ADAMS (2017), para calculo do indice de retencao de Kovat’s. Com os espectros
de massa obtidos, os teores e os indices de Kovat’s calculados estdo expressos
na Tabela 1. De acordo com as caracteristicas apresentadas pelo espectro de
massas e 0S picos comparados com a literatura, o CG/MS do OERO possui
como compostos majoritarios a Canfora (30,72%); 1,8-Cineol (17,63%), Mirceno
(10,17%), a-Pineno (8,98%) e a Verbenona (4,37%).

O dleo essencial extraido dos rizomas de Z. officinale (OEZO) obteve
rendimento total de 0,13%. Em andlise do cromatograma, 19 sinais identificados
entre os tempos de 4 a 30 min., representam os compostos identificados como
monoterpenos (52,63%), sesquiterpenos (42,1%) e cetonas alifaticas (5,26%)

(Figura 10), identificados a partir dos espectros de massa (Figura 11).

Tabela 1. Andlise cromatogréfica do 6leo de R. officinalis

Pico? Composto Teor (%) RT? IK-L3 IK-S*
1 a-Pineno 8,98 5,330 939 935
2 Canfeno 4,15 5,705 954 946
3 B-Pineno 3,85 6,430 979 968
4 Mirceno 10,17 6,785 990 979
5 0-2-Caren 0,72 7,575 1002 1002
6 1,8-Cineol 17,63 8,070 1031 1018
7 y-Terpineno 1,70 8,985 1059 1044
8 Isoterpinoleno 1,42 10,045 1088 1076
9 Linalol 3,96 10,495 1096 1090
10 Crisantenona 0,84 11,435 1127 1118
11 Cénfora 30,72 12,280 1146 1146
12 Borneol 2,25 13,095 1169 1168
13 Terpinen-4-ol 1,93 13,540 1177 1181
14 a-Terpineol 3,54 14,110 1188 1198
15 Verbenona 4,37 14,830 1205 1220
16 Formato de isobornil 1,64 17,740 1239 1307
17 B-Cariofileno 1,11 22,455 1419 1448
18 Linoleato de metila 1,02 42,555 2085 2049

Nota: *Numero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; 2 Tempo de retencdo dos compostos na coluna
cromatografica em minutos; 2 indice de Kovats da literatura; # indice de Kovats calculado.



Figura 10. Perfil cromatografico de rizomas frescos de Zingiber officinale
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Figura 11. Espectros de massas de Z. officinale com fragmentos MS dos
compostos identificados de 1-19 e suas respectivas estruturas
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Para cada sinal identificado do OEZO, foram calculados o indice de

Kovat's de acordo com a literatura e seus teores expressos na Tabela 2. Entre
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0s compostos identificados, o Geranial (29,82%), Neral (18,10%), ar-Curcumeno
(8,25%), B-Bisaboleno (8,03%), B-Sesquifelandreno (6,89%) e o Zingibereno
(5,64 %), apresentaram as maiores concentracdes no OEZO analisado.

Tabela 2. Andlise cromatogréfica do 6leo de Z. officinale

Pico* Composto Teor (%) RT2 IK-L®  IK-S*
1 2-Heptanol 1,00 4,495 896 919
2 Canfeno 1,28 5,700 954 952
3 Sabineno 1,07 7,995 975 1014
4 1,8-Cineol 2,30 8,070 1031 1016
S Linalol 1,61 10,465 1096 1081
6 a-Terpineol 2,07 14,095 1188 1180
7 Citronelol 2,73 15,600 1225 1221
8 Neral 18,10 16,080 1238 1235
9 Geraniol 3,82 16,625 1252 1249
10 Geranial 29,82 17,235 1267 1267
11 2-Undecanona 1,55 18,035 1294 1288
12 ar-Curcumeno 8,25 24,535 1480 1465
13 Zingibereno 5,64 24,935 1493 1476
14 Trans-Muurola-4(14),5-diene 1,52 25,035 1493 1478
15 B-Bisaboleno 8,03 25,340 1505 1486
16 B-Sesquifelandreno 6,89 25,830 1522 1500
17 (2)-Nerolidol 1,30 27,015 1532 1532
18 cis-Hidrato de sesquisabineno 1,58 28,525 1544 1574
19 trans-Hidrato de sesquisabineno 1,45 30,675 1579 1632

Nota: *Numero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; 2 Tempo de retencdo dos compostos na coluna
cromatografica em minutos; 2 indice de Kovats da literatura; 4 Indice de Kovats calculado.

O Oleo essencial extraido a partir dos bulbos frescos de A. sativum
(OEAS) obtiveram rendimento de 0,14%. Em andlise de CG/MS, o OEAS
apresentou 6 sinais (Figura 12), entre os tempos de 3 e 26 min. de corrida
cromatografica, no qual os sinais demonstram que o OE é composto em 100%
por substancias organossulfuradas, identificados a partir dos espectros de

massa (Figura 13).



Figura 12. Perfil cromatografico de bulbos frescos de Allium

sativum.
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Figura 13. Espectros de massas de A. sativum com fragmentos MS dos
compostos identificados de 1-6 e suas respectivas estruturas
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Os compostos foram identificados pela comparacéo do indice de Kovat’s
e calculado de acordo com Adams (2017). Na Tabela 3, estdo expressos o0s
valores dos indices de Kovat's calculados e a concentracdo de cada composto.
Dentre as substancias identificadas, os compostos majoritarios foram o Dialil
trissulfeto (60,50%), Dialil dissulfeto (18,22%) e o Metil alil trissulfeto (12,62%).
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Tabela 3. Andlise cromatogréfica do 6leo de Allium sativum

Pico? Composto Teor (%) RT? IK-L®  IK-S*
1 1,2- Ditiolano 2,22 3,605 978 950
2 Dialil Dissulfeto 18,22 9,770 1077 1096
3 Dissulfeto de Allil (E)-1-propenil 1,84 10,525 1103 1113
4 Metil alil trissulfeto 12,62 12,000 1143 1148
5 Dialil Trissulfeto 60,50 18,390 1289 1300
6 Dialil Tetrasulfeto 4,60 26,360 1502 1485

Nota: NUmero do pico pela ordem de eluigdo da coluna; > Tempo de retencdo dos compostos na coluna
cromatogréafica em minutos; 2 Indice de Kovats da literatura; 4 Indice de Kovats calculado.

5.2 Atividade Antimicrobiana

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais
testados, os valores observados em testes de CIM e CBM foram classificados
de acordo com a metodologia de Aligianis et al. (2001). Os autores propuseram
uma classificagéo para avaliar a atividade antimicrobiana de materiais vegetais,
podendo apresentar efeito de forte inibicdo: CIM até 500 pg/mL; inibic&o
moderada: CIM entre 600 e 1000 ug/mL; e fraca inibicdo: CIM acima de 1000
pg/mL. De acordo com esse parametro, as médias e desvios padrdo dos

resultados foram analisados.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais frente a diferentes bactérias
patogénicas humanas (ug/mL)

R. officinalis Z. officinale A. sativum
Bactérias CIM CBM CIM CBM CIM CBM
E. coli
(ATCC 25922) 8356?5\;5; - Sé?égli 4,00£0 Sfé?jsi 400£0
S. aureus g0+ 333 10,67 + 333+ 21333+ 533
(ATCC 25923) ’ 1,15 4,62 1,15 73,90 2,31
K. pneumoniae 10,67 +

(ATCC 10031) 462 8,00+ 0 16,00 + 0 800+0 32,000 8,00+0

S. Typhimurium 21,33 % 0,83+ 85,33 +

9,24 0,29 36,95 64,000 64,00+0 32,000
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P. aeruginosa 533 +

(CCBH 5698) 4,62

0,83 + 1,67 0,83

1+0 1,33+0,58 0.29 058 0.29

(-) ndo observado

O tratamento com o OERO demonstrou ser efetivo frente a maioria das
cepas testadas. Em comparacdo com as demais bactérias, foram necessarias
maiores concentracdes do OERO para inibir o crescimento de E. coli. A cepa
exibiu maior resisténcia frente ao tratamento com OERO, com CIM meédio de
85,33 ug/mL. Além disso, para a cepa de E. coli analisada, ndo foram observadas
atividade bactericida nas concentracOes testadas (Figura 14).

Figura 14. Andlise para determinar a Concentragdo Bactericida Minima do 6leo
de Rosmarinus officinalis frente a E. coli.

Fonte: Autora (2021)

Entretanto, o tratamento com o OERO se mostrou mais efetivo frente a
bactéria Gram-positiva S. aureus, com valores médios de CIM 8,0 uyg/mL e CBM
3,33 pg/mL. Altas sensibilidades também foram observadas para as demais
bactérias Gram-negativas testadas. Frente as cepas de S. Typhimurium e P.
aeruginosa, o tratamento com OERO apresentou as menores concentragdes
bactericidas, como valores de CBM de 0,83 pg/mL e 1 ug/mL, respectivamente.

Diferente do tratamento com o OERO, E. coli demonstrou alta
sensibilidade frente o OEZO, com valores médios de CIM 5,33 ug/mL e CBM 4

pMg/mL. E. coli foi a segunda bactéria mais sensivel ao OEZO, ficando atras
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apenas da cepa de P. aeruginosa, no qual o 6leo obteve CIM e CBM de 1,33
pg/mL e 0,83 upg/mL, respectivamente, sendo revelados na coloragdo da
resazurina, no qual a coloragéo rosa indica crescimento bacteriano (Figura 15).
Resultados satisfatorios também foram encontrados para S. aureus e K.
pneumoniae nos testes de CBM, no qual cada diviséo é referente ao crescimento
bacteriano apds a exposi¢cdo a cada uma das concentracfes testadas (Figura
16). Os valores foram similares aos encontrados no tratamento com OERO.

Figura 15. Analise para determinar a Concentracao Inibitoria Minima do 6leo de
Zingiber officinale frente a P. aeruginosa.

Figura 16. Analise para determinar a Concentracéo Bactericida Minima do 6leo
de Zingiber officinale frente a K. pneumoniae.

Fonte: Autora (2021)

No entanto, a mesma cepa de S. Typhimurium no qual para o OERO
demonstrou CIM e CBM < 21,33 ug/mL, para o tratamento com OEZO a
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sensibilidade foi menor. O isolado de S. Typhimurium apresentou CIM de 85,33
pg/mL e CBM de 64 ug/mL. Assim como em comparacdo as demais cepas
submetidas ao tratamento com o OEZO, S. Typhimurium demonstrou ser muito
mais resistente. Uma menor sensibilidade de S. Typhimurium, quando
comparado ao tratamento com OERO, também foi observado para o tratamento
com OEAS. Apenas as concentracdes de 64 pg/mL e 32 yg/mL conseguiram
obter efeitos bacteriostaticos e bactericidas, respectivamente.

Observou-se também que para S. aureus, foram necessarias
concentracfes de 213,33 ug/mL do OEAS para o CIM, a maior concentracéo
inibitéria dentre todos os tratamentos. Para a mesma cepa, verificou-se o valo
médio de CBM de 5,33 pg/mL. Para K. pneumoniae, o tratamento com OEAS
demonstrou efeitos em concentracdes satisfatorias, com valores médios de CIM
e CBM de 32 ug/mL e 8 ug/mL, respectivamente. Mas quando comparados aos
tratamentos com OERO e OEZO, foram necesséarias maiores concentracdes de
OEAS para obter efeito inibitorio frente a K. pneumoniae, mas a concentracao
bactericida permanece a mesma para os trés tratamentos.

Maiores concentracfes de OEAS também foram necessarias para gerar
um efeito inibitério em E. coli, quando comparado ao OEZO. Observou-se CIM
médio de 53,33 ug/mL e CBM de 4 ug/mL, no qual o valor de CBM foi igual para
os dois tratamentos. Para P. aeruginosa, também foram observados os menores
valores de CIM e CBM dentre todas as bactérias frente aos trés tratamentos.

Para esta cepa, o OEAS apresentou CIM e CBM como valores < 1,67 ug/mL.

5.3 Atividade Antibiofilme
Foram realizados ensaios para avaliar o efeito inibitério dos tratamentos

na formacdo de biofilmes das cepas selecionadas (Anexos 1-3). As
concentracfes foram previamente determinadas, através do menor valor do CIM
observado dentre as andlises em triplicata do item 5.2. A partir disso, utilizou-se
os valores subinibitérios do CIM, 2xCIM e 4xCIM de cada um dos 0leos testados
frente as cepas selecionadas. Os efeitos dos tratamentos dos 6leos essenciais
em resposta a formacao do biofilme, foram avaliados por meio de ensaio com
cristal violeta e medi¢édo da densidade otica a 595 nm (Tabela 5). Os resultados
das densidades oticas foram comparados com o efeito do antibidtico
Amoxacilina, utilizando as mesmas concentragbes do CIM, 2xCIM e 4xCIM

encontrados para cada 6leo essencial, indicado como o controle negativo.
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Tabela 5. Percentual de inibicdo da formacéo de biofilme

R. officinalis Z. officinale A. sativum
. > S >
Bactérias = = O = = = = O O
@) 9< x 5] (>')< (>'<) O < o
q ~ N < N <
E. coli

1,84% 100% 77,50% 71,37% 3,88%

S.aureus 493304 57.33% 60% 100% 100% 100% 100%  100% X

K.

pneumoniae - - 100% 100% 100% 18,18% 36,36% 93,93%
S.

Typhimurium 29,96% 24,77% 32,55% 100% 100% 100% 100%  100% 96,10%

P. aeruginosa - - - - - 9,09% 7,91% 22,17% 100%

(-) nédo foi observado; (x) ndo foi avaliado

A partir dos resultados obtidos, apenas os tratamentos que obtiveram
indices de inibicdo na formag&o do biofilme acima de 50%, de acordo com a
férmula do item 4.3.2, foram comparados de acordo com os controles utilizados.
Em analise, observou-se que o tratamento com OERO conseguiu inibir
significativamente apenas a formagdo do biofime de S. aureus, nas
concentracdes subinibitérias de 2xCIM (16 ug/mL) e 4xCIM (32 pg/mL). Ambas
as concentracdes diferiram significativamente do controle positivo (p <0,0044),
que é referente ao biofilme formado apenas na presenca do meio de cultura, e

mais efetivo do que o efeito do antibiético Amoxacilina (p < 0,0240) (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do OERO na formacao do biofilme de S. aureus. Estao
indicados quais andlises obtiveram inibicdo de 50% na formacao do biofilme e
diferenca significativa (p <0,05) entre tratamento e os controles (positivo e/ou
negativo). As barras indicadas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey.
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Para os testes utilizando o tratamento com o OEZO, observou-se eficacia
na inibicdo do biofilme formado por K. pneumoniae, com inibicdo em 100% para
todas as concentragdes testadas (16 — 64 pg/mL). O efeito do tratamento foi mais
efetivo quando comparado com o antibiético Amoxacilina (p < 0,0019), assim
como para o controle positivo (p <0,0001). Ja para o biofilme formado por E. coli,
apenas a concentracdo subinibitéria de 4xCIM (16 pg/mL) apresentou diferenca
significativa em relacdo ao controle positivo (p = 0,0226), sendo também a Gnica
concentracdo que inibiu satisfatoriamente a formacédo do biofilme pela cepa

estudada (Figura 18).

Figura 18. Efeito do OEZO na formacé&o dos biofilmes. Estao indicados quais
analises obtiveram inibicdo de 50% na formagé&o do biofilme e diferenca
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significativa (p <0,05) entre tratamento e os controles (positivo e/ou negativo).
As barras indicadas de mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Tukey
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Constatou-se que todas as concentracdes subinibitorias testadas do
OEZO (64 - 256 pug/mL), frente ao biofilme de S. Typhimurium, inibiram em 100%
a formacéo do biofilme. Foram observados que, o efeito do tratamento com
OEZO sobre S. Typhimurium conseguiu diferir estatisticamente do controle
positivo (p <0,0001) e negativo (p <0,0013). Frente ao biofilme formado por S.
aureus, o OEZO conseguiu obter efeito inibitdrio mais efetivo quando comparado
com efeito inibitério do antibiético amoxacilina (p <0,0011) (Figura 19). Além
disso, OEZO também apresentou diferenca estatistica em relagdo ao controle
positivo do biofilme (p <0,0001), além de inibir em 100% a formacédo do biofilme
de S. aureus, para as concentracdes testadas de 8 a 32 ug/mL do 0Oleo essencial.
Os resultados indicam entdo, que o 6leo obteve resultado positivo,

principalmente frente as cepas de S. aureus e S. Typhimurium.
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Figura 20. Teste de captacao do cristal violeta submetido aos biofilmes
bacterianos frente ao OEZO (1) P. aeruginosa (2) S. aureus.

Fonte: Autora (2021)

Os tratamentos utilizando as concentragdes subinibitérias (64 — 256
pg/mL) do OEAS frente a S. Typhimurium, obteve inibicdo em mais de 95% na
formacéao do biofilme, diferindo dos controles positivos (p < 0,0001) e negativo (p
< 0,0157). No entanto, para o biofilme formado por E. coli, mesmo com inibi¢ao
em mais de 70% na formagé&o do biofilme, as concentracdes de CIM (64 pyg/mL)
e 2xCIM (128 pg/mL) do tratamento com o OEAS, n&o diferiram
significativamente dos controles (Figura 20).

O biofilme formado por S. aureus foi sensivel a todos os tratamentos com
0s Oleos essenciais. O tratamento com OEAS, assim como para o tratamento
com OEZO, todas as concentragOes testadas (128 pg/mL e 256 ug/mL)
conseguiu inibir em 100% a formacéo do biofilme. Além disso, as concentragdes
utilizadas conseguiram diferir significativamente do controle positivo (P <0,0001)

e do controle negativo (p <0,0007).

Figura 210. Efeito do OEAS na formacéo do biofilme bacteriano. Estao
indicados quais andlises obtiveram inibicdo de 50% na formacédo do biofilme e
diferenca significativa (p <0,05) entre tratamento e os controles (positivo e/ou
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negativo). As barras indicadas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste
de Tukey.
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No entanto, para o biofilme formado por P. aeruginosa, observou-se a

maior resisténcia a todos os tratamentos como 0s 0leos essenciais. Porém, para
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o tratamento com OEAS, constatou-se inibicdo satisfatéria em pelo menos uma
das concentracbes testadas, assim como para K. pneumoniae. As
concentracoes de 4 pg/mL e 128 ug/mL, referente a 4xCIM, conseguiram inibir
satisfatoriamente os biofilmes produzidos por P. aeruginosa e K. pneumoniae,
respectivamente, no qual as taxas de inibicdo foram maiores que 90% para
ambos os biofilmes. Para P. aeruginosa, o tratamento com 4xCIM conseguiu
diferir dos controles positivos (p =0,0013), diferindo negativamente do tratamento
com antibiético com p =0,0224. No caso do biofilme formado por K. pneumoniae,

o tratamento com o OEAS diferiu apenas do controle positivo (p =0,0173).

6 DISCUSSAO
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A presente pesquisa analisou o perfil quimico de diferentes plantas
condimentares adquiridas na Feira de Organicos de Natal/RN para avaliacao do
seu efeito antibacteriano e antibiofilme. Os rendimentos foram calculados a partir
do Oleo essencial obtido em relacdo a massa fresca do vegetal utilizado.

Neste estudo, a partir de 500 g das folhas verdes de R. officinalis obteve-
se o rendimento de 0,48%. Em estudos realizados por Cutrim et al. (2019), que
também utilizaram a técnica hidrodestilacdo acoplada ao Clevenger, o
rendimento foi de 0,3% com 200 g das folhas verdes de R. officinalis. Em
analises realizadas por Okoh et al. (2010), os autores utilizaram dois métodos de
extracoes diferentes. Com 200g do material vegetal, obteve-se o rendimento de
0,31% e 0,39% pelas técnicas de hidrodestilacdo e destilagdo por micro-ondas,
respectivamente. Ja para o Oleo extraido de 200 g de folhas secas de R.
officinalis, Badar et al. (2007) obtiveram rendimento de 1,35%, utilizando a
técnica hidrodestilacdo acoplada ao Clevenger, porém o rendimento, assim
como para os demais autores, foi maior do que os apresentados no presente
trabalho.

Vérios estudos informam a presenca de uma grande variedade de
terpenos em plantas da familia Lamiaceae, que possuem propriedades
antibacterianas, antivirais, antioxidantes e anti-inflamatérias (NAGHIBI et al.,
2005; ANDRADE et al., 2018). Cutrim et al. (2019) relataram a presenca de 18
compostos no OERO provenientes de espécies coletadas em Séo Luis—MA. O
CG/MS dos autores apontaram a Canfora (37,00%), 1,8-Cineol (11,32%), a-
Terpineol (7,12%), B-Cariofileno (6,43%) e a Verbenona (5,85%) como os
constituintes majoritarios. Estes resultadoscom os encontrados no presente
trabalho, em que os compostos majoritarios OERO incluiam a Canfora (30,72%),
1,8-Cineol (17,63%) e a Verbenona (4,37%).

Diferencas na composicdo quimica do 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis (OERO) podem ser observadas, devido a exposicdo de diferentes
condicdes bidticas e abidticas. Andlises cromatogréaficas realizadas por Satyal et
al. (2017%), a partir de R. officinalis cultivadas em diferentes paises, constatou-
se que apesar das variacdes, 0s 0leos analisados possuiam maior concentracéo
de a-Pineno (13,5% -37,7%), seguindo pelo 1,8-cineol (16,1%-29,3%),
Verbenona (0,8%—-16,9%), Borneol (2,1%—6,9%) e a Canfora (0,7%—7,0%).

A presencga de alguns terpenos, como o a-Pineno, pode explicar atividade

antibacteriana de OERO. Estes compostos conseguem desorganizar a
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membrana celular bacteriana, levando a lise celular (ZAOUALI et al., 2010).
Compostos como o 1,8-cineol, Borneol, Canfeno e Canfora também podem ter
influéncia na acdo antimicrobiana do OERO (GUIMARAES et al., 2017). No
estudo realizado por Hussain et al. (2010), os autores observaram que o0 OERO
apresentou acao antibacteriana satisfatoria e que o seu composto majoritario
isolado, o 1,8-cineol, também demonstrou atividade antimicrobiana eficaz,
quando comparados a acao do antibiético Ciprofloxacino.

Em estudos realizados por Bajalan et al. (2017), os autores observaram
que os o6leos com melhores atividades antibacteriana apresentavam maior
concentracéo de hidrocarbonetos monoterpénicos. Esses compostos provocam
a perda da alta impermeabilidade da membrana para prétons e ions maiores,
tornando o 6leo mais permeavel, facilitando a sua penetracdo em compostos
lipidicos na membrana celular (DENYER; HUGO, 1991; ARANTES et al., 2016).
Essa caracteristica influencia os mecanismos de acdo do OE frente a diferentes
grupos de bactérias.

Na presente pesquisa, foram necessarias maiores concentracbes do
OERO (CIM 85,33 ug/mL), para inibir o crescimento das cepas de E. coli, em
comparacdo as demais bactérias testadas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Silva et al. (2009), verificando maior susceptibilidade para as
cepas de S. aureus, enquanto para E. coli foram necessarias concentracfes 10x
maiores de OERO para inibir o seu crescimento. Essa diferenca provavelmente
é referente a variacao estrutural da parede bacteriana entre bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas: a parede celular das bactérias Gram-positivas
possui diversas camadas de peptideoglicanos, formando uma estrutura espessa
e rigida; para as bactérias Gram-negativas, existem poucas camadas de
peptideoglicanos e uma membrana externa. Esta variacdo pode acarretar maior
resisténcias para as Gram — em comparacdo com as Gram + (MACEDO
JUNIOR, 2019).

O cultivo, local e época da colheita séo fatores que afetam a composicéo
guimica das plantas, assim como na atividade antimicrobiana. Por isso, os
parametros para determinar os valores de CIM e CBM de 6leos essenciais e
extratos de R. officinalis, assim como para outras plantas, variam de acordo com
0S autores. Bajalan et al. (2017), avaliaram a relagcdo entre a atividade
antibacteriana e a composi¢cdo quimica de sete populacdes R. officinalis. Os

autores observaram que as espécies que apresentavam maior indice de 1,8-
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cineol possuiam melhor efetividade contra E. coli, com CBM’s variando de 2,5 -
20 pg/mL. Entretanto, as amostras que possuiam maior indice de a-Pineno,
Canfeno e Verbenona obtiveram atividade fraca para S. aureus, S. epidermidis,
E. coli e P. aeruginosa.

Com o aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos disponiveis
atualmente, mais estudos tém sido realizados para controlar a formacéo de
biofilmes (ALNI; GHORBAN; DADMANESH, 2020). Os biofilmes séo a base de
muitas doencas persistentes e contaminacdes de alimentos, desempenhando
papel importante na patogenicidade, viruléncia e resisténcia (BAYATI, 2018;
TEWARI et al., 2018; FARRAG et al., 2019). A maioria das infec¢gbes importantes
€ resultado da aderéncia bacteriana em alguma superficie do tecido
(WIEDEMANN et al., 2014; SARKAR, 2016; GAMBOGOU et al., 2018).

Os grupos das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas apresentam
diferencas bem documentadas em relacdo a composicdo membrana externa e
nas caracteristicas estruturais do biofilme. Isso influéncia nas variagcbes dos
valores de CIM entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (OYEDEJI et
al., 2009; NAZZARO et al., 2013; DAS et al., 2019). Contudo, o OERO néo
apresentou efeito inibitério na formacdo do biofiime das cepas de E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa e S. Typhimurium.

O OERO apresentou inibicdo do crescimento, mas apenas para o biofilme
formado por S. aureus. O tratamento chegou a inibir 60% a formacgéo do biofilme
na concentracao subinibitoria de 4xCIM (32 ug/mL). Os resultados encontrados
corroboram as observagodes realizadas por Ceylan et al. (2014), no qual o OERO
apresentou atividade antibacteriana principalmente contra as bactérias Gram-
positivas. Os autores observaram ainda a inibicdo de 60,76% na formacao do
biofilme de S. aureus, apos o tratamento com OERO, utilizando a concentracao
de 1,25 pL/mL, bem abaixo da utilizada na presente pesquisa. Para o OERO
analisado por Kanth et al. (2018), demonstrou inibicdo na formacéo de biofilme
de duas bactérias Gram-positivas. Os biofiimes de L. monocytogenes e S.
aureus, apresentaram inibicdo de 73,0% e 77,65%, respectivamente, em
comparacao com seus respectivos controles.

Freire et al. (2017) explicam que a atividade antibiofiime de R. officinalis
pode ser atribuida aos terpenos, por possuirem carater lipofilico. Os terpenos
atuam em membranas bioldgicas, particularmente na matriz lipidica, reduzindo

as interacdes hidrofobicas, provocando desordens estruturais, osmoticas e
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inibicdo de enzimas locais (DOOLAEGE et al., 2007; FERIRE et al., 2017). No
presente trabalho, a classe dos terpenos constitui em mais de 94% o Oleo
essencial, divididos entre os monoterpenos (88,89%) e o0s sesquiterpenos
(5,56%).

Em estudo realizado por Jardak et al. (2017), os autores relacionaram a
inibicdo da formacao do biofilme e a concentragcéo de terpenos no OERO. Em
andlise da atividade antibiofiime, o OERO em questdo apresentava altas
concentracbes de compostos monoterpénicos (62,28%). Os autores
encontraram o efeito inibitério de 57,1% na formacé&o de biofilme de S. aureus e
S. epidermidis, a uma concentragdo de 25 pL/mL. A inibicdo € atribuida
principalmente a riqueza do 6leo em hidrocarbonetos monoterpénicos, como 1,8-
cineol (23,56%). Este mesmo composto apresentou concentracdo de 11,32% na
composicao total do 6leo, podendo caracterizar a atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas.

Por se tratar de um patdgeno oportunista, isolados de S. aureus
frequentemente estdo envolvidos em casos de doencas agudas e cronicas,
incluindo infec¢des supurativas, disseminadas e infecgcdes mediadas por toxinas
(MURRAY, ROSENTHAL; PFALLER, 2017). Humanos s&o portadores
assintomaticos de S. aureus enterotoxigénico no nariz, garganta e pele,
facilitando a contaminacgdo de alimentos por manipuladores (ANDRADE et al.,
2019). Além disso, uma das DTAs mais comuns sdo causadas pela ingestao de
enterotoxinas estafilocécicas de S. aureus, resultando em intoxicacdes
alimentares (SILVA; FEITOSA; RODRIGUES, 2017). Devido ao seu perfil de
resisténcia, S. aureus representa um risco para a saude publica. Contaminacdes
frequentes ocorrem em carnes, principalmente as fatiadas, leite e seus
derivados, molhos, enlatados, presunto, salames e produtos de panificacédo
(FORSYTHE, 2013).

Para o Oleo essencial de Zingiber officinale (OEZO), dentre os 19
compostos identificados, foram observados como compostos majoritarios o
Geranial (29,82%), Neral (18,10%), ar-Curcumeno (8,25%), B-Bisaboleno
(8,03%), B-Sesquifelandreno (6,89%) e Zingibereno (5,64%). Resultados
semelhantes foram encontrados por Majolo et al. (2014), em que o OEZO
coletados em Manaus/AM possuia 20 compostos identificados. Os autores
identificaram o Geranial (23,9%), Neral (17,2%), 1,8-Cineol (16,0%) e o Canfeno
(11,4%) como compostos majoritarios.
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Além de apresentar o Geranial (13,18%) como um dos compostos
majoritarios, Reis et al. (2020) identificaram no OEZO adquiridos em Itajuipe-BA
a presenca do a-Zingiberene (25,20%), Cis-p-Guaieno (9,08%) e o 1,8-Cineol
(6,56%). Entretanto, outros compostos foram encontrados por Noori, Zeynali &
Almasi (2018) em Z. officinale do Urmia-Ird. Sendo eles o B-Sesquifelandreno
(12,74%), Hidrato de Sesquisabineno (6,19%), Canfeno (5,90%) e Zingiberenol
(4,26%).

Dabague et al. (2013) afirmam que, normalmente, o0 OEZO acumula-se
nos rizomas e apresentam 0s menores rendimentos dentre as espécies de
plantas arométicas. O 6leo utilizado na presente pesquisa teve rendimento de
0,13% utilizando 500g do material fresco. Resultados semelhantes foram
encontrados por Silva et al. (2014), que obtiveram rendimento de 0,13% com
540g do material submetido a extracao por arraste de vapor, utilizando aparelho
Clevenger modificado. Ja no 6leo analisado por Dhanik et al. (2017), os autores
encontraram um rendimento de 0,2% para 200g de Z. officinale frescos,
utilizando o mesmo método de extracdo do presente trabalho.

Na presente pesquisa, revelou-se que o OEZO apresentou atividade
frente a cepas de importantes patégenos humanos e contaminantes de
alimentos. Todas as cepas testadas apresentaram atividade antibacteriana, com
destaque para P. aeruginosa e E. coli, com CIM e CBM inferiores a 8 pg/mL. No
estudo realizado por Santos (2018), forma encontrados resultados semelhantes
aos observados nesta pesquisa. Em analises realizadas com o OEZO, o autor
relatou taxas de inibicdo satisfatorios para as cepas E. coli 0157:H7 (NCTC
12900), S. aureus (ATCC 25923) e P. aeruginosa (ATCC 15443), possuindo
valores de CIM e CBM entre as concentracdes de 2,3-18,7 ug/mL.

Pode-se relacionar a concentracdo dos diterpenos e sesquiterpenos
fendlicos com a efetividade do OEZO (BERGER, 2007; LOPEZ et al., 2017). No
presente trabalho, foram detectadas altas concentracdes de sesquiterpenos no
OE analisado, corroborando os achados de Santos (2018). Estes compostos
podem estar relacionados as propriedades lipofilicas do OE, que interagem com
as membranas alterando a fluidez e permeabilidade (BERGER, 2007; LOPEZ et
al., 2017). Para Noori, Zeynali & Almasi (2018) e Calo et al. (2015), a presenca
dos sesquiterpenos B-Sesquifelandreno, a-Zingibereno e o Zingiberenol, podem

estrar associados as propriedades antibacterianas do OEZO.
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No presente trabalho, dentre as bactérias Gram-Positivas e Gram-
negativas testadas, S. Typhimurium apresentou menor sensibilidade ao 6leo.
Valores de CIM e CBM foram os maiores, quando comparados com as demais
cepas testadas. Em pesquisa, Majolo et al. (2014), também observaram uma
maior resisténcia de cepas de Salmonella spp., constatando atividade fraca a
moderada do OEZO rico em Geranial e Neral, com valores de CIM e CBM
variando entre 2500 — 10000 ug/mL. Lépez et al. (2017) observaram que o efeito
antibacteriano do OEZO apresenta diferencas significativas na inibicdo de Gram-
positivas e Gram-negativas (p <0,0001).

As cepas Gram-positivas sdo as mais suscetiveis, sugerindo que um dos
alvos microbianos do OEZO ¢ a parede celular (BERGER, 2007; LOPEZ et al.,
2017). Resultados encontrados por Sener et al. (2017), o OEZO apresentou
resultados semelhantes ao presente trabalho, em que o OE ndo se mostrou
eficaz para S. Typhimurium, S. Kentucky, S. Infantis e S. Enteritidis. Contudo,
este mesmo 6leo apresentou concentragdes inibitérias de 100 pg/mL, 3,125
pg/mL, 100 ug/mL e 6,25 yg/mL para P. aeruginosa, P. fluorescens, S. aureus e
S. epidermidis, respectivamente.

Os biofilmes estéo frequentemente associados a problemas envolvendo
a seguranca alimentar e degradacéo de alimentos (KASNOWSKI et al., 2010).
As infeccbes em tecidos, trato urinario, placa dentaria e infec¢des
desencadeadas por dispositivos médicos causados pelos biofilmes também
causam grandes preocupac0des para a saude publica (COSTERTON et al., 1999;
MENOITA et al., 2012). Mesmo que as cepas bacterianas possuam diferencas
na intensidade da producéo de biofilme, considerando as diferencas genéticas e
fenotipicas, os biofimes de forma geral sdo mais resistentes aos
antimicrobianos, quando comparados as suas versfes planctonicas (HASSAN
et al.,, 2011; NEOPANE et al., 2018).

O tratamento com o OEZO conseguiu inibir a formacdo da maioria dos
biofilmes testados. Para S. aureus, K. pneumoniae e S. Typhimurium, todas as
concentracbes subinibitérias dos 6leos apresentaram 100% de inibicdo do
biofilme, conseguindo diferir dos controles positivos e negativos em todas as
concentragdes testada referentes aos CIM, 2xCIM e 4xCIM. A formagéo de
biofilme € uma parte importante da infec¢éo e resisténcia antimicrobiana (MAO
et al.,, 2019). Além das cepas de S. aureus, as bactérias K. pneumoniae e

Salmonella sp. possuem grande importéncia na seguranga alimentar e clinica,
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uma vez que provocam pneumonia, infeccdes do trato urinario e diarreias
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2017).

A Samonella sp. € uma das principais causadoras de gastroenterites
agudas, doenca responsavel por casos de morbidade e mortalidade em todo o
mundo, principalmente em criangcas com até 5 anos de idade (BERN,1992;
MAJOWICZ, 2010). Durante um levantamento bibliogréfico realizado por Van
Amson (2006), a Salmonella sp. é apontada como a segunda bactéria mais
envolvida em surtos de DTAs causadas por agentes bacterianos no Parana/BR,
relacionada com cerca de 33,8% dos casos, ficando atras apenas da bactéria S.
aureus, com 41,2% dos casos.

Varios estudos abordam o uso de compostos bioativos naturais presentes
nos OE para exibir atividade antimicrobiana. Em pesquisa realizada por Das et
al. (2019), os autores observaram a maior porcentagem de inibicdo de biofilmes
pelo OEZO frente a isolados MDR S. aureus, seguido por E. faecalis, K.
pneumoniae e E. coli. A inibicdo na formacgéo dos biofilmes teve média de 83-
94%, em que dentre os Oleos essenciais testados pelos autores, o OEZO
demostrou melhor efeito inibitério e contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, em menores concentracfes. A partir dos achados, atribuiu-se a
presenca de monoterpenos e sesquiterpenos, que representavam 99,7% do
contetdo de OE, tendo como compostos marjoritarios os Zingiberene (29,6%),
B-Sesquiphellandrene (11,4%), Camphene (9,1%) e Geranial (8,5%).

Cepas de K. pneumoniae sdo comumente descritos como patégenos
oportunistas, envolvidos em casos de infec¢cdes nosocomiais como septicemia,
abscessos hepaticos e pneumonia. Porém, h&a relatos de cepas de K.
pneumoniae envolvidas em DTAS, como contaminantes de vegetais crus, carne,
peixe e laticinios (NERES et al., 2019). Cepas resistentes a antibioticos ja foram
isolados de carnes e aves, indicando o potencial de K. pneumoniae como
reservatorio de genes de resisténcia na cadeia alimentar (HARTANTYO et al.,
2020).

Estudos revelam que Z. officinale na forma in natura e seca, possui efeito
inibitdrio no quorum sensing, importante mecanismo para a formacéo,
desenvolvimento e na patogénese do biofiime (KUMAR et al., 2014; NIKOLIC et
al., 2014). Alguns compostos de Z. officinale ainda possuem efeito na liberacéo

extracelular de DNA pelo biofilme de P. aeruginosa, possivelmente em resposta
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a presenca do zingibereno (YAHYA; SAIFUDDIN; HAMID, 2013; SHAHWANY;
TAWFEEQ; HAMED, 2016).

Das et al. (2019) encontraram resultados semelhantes aos apresentados
no presente trabalho. A inibicdo do biofilme, pelo éleo essencial do rizoma de Z.
officinale, demonstraram maiores porcentagens frente as cepas multirresistentes
de S. aureus seguido por Enterococcus faecalis, K. pneumoniae e E. coli. Os
autores relatam que, de maneira geral, o 6leo se mostrou mais eficiente frente a
biofilmes de bactérias Gram-positivas. Mas para todos os isolados, as taxas de
inibicdo foram acima de 90%, provavelmente devido a presenca de terpenos
totais (sesquiterpenos e monoterpenos), que respondem por 99,7% do contetdo
de OEZO (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995; DAS et al., 2019).

O OE extraido a partir do rizoma Z. officinale é rico em terpenos, como o
zingibereno, B-sesquifelandreno, neral, ar-curcumeno, geranial a-farneseno e o
1,8-cineol. Esses compostos sdo citados devido a eficAcia como agentes
antibacterianos e antifungicos (SINGH et al., 2008; DAS et al., 2019). O OEZO
analisado neste trabalho é composto em 94,7% de terpenos, possui atividade
antibacteriana e antibiofilme satisfatoria. Essa eficacia pode ser atribuida a acéo
dos monoterpenos, que afetam a membrana celular como agente toxico e
causam deformacgOes da estrutura, reduzindo a funcdo da membrana celular
microbiana (SIKKEMA; BONT; POOLMAN, 1995; AVCIOGLU; SAHAL; BILKAY,
2016).

Para os biofilmes de P. aeruginosa e E. coli ndo foram observados efeitos
satisfatorios do OEZO. As cepas de P. aeruginosa e E. coli sdo considerados
como forte e moderado formadores de biofilmes, respectivamente
(STEPANOVIC et al., 2000; HASSAN et al., 2011; NIKOLIC et al., 2014). Nikoli¢
et al. (2014), relatam como capacidade de formacao de biofilmes influenciam na
atividade do extrato etandlico de Z. officinale. O extrato de Z. officinale utilizado
no estudo demonstrou atividade moderada antibiofilme, reduzindo em 10,5% a
formacao de P. aeruginosa para a concentragcédo de 20 mg/mL. Para as cepas de
E. coli, ndo houve reducdo na producéo de biofilme. Na presente pesquisa
apenas a concentragado de 4xCIM (16 upg/mL) do OEZO conseguiu ter efeito
inibitorio frente o biofilme de E. coli.

Em 6leo essencial de Allium sativum (OEAS) analisado, foram detectados
6 sinais em corrida cromatografica, e identificados de acordo com a literatura o
dialil trissulfeto (60,50%), dialil dissulfeto (18,22%) e o dialil alil trissulfeto
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(12,62%), como os compostos majoritarios. Os resultados observados em
andlise de CG/MS corroboram com os achados de Oliveira et al. (2018), em
espécies coletadas em Manaus/AM. Os autores identificaram 6 compostos,
tendo com majoritarios o dialil trissulfeto (51,8%), dialil dissulfeto (23,2%) e metil
alil trissulfeto (13,6%).

A comparacdo da composi¢éo dos 0leos essenciais se torna dificil, visto
que nao € aplicado uma metodologia padrdo para a extracao. Para isso, Satyal
et al. (2017%) analisaram composicdes do OEAS coletados na Espanha e
submetidos a diferentes métodos de extracdo. Componentes semelhantes foram
encontrados em OEAS extraidos por hidrodestilacdo acoplado a Clevenger e a
hidrodestilacao industrial. Foram identificados o dialil trissulfeto (33,4%-31,2%),
dialil dissulfeto (20,8%-25,9%) e o metil alil trissulfeto (19,2%-14,5%) como
compostos majoritarios. Entretanto, a extracao por destilacdo a vapor industrial,
resultou na identificagéo de dialil dissulfeto (27,9%), metil alil trissulfeto (17,7%)
e o dialil trissulfeto (16,8%) como os componentes principais. Os Oleos
essenciais obtidos apresentaram rendimento de 0,2%, 0,22% e 0,18%,
respectivamente.

Resultados semelhantes foram encontrados por Dziri et al. (2014), com
rendimento de 0,1% do 6leo essencial obtido de 100g de A. sativum seco. Por
ser extremamente rico em substancias biologicamente ativas com diversos
efeitos terapéuticos, A. sativum é um recurso promissor na busca por novas
alternativas contra bactérias patogénicas. Pesquisas demonstram que a alicina
(dialil dissulfeto), um dos principais compostos antibacterianos do alho fresco,
inibe uma variedade de agentes infecciosos de forma significativa (FUJISAWA
et al., 2009; GOUVEIA, 2010 BAYAN et al., 2014; BORLINGHAUS et al., 2014;
BHARWAJ et al., 2016; LEONTIEV et al. 2018; REITER et al., 2020; MAGRYS;
OLENDER; TCHORZEWSKA, 2021).

Muitas enzimas sulfidrilas bacterianas sdo oxidadas e inibidas quando
expostas a alicina, reduzindo a atividade enzimatica e o metabolismo bacteriano
MAGRYS; OLENDER; TCHORZEWSKA, 2021). Os principios ativos presentes
no A. sativum responsaveis pela atividade antibacteriana, assim como alguns
antibidticos de origem sintética, reagem com a cisteina, ndo estando
demonstrada a raz&o para essa reagcdo, mas acreditando-se que se deve a uma
inibicdo enzimatica (EL-SABER BATIHA, 2020). A cisteina € um aminoé&cido
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presente em varios alimentos, que apresenta um importante grupo tiol (-SH)
(GOUVEIA; SA; HENRIQUES, 2012).

Em andlises para atividade antibacteriana do OEAS, a cepa de P.
aeruginosa demonstrou alta sensibilidade ao tratamento, quando comparada
com as demais cepas testadas, com valores de CIM e CBM abaixo de 2 pg/mL.
Em pesquisa realizada por Arasu et al. (2019), o OE de duas espécies do género
Allium (A. calamus e A. sativum), inibiram o crescimento de P. aeruginosa, se
mostrando altamente sensivel dentre as cepas testadas, apresentando CIM de
18,9 pg/mL.

Para a cepa de S. aureus, as concentragdes de CIM para OEAS foram de
213,33 pg/mL, sendo muito maior do que os valores observados para as outras
bactérias-teste. Oliveira et al. (2018), analisaram cepas de E. coli e S. aureus
frente ao Oleo de A. sativum, observando melhor eficiéncia do OE frente as cepas
de E. coli. O OEAS apresentou CIM nas concentragbes de 25 pg/mL frente a
cepa. Para a cepa de S. aureus, o OE apresentou CIM de 100 pyg/mL, quatro
vezes maior quando comparado a cepa de E. coli.

O maior efeito preventivo pode ser devido ao efeito bactericida do alho na
fase plancténica e, posteriormente, a interferéncia na etapa de fixacao inicial que
€ essencial para a formacédo do biofilme (NIDADAVOLU et al., 2012; FARRAG
et al., 2019). O OEAS extraido e submetido a avaliacao da atividade antibiofilme,
apresentou inibicdo do biofilme formado por todas as cepas testadas. Alni,
Ghorban & Dadmanesh (2020) observaram reducéo significativa na formacéo de
biofilme por cepas de Salmonella sp. testadas frente ao OEAS rico em dialil
tetrassulfeto (29,47%) e alil dissulfeto (22,49%) com inibicdo em 60% do biofilme
formado.

A alicina é citada por Alni, Ghorban & Dadmanesh (2020) e Zainal et al.
(2021) como um dos principais componentes do OEAS, podendo ser o fator
determinante para o controle de biofilmes de Salmonella sp. e E. coli, por
exemplo. O efeito satisfatorio do tratamento com OEAS foi observado na inibicdo
do biofilme produzido por S. Typhimuruim. Todas as concentracdes testadas
conseguiram inibir em mais de 95% no biofilme produzido por S. Typhimuruim,
além disso, o tratamento conseguiu diferir positivamente dos controles, sendo
mais efetivo que o antibidtico utilizado. Biofilmes formados por Salmonella spp.

sdo comunidades complexas, que participam da resisténcia e persisténcia em
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determinados ambientes, principalmente em industrias de processamento de
alimentos (STEENACKERS et al., 2012; SALEM et al., 2017).

A formacao do biofilme pode ser considerada como fator de cronicidade
para doencas causadas por essas bactérias. Bhatwalkar et al. (2019) também
observaram efeitos antibiofilme do A. sativum, relatando pela primeira vez a
atividade contra cepas E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), responsaveis
por quadros de colite hemorragica e diarreia (KAPER; NATARO; MOBLEY; 2004;
BHATWALKAR et al., 2019). Os autores observaram que a concentracéo de 4%
(v/v) do extrato A. sativum inibiram a formacéo de todos os isolados biofilmes
das cepas de STEC, demonstrando reducdo da formacdo de biofilme na
presenca dos organossulfurados.

Pesquisas tratam da atividade antibiofime de OEAS sobre bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, sob condicdes quimiopreventivas e
quimioterapicas (NIDADAVOLU et al., 2012; RATTHAWONGJIRAKUL;
THONGKERD, 2016; FARRAG et al., 2019). O A. sativum € um alimento rico em
vitaminas, minerais e em compostos com atividade antibacteriana e antibiofilme
(LU et al., 2019). Chen et al. (2018) explicam que produtos naturais ou agentes
derivados de alimentos, principalmente o A. sativum, estdo atraindo grande
atencdo por apresentar compostos com grande potencial antimicrobiano e
nutracéutico (RATTHAWONGJIRAKUL; THONGKERD, 2016; FARRAG et al.,
2019).

Na presente pesquisa, observou-se acao efetiva do OEAS na inibicdo do
biofilme produzido por S. aureus, com o efeito do tratamento sendo melhor do
que o tratamento com o antibiético e o controle positivo, além de apresentar
inibicdo de 100% nas concentracdes de CIM (128 mg/mL) e 2xCIM (256 mg/mL).
Ratthawongjirakul e Thongkerd (2016) encontraram inibicdo média de
69,55 £ 0,1% em biofilmes formados por S. aureus e E. coli, apdés serem
submetidos aos tratamentos com 50% extrato metandlico de A. sativum, no qual
a alicina estava presente em 25,59 + 0,5% da composicéo total do dleo de alho.

Farrag et al. (2019) também avaliaram a extratos frescos de A. sativum a
partir das subconcentracdes de CIM para as cepas de E. coli, P. aeruginosa (CIM
16 mg/mL), Serratia marscens, S. aureus MRSA (CIM 32 mg/mL) e K.
pneumoniae (CIM 64 mg/mL). O efeito na reducéo da formagéo do biofilme foi

observado com 1/2 CIM contra todas as cepas/teste, com melhores efeitos frente
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a S. marscens (66%) seguido por K. pneumoniae (61%), E. coli (57%), S. aureus
(56%) e P. aeruginosa (55%).

Para o género Staphylococcus, a producéo de biofilmes é um importante
fator de viruléncia (CUCARELLA et al., 2002; DI CICCIO et al., 2015). S. aureus
€ conhecido por ser um organismo altamente adaptavel, no qual o seu biofilme
consegue se estabelecer em varios ambientes (RODE et al., 2007; DI CICCIO et
al., 2015). Biofilmes de S. aureus tem sido registrado na contaminacao de
alimentos congelados, de origem animal, matérias-primas, em locais de
processamento de alimento e circulacdo de mercadorias (XU et al.,, 2011;
SOUZA et al., 2014; MIAO et al, 2019). Surtos alimentares causados por S.
aureus sédo frequentes, no qual uma investigacdo revelou que a intoxicagéo
alimentar por S. aureus acarretou morbidade de 2.431 pessoas, tendo a carne
contaminada como o principal veiculo (65,71%) (MIAO et al., 2019).

A atuacao de algumas plantas medicinais indianas, incluindo A. sativum,
sao relatados em relagcédo ao seu efeito antibiofiime (LU et al., 2019). O uso de
compostos organossulfurados do A. sativum, no desenvolvimento de novos
agentes com atividade antibiofilme € promissor. Estes compostos podem alterar
composicdo do biofilme, mais especificamente, atuam reduzindo o teor de
carboidratos (BHATWALKAR et al., 2019). Contudo, muitas propriedades ainda
nao estao totalmente descritas. Como por exemplo, 0s mecanismos moleculares
envolvidos no controle e perturbacdo da sinalizacdo quorum sensing ou as
estruturas moleculares dos compostos bioativos que exerceram a atividade
antibiofilme (LU et al., 2019).

No presente estudo, o Oleo essencial de A. sativum foi o Unico que
conseguiu inibir satisfatoriamente a formacédo do biofilme de P. aeruginosa na
concentracdo de 16 pg/mL (4xCIM). O tratamento com OEAS conseguiu diferir
do controle positivo. As cepas de P. aeruginosa formam biofilmes resistentes e
com alta taxa de crescimento. Devido a alta resisténcia, os biofilmes de P.
aeruginosa conseguem se estabelecer de forma recorrente e persistente em
diversos tipos de ambientes, fato que ndo € necessariamente observado nas
mesmas bactérias quando se desenvolve na forma plancténica (CAIXETA et al.,
2019).

A P. aeruginosa é conhecida por deteriorar alimentos de origem animal e
produzir importantes toxinas envolvidas em intoxicagbes alimentares. Esta

bactéria pode multiplicar-se em condicdes de baixas concentracdes de
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nutrientes e sado descritas como psicotroficas, uma caracteristica significativa
para a contaminacao de pescados, leite e carnes. Apds a contaminagdo com P.
aeruginosa, ha a producédo de aromas anormais (aldeidos, cetonas e ésteres) e
aminas biogénicas, identificados nas intoxicacfes alimentares. Além disso, a
acao de enzimas lipoliticas e proteoliticas termotolerantes reduzem a qualidade
e vida de prateleira do produto processado (BRUCKNER et al., 2012).

A alicina é citada por autores para justificar a inibicdo da formacao de
biofiilmes pelo OEAS (FARRAG et al., 2019). Devido as caracteristicas
hidrofébicas, a alicina consegue facilmente penetrar na estrutura dos
exopolissacarideos (EPS) no biofilme e interagir com moléculas microbianas
(MIRON et al., 2000; ZAINAL et al., 2021). Em niveis subinibitérios, este
composto inibe a aderéncia, além de atuar regulando negativamente a
expressdo de genes do biofime (WU et al.,, 2015; FARRAG et al.,, 2019).
Registra-se que a alicina também inibe sintese de RNA e a biossintese de
lipidios, provocando danos a parede celular em muitas bactérias (FELDBERG et
al., 1988; GHANNOUM, 1988; SUBBANNA; GOPENATH; BASALINGAPPA,
2020).

Resultados encontrados no presente trabalho, tiveram que a alicina é a
segunda substancia em maior concentragdo do OEAS, com 18,22%. Assim
como apontado por diversos autores, a alicina poder ser indicada como um dos
principais fatores na inibicdo da formacédo de biofilmes bacterianos, podendo
atuar de forma sinérgica ou individual com os demais compostos do OEAS
(MIRON et al., 2000; ZAINAL et al., 2021).
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CONCLUSAO

Os oleos essenciais extraidos de R. officinalis, A. sativum, Z. officinale
demonstraram ser ricos em compostos monoterpenos, sesquiterpenos e
substancias organossulfuradas, substancias que apresentam diversas
atividades bioldgicas;

O oleo essencial de R. officinalis apresentou efeito satisfatorio contra as
células plancténicas das cepas testadas, possivelmente pela presenca do
1,8-cineol, Borneol, Canfeno e Canfora,

Em testes com biofilmes, o 6leo essencial de R. officinalis conseguiu inibir
apenas o biofilme formado por S. aureus. Mesmo assim, os tratamentos
com o 2xCIM e 4xCIM conseguiram ser mais efetivos em comparagao ao
antibidtico;

O oOleo essencial de Z. officinale conseguiu ter, em concentracbes
minimas satisfatorias, efeitos bactericidas, bacteriostéticos e antibiofilme
frente a quase todas as cepas testadas;

Com excecéao do biofilme formado por P. aeruginosa, o Z. officinale inibiu
em 100% a formacdo dos biofimes em pelo menos uma das
concentracbes subinibitérias  utilizadas, apresentando diferenca
estatistica do tratamento com o antibiotico.

A alta concentragdo da Alicina pode estar relacionada com a expressiva
atividade antibacteriana do 6leo essencial de Allium sativum frente as
bactérias E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa;

O ¢6leo essencial de A. sativum foi efetivo na inibicdo de todos os biofilmes,
com indices chegando a mais de 70% de inibicdo, em pelo menos uma
das concentracdes testadas. E para o tratamento frente ao biofilme
formado por S. aureus, S. Typhimurium, K. pneumoniae e P. aeuginosa,
0 A. sativum;

O uso dos 6leos essenciais de Z. officinale e A. sativum na prevencao da
formacao de biofilmes em alimentos demonstra o potencial que estes
Oleos apresentam na conservacdo de alimentos, visto a atividade
satisfatoria frente a bactérias e biofilmes envolvidos em contaminacdes
alimentares, necessitando entdo, de estudos mais aprofundados que

comprovem a sua efetividade.
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8 PERPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho forneceu dados sobre o potencial dos Oleos
essenciais de planta condimentares contra bactérias, que sdo comumente
encontradas como contaminantes de alimentos e que provocam ou envolvidas
graves infeccOes bacterianas. Com a proposta de desenvolver novas alternativas
para a conservacao de alimentos, utilizando os 6leos essenciais, os resultados
encontrados na presente pesquisa poderdo servir para que pesquisadores
avaliem a efetividades destes 6leos essenciais em diferentes parametros, como
na inibicdo de crescimento bacteriano em modelos alimentares e toxicidade do
Oleo essencial em modelos in vivo.

O desenvolvimento de alternativas para inibicdo e erradicacdo de
bactérias sera uma necessidade cada vez mais urgente. Os seguimentos nas
areas da quimica, bioquimica, farmacologia, informatica e biologia, fornecem
informacBes importantes para o desenvolvimento de novos antimicrobianos
(GUIDO; ANDRICOPULO, 2008). Por isso, pesquisas devem abranger a
interdisciplinaridade, para que os dados cada vez mais completos e confiaveis
sejam fornecidos, auxiliando na aprovacdo e comercializacdo de novos

antibacterianos.
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9 ANEXOS

ANEXO 1- Célculo de inibicao do crescimento do biofilme formado pelas bactérias E. coli (B1), S. aureus (B2), K. pneumoniae (B3), S.
Typhimurium (B4) e P. aeruginosa (B5) frente ao 6leo de Rosmarinus officinalis, utilizando a equacgéo de Santos (2016) ap6s a Medigéo
da densidade o6ptica (D.O)

B1 258 pg/mL | 128 pg/mL | 64 pg/mL | 32 pg/mL | 16 pg/mL | 8 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL 1 pg/mL | 0,5 pg/mL
0,104 0,094 0,097 0,1 0,098 0,165 0,437 0,384 0,353 0,239
D.O 0,086 0,093 0,093 0,101 0,101 0,109 0,108 0,261 0,279 0,215
0,097 0,094 0,099 0,092 0,128 0,103 0,125 0,229 0,138 0,095
Média 0,0957 0,0937 0,0963 0,0977 0,1090 0,1257 0,2233 0,2913 0,2567 0,1830
EQUA(;AO 1,4519 1,3292 1,4928 1,5746 2,2699 3,2924 9,2843 13,4560 11,3292 6,8098
% de inibicdo -45,19 -32,92 -49,28 -57,46 -126,99 -229,24 -828,43 -1245,60 -1032,92 -580,98
B2 258 pg/mL | 128 pg/mL | 64 pg/mL | 32 pg/mL | 16 pg/mL | 8 pg/mL 4 pg/mL | 2pg/mL | 1 pg/mL 0,5 pg/mL
0,085 0,092 0,089 0,091 0,091 0,08 0,091 0,135 0,284 0,117
D.O. 0,084 0,092 0,091 0,09 0,092 0,133 0,091 0,126 0,254 0,126
0,048 0,088 0,089 0,095 0,097 0,091 0,091 0,141 0,198 0,092
Média 0,0723 0,0907 0,0897 0,0920 0,0933 0,1013 0,0910 0,1340 0,2453 0,1117
EQUACAO 0,0067 0,3733 0,3533 0,4000 0,4267 0,5867 0,3800 1,2400 3,4667 0,7933
% de inibicao 99,33 62,67 64,67 60,00 57,33 41,33 62,00 24,00 | -246,67 20,67




B3 258 pg/mL 128 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL 16 pug/mL 8 ug/mL | 4 pg/mL | 2 pg/mL pg/lmL 0,5 pg/mL
0,087 0,097 0,092 0,096 0,098 0,12 0,143 0,286 0,36 0,148
D.O 0,1 0,1 0,097 0,098 0,095 0,14 0,12 0,286 0,249 0,175
0,102 0,1 0,097 0,096 0,098 0,14 0,143 0,294 0,249 0,129
Média 0,0963 0,0990 0,0953 0,0967 0,0970 0,1333 0,1353 0,2887 0,2860 0,1507
EQUACAO 2,2121 2,4545 2,1212 2,2424 2,2727 5,5758 5,7576 19,6970 | 19,4545 7,1515
% de inibigao -121,21 -145,45 -112,12 -124,24 -127,27 -457,58 | -475,76 | -1869,70 184_5 45 -615,15
B4 258 pg/mL | 128 pg/mL 64 pg/mL | 32 pg/mL 16 pg/mL | 8pg/mL | 4pg/mL | 2pg/mL | 1pg/mL | 0,5 pg/mL
0,089 0,094 0,098 0,087 0,106 0,127 0,127 0,118 0,118 0,107
DO 0,089 0,094 0,088 0,09 0,09 0,127 0,127 0,136 0,122 0,095
0,089 0,08 0,088 0,093 0,106 0,127 0,127 0,136 0,202 0,108
Média 0,0890 0,0893 0,0913 0,0900 0,1007 0,1270 0,1270 0,1300 0,1473 0,1033
EQUACAO 0,6615 0,6744 0,7523 0,7004 1,1154 2,1401 2,1401 2,2568 2,9313 1,2192
% de inibigdo 33,85 32,56 24,77 29,96 -11,54 -114,01 -114,01 -125,68 -193,13 -21,92
B5 258 ug/mL | 128 pg/mL 64 ug/mL 32 ug/mL 16 pg/mL 8 ug/mL 4 pg/mL 2ug/mL | 1 pg/mL pgir?]L
0,095 0,114 0,11 0,1 0,095 0,105 0,128 0,128 0,127 0,114
D.O 0,098 0,093 0,092 0,111 0,094 0,117 0,115 0,133 0,16 0,129
0,128 0,113 0,099 0,106 0,105 0,127 0,114 0,162 0,209 0,118
Média 10,6061 10,5051 8,5859 10,2020 7,8788 13,4343 14,2424 20,9091 | 28,2828 | 14,6465
EQUACAO 1060,6061 | 1050,5051 858,5859 | 1020,2020 | 787,8788 | 1343,4343 | 1424,2424 | 2090,909 | 2828,282 | 1464,646
% de inibigdo -960,61 -950,51 -758,59 -920,20 -687,88 -1243,43 -1324,24 | -1990,91 | -2728,28 | -1364,65
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ANEXO 2- Calculo de inibicdo do crescimento do biofilme formado pelas bactérias E. coli (B1), S. aureus (B2), K. pneumoniae (B3), S.
Typhimurium (B4) e P. aeruginosa (B5) frente ao 6leo de Zingiber officinale, utilizando a equacéo de Santos (2016) apds a Medicéo da
densidade optica (D.O)

B1 258 pg/mL | 128 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL | 16 pg/mL | 8 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL | 1 pg/mL | 0,5 pg/mL
0,064 0,055 0,056 0,057 0,061 0,1 0,135 0,121 0,129 0,125
D.O 0,048 0,06 0,052 0,059 0,056 0,075 0,098 0,092 0,107 0,083
0,048 0,069 0,076 0,058 0,089 0,089 0,097 0,117 0,119 0,094
Média 0,0533 0,0613 0,0613 0,0580 0,0687 0,0880 0,1100 0,1100 0,1183 0,1007
EQUACAO -1,1452 -0,6544 -0,6544 -0,8589 -0,2045 0,9816 2,3313 2,3313 2,8425 1,7587
% de inibicdo | 214,52 165,44 165,44 185,89 120,45 1,84 -133,13 -133,13 | -184,25 | -7587
B2 258 ug/mL | 128 pg/mL 64 ug/mL 32 ug/mL 16 ug/mL | 8 pug/mL | 4pg/mL | 2 pug/mL | 1 pg/mL | 0,5 pg/mL
0,05 0,058 0,058 0,081 0,062 0,062 0,084 0,077 0,081 0,086
D.O 0,046 0,058 0,069 0,079 0,063 0,062 0,066 0,072 0,081 0,08
0,052 0,072 0,058 0,055 0,063 0,058 0,066 0,077 0,078 0,08
Média 0,0493 0,0627 0,0617 0,0717 0,0627 0,0607 0,0720 0,0753 0,0800 0,0820
EQUACAO -45,3333 -18,6667 -20,6667 -0,6667 -18,6667 | -22,6667 | 0,0000 6,6667 | 16,0000 | 20,0000
% de inibigdo 145,33 118,67 120,67 100,67 118,67 122,67 100,00 93,33 84,00 80,00
B3 258 pg/mL | 128 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL 16 pg/mL | 8 pg/mL 4 pg/mL | 2 pg/mL | 1 pg/mL | 0,5 pg/mL
0,055 0,053 0,058 0,055 0,062 0,061 0,067 0,082 0,076 0,069
D.O 0,047 0,052 0,053 0,055 0,058 0,056 0,058 0,057 0,07 0,069
0,077 0,07 0,066 0,068 0,06 0,063 0,06 0,08 0,078 0,091




Média 0,0597 0,0583 0,0590 0,0593 0,0600 0,0600 0,0617 0,0730 0,0747 0,0763
EQUACAO -1,1212 -1,2424 -1,1818 -1,1515 -1,0909 -1,0909 -0,9394 0,0909 0,2424 0,3939
% de inibic&o 212,12 224,24 218,18 215,15 209,09 209,09 193,94 90,91 75,76 60,61
B4 258 pug/mL | 128 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL | 16 pg/mL | 8pupg/mL | 4 pg/mL | 2 pg/mL 1pg/mL | 0,5 pg/mL
0,065 0,063 0,053 0,052 0,055 0,061 0,059 0,101 0,074 0,112
D.O 0,059 0,063 0,049 0,053 0,055 0,056 0,059 0,101 0,103 0,112
0,059 0,053 0,052 0,052 0,056 0,054 0,055 0,101 0,103 0,084
Média 0,0610 0,0597 0,0513 0,0523 0,0553 0,0570 0,0577 0,1010 0,0933 0,1027
EQUACAO -0,4280 -0,4799 -0,8042 -0,7652 -0,6485 -0,5837 -0,5577 1,1284 0,8301 1,1933
% de inibicédo 142,80 147,99 180,42 176,52 164,85 158,37 155,77 -12,84 16,99 -19,33
B5 258 ug/mL | 128 pg/mL 64 ug/mL 32 ug/mL 16 pg/mL 8ug/mL | 4pg/mL | 2pug/mL | 1pg/mL | 0,5 pug/mL
0,054 0,056 0,053 0,062 0,059 0,059 0,081 0,082 0,079 0,077
D.O 0,053 0,059 0,061 0,057 0,059 0,073 0,063 0,077 0,079 0,077
0,055 0,056 0,061 0,058 0,059 0,073 0,081 0,077 0,079 0,077
Média -5,4545 -4,5455 -4,1414 -3,9394 -3,9394 -1,1111 0,9091 2,0202 2,1212 1,5152
EQUACAO -545,4545 -454,5455 -414,1414 | -393,9394 | -393,9394 | -111,1111 | 90,9091 | 202,0202 | 212,1212 | 151,5152
% de inibic&do 645,45 554,55 514,14 493,94 493,94 211,11 9,09 -102,02 -112,12 -51,52
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ANEXO 3- Calculo de inibicdo do crescimento do biofilme formado pelas bactérias E. coli (B1), S. aureus (B2), K. pneumoniae (B3), S.
Typhimurium (B4) e P. aeruginosa (B5) frente ao 6leo de Allium sativum, utilizando a equacédo de Santos (2016) apds a Medicao da

densidade optica (D.O).

Bl 258 pg/mL | 128 pg/mL | 64 pg/mL | 32 pg/mL | 16 ug/mL | 8 ug/mL | 4 ug/mL | 2 pg/mL | 1 pg/mL 0,5 pg/mL
0,09 0,086 0,077 0,08 0,083 0,103 0,1 0,192 0,168 0,08
D.O 0,113 0,075 0,076 0,073 0,088 0,095 0,1 0,098 0,097 0,161
0,06 0,069 0,074 0,073 0,086 0,095 0,091 0,098 0,084 0,142
Média 0,9611 0,2863 0,2249 0,2045 0,8384 1,5746 1,5337 3,5174 2,7198 3,4151
EQUACAO 96,1145 28,6299 22,4949 20,4499 83,8446 | 157,4642 | 153,3742 | 351,7382 | 271,9836 | 341,5133
% de inibigdo 3,89 71,37 77,51 79,55 16,16 -57,46 -53,37 -251,74 | -171,98 -241,51
B2 258 pg/mL | 128 pg/mL | 64 pg/mL | 32 pg/mL | 16 pg/mL | 8 pg/mL | 4 pg/mL | 2 pg/mL 1 pg/mL 0,5 pg/mL
0,067 0,071 0,07 0,07 0,071 0,075 0,096 0,096 0,101 0,094
D.O 0,067 0,071 0,076 0,07 0,071 0,07 0,09 0,1 0,111 0,105
0,067 0,074 0,073 0,07 0,071 0,075 0,108 0,096 0,102 0,094
Média 0,0670 0,0720 0,0730 0,0700 0,0710 0,0733 0,0980 0,0973 0,1047 0,0977
EQUACAO -0,1000 0,0000 0,0200 -0,0400 -0,0200 0,0267 0,5200 0,5067 0,6533 0,5133
% de inibicdo 110,00 100,00 98,00 104,00 102,00 97,33 48,00 49,33 34,67 48,67
B3 258 pug/mL | 128 pg/mL | 64 pg/mL 32 pg/mL 16 pg/mL 8 ug/mL | 4pg/mL | 2ug/mL | 1pg/mL | 0,5 pg/mL
0,11 0,075 0,07 0,071 0,074 0,07 0,089 0,095 0,125 0,101
D.O 0,082 0,065 0,081 0,087 0,073 0,069 0,094 0,093 0,105 0,088
0,082 0,078 0,086 0,085 0,091 0,121 0,108 0,106 0,108 0,116
Média 1,7576 0,0606 0,6364 0,8182 0,6667 1,3333 2,2727 2,3636 3,6970 2,6970




EQUACAO 175,7576 6,0606 63,6364 81,8182 66,6667 | 133,3333 | 227,2727 | 236,3636 | 369,6970 | 269,6970
% de inibicao -75,76 93,94 36,36 18,18 33,33 -33,33 -127,27 | -136,36 | -269,70 | -169,70
B4 258 ug/mL | 128 pg/mL | 64 pg/mL | 32 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 4 pg/mL 2ug/mL | 1pg/mL | 0,5 pg/mL
0,073 0,074 0,069 0,065 0,092 0,087 0,108 0,128 0,102 0,108
D.O 0,073 0,071 0,073 0,07 0,07 0,091 0,096 0,106 0,116 0,115
0,073 0,071 0,073 0,07 0,07 0,091 0,096 0,106 0,116 0,115
Média 0,0730 0,0720 0,0717 0,0683 0,0773 0,0897 0,1000 0,1133 0,1113 0,1127
EQUACAO 0,0389 0,0000 -0,0130 -0,1427 0,2075 0,6874 1,0895 1,6083 1,5305 1,5824
% de inibicao 96,11 100,00 101,30 114,27 79,25 31,26 -8,95 -60,83 -53,05 -58,24
B5 258 ug/mL | 128 pg/mL | 64 pg/mL 32 pug/mL 16 pg/mL 8 ug/mL 4pug/mL | 2pg/mL | 1pg/mL | 0,5 pg/mL
0,077 0,07 0,066 0,067 0,062 0,092 0,101 0,101 0,103 0,103
D.O 0,077 0,07 0,067 0,061 0,06 0,092 0,085 0,106 0,115 0,103
0,077 0,07 0,067 0,061 0,06 0,092 0,101 0,101 0,115 0,103
Média 0,1946 -0,0778 -0,2075 -0,3502 -0,4410 0,7782 0,9209 1,1933 1,5175 1,2062
EQUACAO 19,4553 -7,7821 -20,7523 -35,0195 | -44,0986 | 77,8210 | 92,0882 | 119,3256 | 151,7510 | 120,6226
% de inibicéo 80,54 107,78 120,75 135,02 144,10 22,18 7,91 -19,33 -51,75 -20,62
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