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RESUMO

Ocimum gratissimum, popularmente conhecido no Brasil como “alfavaca, manjericéo,
alfavacdo ou alfavaca-cravo”, pertence a familia Lamiaceae, é nativo da Africa e da Asia e
apresenta ampla distribuicdo em territorio brasileiro. Estudos sobre seus usos terapéuticos
revelam expressiva diversidade farmacologica, com propriedades antibacterianas,
antifungicas, hipoglicemiantes e antioxidantes ja documentadas em diferentes modelos
experimentais. Diversos monoterpenos e sesquiterpenos biologicamente ativos foram
descritos para o género, sendo especialmente relevante seu potencial antimicrobiano.
Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma microemuls&o a partir
do dleo essencial de Ocimum gratissimum (OEOG), obtido por hidrodestilagdo das folhas.
Os 6leos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS), e posteriormente avaliados quanto a influéncia sazonal e circadiana
sobre a composi¢ao quimica, bem como quanto as atividades antioxidante, citotoxica,
antibacteriana e antifungica. Observou-se variag&o significativa no rendimento e nos teores
dos constituintes do 6leo essencial ao longo dos periodos avaliados. Em média, foram
identificados 23 compostos, com carvacrol (38,4% — 63,5%), p-cimeno (9,3% — 19,3%) e y-
terpineno (8,7% — 27,9%) como constituintes majoritarios em todas as amostras. Para o
desenvolvimento da microemulsdo, foi construido um diagrama de fases, permitindo a
identificacdo da proporgédo mais estavel do sistema, composta por 18,2% de 6leo, 72,7%
de surfactante/cosurfactante e 9,1% de agua. A formulacéo selecionada (MEG) foi
caracterizada quanto ao tamanho de particula (43,82 £ 0,319 nm), indice de polidispersao
(0,416 + 0,021), potencial zeta (-26,2 mV), estabilidade térmica, condutividade (76,8
puS/cm) e pH (6,42 — 5,37). A analise por GC-MS do headspace confirmou a incorporagao
do 6leo essencial a matriz microemulsionada, evidenciando os principais constituintes
carvacrol (40,39%), y-terpineno (22,51%) e p-cimeno (12,57%) presentes na MEG6. A
microemulsdo apresentou desempenho bioldgico superior quando comparada ao Controle
Negativo (ME-Controle Negativo) e ao 6leo essencial isolado (OE) frente a todos os
microrganismos avaliados, tanto em termos de atividade bacteriostatica (CIM) quanto
atividade bactericida (CBM). Destacou-se notadamente contra Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae, mantendo elevada inibigdo do crescimento microbiano mesmo na
concentragcdo de 2000 mg/mL. As analises microbioldégicas demonstraram que a

microemulsdo (MEG) apresentou valores de CIM entre 15,62 e 250 mg/mL frente as
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bactérias testadas, enquanto o dleo essencial isolado exibiu CIM variando de 250 a 2000
mg/mL, indicando aumento de até 16 vezes na poténcia antimicrobiana apods
microemulsificag&o. A atividade antifungica também foi intensificada, com redugéo da CFM
de 500 mg/mL (OE) para 15,62 mg/mL (MEG) frente as cepas de Candida albicans e
Candida parapsilosis. No ensaio antioxidante, a microemuls&o exibiu ICs, de 39,38 mg/mL,
enquanto o Oleo essencial isolado apresentou ICs, de 70,51 mg/mL, confirmando
incremento de 44,14% na capacidade antioxidante decorrente da microemulsificacdo. Em
estudos de hemodlise, o OEOG apresentou valores inferiores a 10% apenas em
concentragdes abaixo de 500 pg/mL, variando de 9,8% (500 pyg/mL) a 9,6% (15,62 pg/mL).
Para a microemulsdo, entretanto, os valores de hemdlise permaneceram abaixo de 10%
desde concentragdes mais elevadas (2000 ug/mL), atingindo 0,3% na menor concentragao
testada (15,62 pug/mL), evidenciando perfil citotoxico consideravelmente mais brando da
formulagcdo microestruturada em comparacdo ao 6leo essencial livre. Diante desses
resultados, a microemulsao contendo 6leo essencial de Ocimum gratissimum demonstrou
clara superioridade em relagdo ao 6leo essencial ndo formulado, apresentando maior
atividade antimicrobiana e antioxidante, aliada a significativa reducédo da citotoxicidade.
Essa combinagdo de elevada estabilidade fisico-quimica, maior eficiéncia bioldgica e
melhor perfil de seguranga reforga o potencial da formulagdo como candidata promissora
para o desenvolvimento de medicamentos topicos com agéo antibacteriana e antifungica.
Os achados deste estudo contribuem para o avango de tecnologias farmacéuticas aplicadas
a produtos naturais e sinalizam perspectivas relevantes para futuras aplicagdes clinicas e

biotecnologicas.

Palavras-chave: Carvacrol; Atividade antioxidante, atividade citotoxica; Atividade

antibacteriana; Atividade antifungica.
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ABSTRACT

Ocimum gratissimum, popularly known in Brazil as “alfavaca,” “manjericdo,” “alfavacéo,”
or “alfavaca-cravo,” belongs to the Lamiaceae family, is native to Africa and Asia, and is
widely distributed throughout Brazil. Studies on its therapeutic applications have revealed
significant pharmacological diversity, with antibacterial, antifungal, hypoglycemic, and
antioxidant properties documented in different experimental models. Several biologically
active monoterpenes and sesquiterpenes have been described for this genus, especially
regarding its antimicrobial potential. In this context, the aim of this study was to develop a
microemulsion containing Ocimum gratissimum essential oil (OGEQO), obtained by
hydrodistillation of the leaves. The essential oils were analyzed by gas chromatography
coupled with mass spectrometry (GC-MS) and subsequently evaluated regarding seasonal
and circadian influences on chemical composition, as well as antioxidant, cytotoxic,
antibacterial, and antifungal activities. Significant variations were observed in both yield
and concentration of the essential oil constituents throughout the evaluated periods. On
average, 23 compounds were identified, with carvacrol (38.4%—63.5%), p-cymene (9.3%—
19.3%), and y-terpinene (8.7%—-27.9%) being the major constituents in all samples. For
microemulsion development, a phase diagram was constructed, allowing the identification
of the most stable system proportion, composed of 182% oil, 72.7%
surfactant/cosurfactant, and 9.1% water. The selected formulation (MEG) was
characterized in terms of particle size (43.82 + 0.319 nm), polydispersity index (0.416 %
0.021), zeta potential (-26.2 mV), thermal stability, conductivity (76.8 yS/cm), and pH
(6.42-5.37). Headspace GC-MS analysis confirmed the incorporation of the essential oil
into the microemulsion matrix, highlighting carvacrol (40.39%), y-terpinene (22.51%), and
p-cymene (12.57%) as the major constituents present in ME6. The microemulsion
exhibited superior biological performance compared to the Negative Control (ME-Negative
Control) and the isolated essential oil (EO) against all tested microorganisms, both in terms
of bacteriostatic activity (MIC) and bactericidal activity (MBC). Notably, it demonstrated
strong inhibitory effects against Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae,
maintaining high microbial growth inhibition even at a concentration of 2000 mg/mL.
Microbiological analyses demonstrated that the microemulsion (MEG) presented MIC

values ranging from 15.62 to 250 mg/mL against the tested bacteria, whereas the isolated
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essential oil exhibited MIC values ranging from 250 to 2000 mg/mL, indicating up to a 16-
fold increase in antimicrobial potency after microemulsification. Antifungal activity was also
enhanced, with a reduction in the minimum fungicidal concentration (MFC) from 500
mg/mL (EO) to 15.62 mg/mL (MEG6) against Candida albicans and Candida parapsilosis
strains. In the antioxidant assay, the microemulsion exhibited an ICs, value of 39.38
mg/mL, whereas the isolated essential oil showed an ICs, value of 70.51 mg/mL,
confirming a 44.14% increase in antioxidant capacity after microemulsification. In
hemolysis assays, OGEO showed values below 10% only at concentrations lower than
500 pg/mL, ranging from 9.8% (500 pg/mL) to 9.6% (15.62 pg/mL). In contrast, the
microemulsion maintained hemolysis values below 10% even at higher concentrations
(2000 pg/mL), reaching 0.3% at the lowest tested concentration (15.62 pg/mL),
demonstrating a considerably milder cytotoxic profile compared to the free essential oil.
Taken together, these results demonstrate that the microemulsion containing Ocimum
gratissimum essential oil exhibited clear superiority over the non-formulated essential all,
presenting enhanced antimicrobial and antioxidant activities associated with a significant
reduction in cytotoxicity. This combination of high physicochemical stability, improved
biological efficiency, and enhanced safety profile reinforces the potential of this formulation
as a promising candidate for the development of topical pharmaceutical products with
antibacterial and antifungal properties. The findings of this study contribute to the
advancement of pharmaceutical technologies applied to natural products and highlight

relevant perspectives for future clinical and biotechnological applications.

Keywords: Carvacrol; Antioxidant activity; Cytotoxic activity; Antibacterial activity; Antifungal

activity.
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1. INTRODUGAO

O crescente avango da resisténcia microbiana e a reducéo da eficacia de agentes
antimicrobianos convencionais tém impulsionado o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas capazes de superar limitagbes farmacocinéticas e farmacodinamicas dos
tratamentos disponiveis, especialmente frente a espécies associadas a infecgdes de dificil
manejo clinico (Howden et al., 2010; Reardon, 2020). Nesse contexto, a nanotecnologia
tem se destacado como ferramenta estratégica para otimizar a agdo de substancias
bioativas, uma vez que permite maior estabilidade, maior permeabilidade e liberagao
controlada de compostos com reconhecido potencial farmacologico (Venugopal et al., 2009;
Nguyen et al., 2021).

Entre os sistemas nanotecnoldgicos, as microemulsées tém despertado crescente
interesse devido a sua capacidade de incorporar componentes hidrofilicos e lipofilicos,
formagdo espontanea, elevada estabilidade termodindmica, facil preparo e custo
relativamente baixo, caracteristicas que favorecem aplicagées biomédicas, farmacéuticas
e dermatoldgicas (Preto, 2016; Kanwar et al., 2021). Além disso, tais sistemas possibilitam
reducdo da volatilidade, protecdo contra degradagdo quimica e aumento da
biodisponibilidade de substancias bioativas, especialmente compostos naturais de origem
vegetal, cuja acdo terapéutica muitas vezes é limitada pela baixa solubilidade e
instabilidade em meios convencionais (Yadav et al., 2016; Ahmadi-Sefat et al., 2022).
Diante desse cenario, a incorporacéo de Oleos essenciais em sistemas microemulsionados
tem se apresentado como alternativa promissora para potencializar efeitos antimicrobianos,
antifungicos e anti-inflamatorios, constituindo uma abordagem relevante para o

desenvolvimento de formulagdes tdpicas inovadoras.

Nesse sentido, estudos recentes tém demonstrado que Oleos essenciais ricos em
compostos fendlicos apresentam significativa atividade antimicrobiana e sdo candidatos
estratégicos a incorporagdo em microemulsées com finalidades terapéuticas (Nganteng et
al., 2022). Assim, plantas medicinais e seus 0Oleos essenciais, particularmente espécies
pertencentes a familia Lamiaceae, vém sendo utilizados como fonte de moléculas ativas
para aplicacdo em sistemas farmacéuticos inovadores, incluindo formulacbes

antimicrobianas de uso tépico.
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O género Ocimum, pertencente a familia Lamiaceae, € composto por mais de 150
espécies, distribuidas por regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa e Américas (Verma
et al., 2013). Entre elas, destaca-se a Ocimum gratissimum, popularmente conhecida como
alfavaca ou alfavaca-cravo (Passos; Carvalho; Wiest, 2009), cultivada devido ao 6leo
essencial presente em suas folhas e caules (Akinmoladun et al., 2007). O extrato e 6leo
essencial dessa planta sao utilizados no tratamento de diversas condi¢des, como infeccoes
respiratorias, diarreia, doengas gastrointestinais, entre outras (Passos; Wiest, 2009;
Akinmoladun et al., 2007). Além disso, seu 6leo essencial possui propriedades analgésicas,
antibacterianas, antifungicas, antioxidantes e inseticidas (Freire; Marques; Costa, 2006;
Franco et al., 2007).

A espécie Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) estda amplamente distribuida no
Brasil, incluindo ocorréncia confirmada nas regides Norte (Acre, Amazonas, Roraima) e
Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhao, Paraiba, Piaui, Sergipe) (Reflora, 2024). Em especial,
no Nordeste brasileiro, seu uso medicinal € amplamente difundido em comunidades locais,
onde é empregada tradicionalmente no tratamento de diversas enfermidades (Fitoterapia
Brasil, 2024).

Essa ampla distribuicdo, associada ao conhecimento popular sobre suas
propriedades terapéuticas, refor¢a a relevancia de estudos voltados a caracterizagao e ao
aproveitamento cientifico dessa espécie no contexto regional. Assim, considerando que o
estado do Maranhado integra sua area natural de ocorréncia, torna-se pertinente o
desenvolvimento de pesquisas voltadas ao estudo do oleo essencial de Ocimum
gratissimum (OEOG) e a aplicagcdo de tecnologias inovadoras, como sistemas
microemulsionados, visando a obten¢ao de formulagdes mais estaveis e eficientes para

uso farmacéutico (Scientia Amazénia, 2018).

O surgimento de micro-organismos multirresistentes, como o Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), uma bactéria Staphylococcus aureus que se tornou
resistente a meticilina, as penicilinas, as cefalosporinas e a outros antibiéticos
betalactémicos, e a Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC), tem
dificultado significativamente o tratamento de infecgdes, tornando necessaria a busca por
novas solugdes terapéuticas (Silva, 2009; Howden et al., 2010). Nesse contexto, a

nanotecnologia surge como uma aliada promissora ao aprimorar as propriedades dos 6leos
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essenciais, reduzindo sua volatilidade e aumentando sua estabilidade (Grill et al., 2009;
Venugopal et al., 2009; Yadav et al., 2016). Em particular, as microemulsdes destacam-se
como veiculos eficazes para a administracdo de farmacos, por possibilitarem maior
permeabilidade, biodisponibilidade e estabilidade dos compostos bioativos (Silva et al.,
2015).

O presente trabalho propde um enfoque regionalizado, concentrando-se no estado
do Maranhdo, onde a espécie Ocimum gratissimum € amplamente encontrada, o que
confere maior relevancia ecoldgica e cientifica ao estudo. Pretende-se caracterizar o perfil
quimico do 6leo essencial obtido de plantas coletadas no municipio de Axixa, comparando-
o com dados provenientes de outras regides do Brasil, a fim de identificar possiveis
variagbes na composi¢cao em fungcédo de fatores como ambiente, momento de colheita e
meétodo de extragado. A partir dessa caracterizagao, busca-se otimizar o aproveitamento do
Oleo essencial por meio do desenvolvimento de formulagdes inovadoras que superem
limitagdes inerentes ao uso direto desses compostos naturais, como a baixa estabilidade e
a volatilidade.

O OEOG apresenta comprovada atividade antimicrobiana e antifungica atribuida
principalmente a presenca de fendis monoterpénicos como carvacrol, timol e eugenol,
moléculas capazes de desestabilizar membranas celulares microbianas, aumentar a
permeabilidade, provocar extravasamento de conteudo intracelular e desencadear morte
celular (Prabhu et al., 2009; Sousa et al., 2020; Coulibaly et al., 2023). Estudos recentes
demonstram eficacia significativa frente a Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e
espécies do género Candida, sugerindo elevado potencial terapéutico do o6leo para
formulagdes topicas antimicrobianas e aplicagcdes clinicas em infecgdes resistentes e
processos inflamatorios cutaneos (Nganteng et al.,, 2022; Ahmadi-Sefat et al., 2022;
Granados et al., 2024).

A incorporacao desse Oleo em sistemas microemulsionados, portanto, representa
um avango relevante para ampliar sua estabilidade fisico-quimica, reduzir efeitos
citotoxicos associados ao uso direto e potencializar sua acéo bioldgica, consolidando
Ocimum gratissimum como uma fonte promissora para desenvolvimento de fitopreparagdes

nanotecnoldgicas com finalidade farmacéutica e terapéutica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Oleos Essenciais

Os dleos essenciais tém sido utilizados ao longo da histéria por suas propriedades
terapéuticas, aromaticas e medicinais. Sdo compostos naturais altamente concentrados,
extraidos de plantas e valorizados por suas caracteristicas multifuncionais, que vao desde
0 uso em aromaterapia até aplicagbes farmacéuticas e cosméticas (Malinowski, 2010).
Conforme Bizzo e Rezende (2022), o mercado de O6leos essenciais tem crescido
significativamente na ultima década, refletindo um aumento na demanda por produtos

naturais e sustentaveis.

A definicdo de oOleos essenciais abrange varias caracteristicas intrinsecas a esses
compostos. Sdo substancias volateis extraidas de plantas aromaticas, geralmente por
destilagcao ou prensagem a frio. Esses 6leos contém a esséncia da planta, capturando seus
aromas caracteristicos e suas propriedades quimicas. A composi¢ao quimica dos 6leos
essenciais € complexa e inclui terpenos, alcoois, aldeidos, ésteres, cetonas e fendis, entre

outros compostos (Nascimento, 2020).

Os métodos de extracido de 6leos essenciais desempenham papel fundamental na
obtengao de produtos com elevada qualidade fisico-quimica e biolégica. Entre os métodos
disponiveis, a destilagdo por arraste a vapor destaca-se como a técnica mais amplamente
empregada, consistindo na passagem de vapor de agua através do material vegetal,
promovendo a volatilizagdo dos compostos aromaticos. Posteriormente, esses compostos
sdo condensados e separados, originando o oleo essencial. Esse método apresenta ampla
aplicacdo devido a sua eficiéncia na preservacdo de constituintes volateis e
termossensiveis, minimizando processos de degradacg&o térmica e contribuindo para a
manutengao das propriedades quimicas e farmacoldgicas dos compostos extraidos (Dung
et al., 2021). A prensagem a frio, por outro lado, é frequentemente usada para extrair 6leos
de frutas citricas, como laranja e limao. Esse método envolve a compressao das cascas
das frutas, liberando o 6leo essencial sem a necessidade de calor, o que ajuda a manter
suas propriedades naturais intactas (Al- Zahrani, 2021).
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De Almeida e Gherardi (2020) destacam a extragdo com dioxido de carbono em
estado supercritico (CO, supercritico) como um método moderno e eficiente para obtencao
de oOleos essenciais, permitindo elevada capacidade extrativa e menor degradagéo térmica
dos compostos bioativos. A composigao quimica desses Oleos é responsavel por suas
propriedades biolégicas e aromaticas, destacando-se o0s terpenos, especialmente
monoterpenos e sesquiterpenos, frequentemente associados as atividades antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria e antifungica. Compostos como limoneno, linalol, acetato de
linalila, terpinen-4-ol, carvacrol, timol, mentol e mentona apresentam reconhecida
relevancia farmacologica e ampla ocorréncia em espécies aromaticas. Dessa forma, os
Oleos essenciais possuem aplicagdes nas industrias farmacéutica, cosmética, alimenticia e
de fragrancias, devido as suas propriedades antissépticas, bactericidas, antifungicas e
inseticidas (Graga et al., 2005).

A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas de alguns compostos bioativos
frequentemente encontrados em 6leos essenciais. Essas moléculas foram selecionadas
devido a sua elevada ocorréncia em espécies aromaticas e a relevancia biologica descrita

na literatura cientifica.

Figura 1. Estruturas de alguns compostos presentes nos oleos essenciais
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Os 6leos essenciais podem ser extraidos de diferentes partes de uma mesma planta
e, apesar de possuirem aparéncia semelhante, como cor e textura, suas composicoes
quimicas, caracteristicas fisico-quimicas e aromas podem variar. Mesmo quando obtido do
mesmo 6rgédo e da mesma especie vegetal, a composigao quimica do 6leo essencial pode
sofrer alteragdes significativas, influenciadas por fatores como a estagdo do ano, o periodo
do dia, o estagio de desenvolvimento da planta, além das condigdes climaticas e do solo
(Borges et al., 2012; Almeida e Gherardl, 2020).

O mercado de Oleos essenciais tem se expandido globalmente, com um aumento na
demanda por produtos naturais e alternativas aos produtos quimicos sintéticos (Bizzo e
Rezende, 2022). Esse crescimento é impulsionado pelo interesse crescente em
aromaterapia, cuidados pessoais naturais e produtos farmacéuticos a base de plantas. No
Brasil, o mercado de 6leos essenciais também tem mostrado um crescimento significativo,
refletindo a riqueza da biodiversidade do pais e o potencial de desenvolvimento sustentavel
de novas fontes de Oleos essenciais.

Os odleos essenciais extraidos de plantas medicinais apresentam ampla atividade
fungicida e inseticida, constituindo alternativas promissoras aos agroquimicos
convencionais. Entre suas principais vantagens destacam-se a menor toxicidade ambiental,
a reducdo de impactos sobre organismos n&o alvo e a preservacdo do equilibrio
microbiolégico, o que contribui para minimizar o desenvolvimento de microrganismos
multirresistentes. Estudos evidenciam a eficacia desses compostos como fungicidas
naturais, com expressiva capacidade de inibicdo do crescimento fungico (Maia; Donato;
Fraga, 2015; Palfi; Konjevoda; VrandecCi¢, 2019).

Além da atividade antimicrobiana, os oleos essenciais sdo amplamente utilizados na
aromaterapia, atuando na promog¢ao do bem-estar fisico e emocional. A inalagcdo desses
compostos pode estimular o sistema limbico, associado as emog¢des e a memdria, sendo
oleos como lavanda e camomila reconhecidos por seus efeitos calmantes e pela redugao

do estresse e da ansiedade (Nascimento et al., 2020).

Os Oleos essenciais também possuem aplicagdes relevantes na industria cosmética
e de cuidados pessoais, em fung¢ao de suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias.
Incorporados em produtos como cremes, logdes, xampus e sabonetes, agregam beneficios

terapéuticos além do apelo sensorial. O crescimento da demanda por cosméticos naturais
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e sustentaveis tem impulsionado a inovacao e o desenvolvimento de formulagcbes a base

desses compostos, alinhadas as tendéncias globais de consumo consciente e
sustentabilidade (Amaefule, 2021).

2.2. Ocimum gratissimum (Alfavaca)

Ocimum gratissimum, popularmente conhecido como alfavaca, € uma planta
aromatica pertencente a familia Lamiaceae, amplamente cultivada e utilizada em diversas
regides do mundo. A espécie destaca-se por suas multiplas propriedades medicinais e pela
ampla aplicagcdo na medicina tradicional e contemporénea, especialmente devido ao
potencial antimicrobiano, antioxidante e anti-inflamatério de seus metabdlitos secundarios
(Akbar, 2020). A Figura 2 apresenta a espécie Ocimum gratissimum, evidenciando aspectos
morfoldgicos gerais da planta e das folhas, estruturas vegetais diretamente relacionadas a

producgao e ao acumulo de compostos bioativos presentes no 6leo essencial.
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Fonte: Do proprio Autor.

A planta Ocimum gratissimum, originaria do Sri Lanka, india, Ird, Africa e
Madagascar, € amplamente naturalizada em diversas regiées do mundo devido a sua

ampla adaptabilidade ecoldgica, que |he permite prosperar tanto em climas tropicais
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quentes e umidos quanto em regides subtropicais (Dung et al., 2021). No Brasil, &
conhecida por nomes como "alfavaca", "manjericido-cravo", "alfavaca-branca" e "quioié". A
planta pode atingir alturas de 0,5 a 1,5 metros e apresenta crescimento mais lento em
altitudes superiores a 1.000 metros. Suas folhas sao opostas, inteiras, pecioladas e de cor
verde, com margens dentadas. As flores sdo pequenas e agrupadas em inflorescéncias
eretas, geralmente dispostas em triades no apice. O fruto € uma pequena semente esférica

e preta (Cruz; Bezerra, 2017; Dung et al., 2021).

A planta apresenta aroma forte e caracteristico, atribuido a elevada concentragéo de
Oleos essenciais presentes nas folhas e flores. A composicdo quimica do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum (OEOG) pode variar conforme fatores ambientais e fisiolégicos, como
estacdo do ano, localizagédo geografica, estagio de desenvolvimento da planta e periodo de
coleta, influenciando diretamente a concentracdo dos compostos bioativos e,
consequentemente, suas propriedades biologicas (Benini et al., 2021; Akinmoladun et al.,
2007; Smitha; Tripathy, 2016). Entre os principais quimiotipos descritos para a espécie
destacam-se eugenol, timol e geraniol (Vianna, 2009), além de outros constituintes
frequentemente relatados na literatura, como metil eugenol, linalol e carvacrol (Martins,
2006; Archarna et al., 2022). Esses compostos estdo associados a importantes atividades
farmacoldgicas, especialmente antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias,

conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Estruturas de alguns quimiotipos encontrados na especie de Ocimum gratissimum
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Fonte: Adaptado de Monteiro, 2019.
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Estudos sobre a variabilidade quimica do 6leo essencial, em relacdo aos fatores
ambientais, podem fornecer informagdes valiosas sobre o polimorfismo quimico da planta
(Zouari et al.,, 2012). As propriedades farmacologicas de Ocimum gratissimum s&o
amplamente reconhecidas e tém sido objeto de diversos estudos cientificos. O 6leo
essencial extraido da planta é rico em compostos como eugenol, timol, carvacrol, geraniol

e limoneno, que s&o responsaveis por suas atividades bioldgicas (Dung et al., 2021).

A atividade antimicrobiana do OEOG foi demonstrada em varios estudos, incluindo
aquele realizado por Benini et al. (2021), que investigou o efeito do dleo essencial e do
extrato aquoso da planta sobre fitopatdgenos, revelando uma eficacia significativa na

inibicdo do crescimento de diversas espécies de fungos e bactérias.

Além de suas propriedades antimicrobianas, Ocimum gratissimum também possui
atividade antioxidante, como demonstrado por Orlanda e Bianca (2018). Os autores
investigaram a atividade antioxidante e fotoprotetora do extrato etandlico da planta,
destacando seu potencial para neutralizar radicais livres e proteger as células contra danos
oxidativos. Esta propriedade antioxidante é atribuida a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides na planta, que desempenham um papel crucial na protecdo celular e na

prevencao de doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

A utilizagdo tradicional de Ocimum gratissimum abrange uma ampla gama de
aplicagdes medicinais e culinarias. Na medicina tradicional, a planta é utilizada para tratar
uma variedade de condigdes, incluindo problemas respiratérios, infecgdes, dores de
cabeca, disturbios digestivos e inflamagbdes (Kumar; Lal, 2021) As folhas frescas sao
frequentemente mastigadas ou preparadas em infusbes para aliviar a tosse e outros
sintomas respiratorios (Rodrigues; Andrade, 2014). Os extratos aquosos e alcodlicos da
planta sao utilizados topicamente para tratar feridas, picadas de insetos e infeccbes
cutaneas, aproveitando suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias (Lisboa et
al., 2020).

No contexto contemporéaneo, Ocimum gratissimum continua a ser valorizado tanto
na medicina quanto na industria alimenticia e cosmética. Na medicina moderna, os extratos
e 0 Oleo essencial da planta sdo incorporados em formulagdes farmacéuticas para o
tratamento de infecgdes, inflamacgdes e outros disturbios. A pesquisa de Santana et al.

(2018) sobre a obtengao de 6leo essencial de alfavaca em diferentes partes da planta
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destaca a importancia de identificar a melhor parte da planta para a extragédo, garantindo a
maxima concentracdo de compostos ativos e, assim, a eficacia terapéutica dos produtos

derivados.

Na industria alimenticia, Ocimum gratissimum €& utilizado como um condimento e
conservante natural. Seu sabor pungente e aroma forte o tornam um ingrediente popular
em varias cozinhas tradicionais, especialmente na culinaria africana e asiatica. Além disso,
devido as suas propriedades antimicrobianas, o dleo essencial da planta é explorado como
um conservante natural em alimentos, ajudando a prolongar a vida util dos produtos sem a

necessidade de aditivos quimicos sintéticos (Nguefack et al., 2004).

Na cosmética, o OEOG é incorporado em produtos de cuidados com a pele e cabelos
devido as suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias. Orlanda e
Bianca (2018) destacam o potencial fotoprotetor do extrato etandlico da planta, sugerindo
seu uso em formulagcdes de protetores solares e produtos anti-envelhecimento. A
capacidade de proteger a pele contra os danos causados pelos raios UV e de neutralizar
os radicais livres posiciona Ocimum gratissimum como um ingrediente valioso na

formulacdo de cosméticos naturais e sustentaveis.

2.3. Microemulsoes

As microemulsdes podem ser definidas como sistemas contendo 6leo e agua
coexistindo em equilibrio termodinamico devido a presenca de um filme de tensoativos
(tensoativo e cotensoativo) na interface Oleo-agua (Pestana et al., 2009). Segundo
Damasceno e colaboradores (2011), o termo microemuls&o (ME) foi primeiramente utilizado
por Hoar e Schulman, na qual, utilizaram para definir um sistema transparente obtido pela

titulagdo de uma emulsdo com um alcool de cadeia média.

As microemulsdes sao sistemas coloidais isotropicos, transparentes e
termodinamicamente estaveis, compostos por uma mistura de agua, oleo, surfactantes e,
ocasionalmente, co-surfactantes (Lawrence e Rees 2000). Esses sistemas sao
caracterizados pela formagéo de pequenas goticulas de uma fase dispersa dentro de uma
fase continua, com tamanhos tipicos na faixa de 10 a 100 nandmetros. A definicdo e
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classificacdo de microemulsdes sao fundamentais para entender suas propriedades fisico-
quimicas e suas variadas aplicagdes em diferentes campos, incluindo farmacéutico,

cosmético, alimenticio e industrial.

As microemulsdes podem ser classificadas em trés tipos principais: 6leo em agua
(O/A), agua em o6leo (A/O) e bicontinuas (Figura 4). As microemulsdes do tipo O/A
consistem em goticulas de oOleo dispersas em uma fase continua de agua, enquanto as
microemulsdes A/O s&o formadas por goticulas de agua dispersas em uma fase continua
de 6leo. As microemulsdes bicontinuas apresentam uma estrutura em que as fases de 6leo
e agua se interpenetram, criando uma rede continua de ambas as fases (Gongalves, 2018).
A escolha do tipo de microemulsédo depende da natureza dos componentes utilizados e da
aplicacao desejada (Rambo et al., 2024).

Figura 4. Tipos de Microemulsdes.
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Fonte: Do proprio Autor, 2024.

As propriedades fisico-quimicas das microemulsdes sdo determinadas por varios

fatores, incluindo a composicado dos surfactantes e co-surfactantes, a proporgcao entre as
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fases aquosa e oleosa, e as condigdes ambientais como temperatura e pH. Os surfactantes
desempenham um papel crucial na estabilizacdo das microemulsdes, reduzindo a tensao
interfacial entre as fases e facilitando a formagédo de goticulas estaveis (Ansel, Allen,
Popovich, 2013). Uma das ferramentas mais utilizadas para a obtengado de microemulsdes
(6leo/agualtensoativo) é o Diagrama de Fases Pseudoternario (DFTP), que apresenta uma
representacao grafica composta pelas fases que formam um ME: fase aquosa, fase oleosa
e tensoativo/cotensoativo. Sua principal fungdo € caracterizar o dominio da regiao
microemulsionada do sistema em estudo, possibilitando a identificacdo das proporcoes
mais adequadas entre seus componentes. Entre as principais vantagens dessa abordagem
destaca-se a selec¢do de regides com propriedades fisico-quimicas mais apropriadas, como
viscosidade, estabilidade e homogeneidade, de acordo com a finalidade da formulagéo
desenvolvida (Damasceno et al., 2011).

A estabilidade termodindmica das microemulsdes € uma de suas principais
vantagens, permitindo que esses sistemas se formem espontaneamente e permanegcam
estaveis ao longo do tempo sem a necessidade de energia adicional. Isso contrasta com
as emulsdes convencionais, que sado cineticamente estaveis e requerem agentes
emulsionantes e energia mecénica para se formar e manter a estabilidade. Além disso, as
microemulsdes apresentam alta capacidade de solubilizagdo para substancias lipofilicas e
hidrofilicas, devido a sua estrutura de goticulas nanométricas, o que as torna ideais para a
incorporagao de ativos farmacéuticos, cosméticos e nutracéuticos (Oliveira, et al., 2006).

Outra vantagem significativa das microemulsdes €& sua transparéncia e baixa
viscosidade, caracteristicas que facilitam a aplicagao topica e a administracdo oral de
formulagbes farmacéuticas e cosméticas (Damasceno et al., 2011). A transparéncia das
microemulsdes é um indicativo de sua estrutura de particulas nanométricas e sua
homogeneidade a nivel molecular. Além disso, a baixa viscosidade dessas formulagdes
permite uma aplicagdo suave e uniforme na pele ou em outras superficies biologicas (Faria,
et al., 2012).

As microemulsdes s&o sistemas coloidais versateis com uma ampla gama de
aplicacbes devido as suas propriedades Uunicas de solubilizacdo, estabilidade
termodinamica e baixa viscosidade. Sua definicdo e classificacdo em tipos especificos

ajudam a orientar seu desenvolvimento e aplicagdo em diferentes industrias. As
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propriedades fisico-quimicas das microemulsdes, influenciadas pela escolha de
surfactantes e co-surfactantes, determinam sua funcionalidade e eficacia. As vantagens
das microemulsdes incluem alta capacidade de solubilizacéo, estabilidade e transparéncia,
enquanto as desvantagens envolvem desafios na formulag&o e possiveis efeitos adversos

dos surfactantes.

2.4. Tensoativos e cotensoativos

Os tensoativos e cotensoativos constituem componentes fundamentais no
desenvolvimento de emulsdes, microemulsdes e nanoemulsdes contendo 6leos essenciais,
uma vez que sdo responsaveis pela redugédo da tenséo interfacial entre fases imisciveis,
pela estabilizacdo de dispersdes finas e pela modulagéo da interagao entre os constituintes
lipofilicos do 6leo e 0 meio aquoso. O carater anfifilico dessas moléculas permite a
orientagdo da fragdo hidrofébica em direcdo a fase oleosa e do segmento hidrofilico em
diregdo a fase aquosa, reduzindo a energia superficial e permitindo a formagéao de goticulas
estaveis em escala micro ou hanométrica. A eficiéncia dessa estabilizacao esta relacionada
ao equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB), a capacidade de adsorgéao interfacial, a flexibilidade
do filme interfacial e a sinergia estabelecida entre tensoativo e cotensoativo quando
utilizados em conjunto. Dessa maneira, os tensoativos e cotensoativos exercem papel
estruturante em sistemas coloidais, influenciando ndo apenas a estabilidade fisico-quimica
e a cinética de liberacdo dos ativos, mas também o perfil bioldgico e a seguranca
farmacoldgica dos 6leos essenciais incorporados (Otzen, 2017; Podsiedlik et al., 2020).

Nas microemulsdes, a atuacdo dos tensoativos € potencializada pela presenca de
cotensoativos, que reduzem a rigidez do filme interfacial, ampliam a flexibilidade de
curvatura e induzem a formacado espontdnea de nanoestruturas termodinamicamente
estaveis. A elevada concentracdo de tensoativo, associada ao uso de cotensoativos de
baixa massa molar como alcool etilico ou propilenoglicol, resulta em sistemas de equilibrio
dinamico entre micelas reversas, gotas Oleo-em-agua e estruturas intermediarias com
elevada entropia, permitindo a dispersao de moléculas altamente hidrofébicas por longos
periodos sem separacdo de fases (Yanlishieva et al., 1999). Entre os tensoativos

empregados em microemulsdes, os polissorbatos, especialmente o Tween 80, recebem
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destaque devido ao elevado HLB e a capacidade de estabilizar sistemas 6leo-em-agua
mesmo na presenga de compostos de alta hidrofobicidade. O propilenoglicol,
frequentemente utilizado como cotensoativo, intensifica esse processo por meio da reducao
da tensao interfacial residual e do aumento do volume micelar, expandindo as regides
monofasicas nos diagramas pseudoternarios (Otzen, 2017). O tensoativo Tween 80 e o
cotensoativo propilenoglicol apresentam interagao sinérgica particularmente relevante na
formulagcdo de microemulsdes, uma vez que o primeiro oferece forte estabilizacdo estérica
por meio da formacédo de filmes interfaciais flexiveis, enquanto o segundo modula a
curvatura interfacial e aumenta a solubilizagao da fase oleosa. Essa combinagao permite a
formagao de gotas menores, maior estabilidade fisico-quimica, maior transparéncia, melhor
liberacdo controlada e redugao do potencial citotdxico associado ao contato direto do dleo
com membranas celulares (Podsiedlik et al., 2020; Granados et al., 2024). Assim, Tween
80 e propilenoglicol constituem uma dupla tecnoldgica capaz de ajustar simultaneamente

as propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas dos sistemas nanodispersos.

Tabela 1. Principais tensoativos e cotensoativos empregados em formulagbées nanoestruturadas
contendo 6leo essencial de Ocimum gratissimum.

. HLB aproximado / S .
Composto (Classe) Tipo Polaridade Principais propriedades
HLB = 15 Reduz fortemente a tenséo interfacial; forma
Tween 80 . . n ) . . .
(Polissorbato 80) Tensoativo n&o idnico (altamente filmes interfaciais flexiveis; alta
hidrofilico) biocompatibilidade
b ) ticul
Tween 20 Tensoativo nao ibnico HLB = 16,7 Estabilizagao O/A; forma g? IC.U as
(Polissorbato 20) pequenas; boa transparéncia
Span 80 Tensoativo ndo iBnico HLB = 4,3 Auxilia na formacao A/O; aumenta a
P (lipofilico) flexibilidade interfacial
Span 20 Tensoativo nao ibnico HLB = 8,6 Estabiliza S|sterpas .ma|s~ oleosos; reduz
cristalizagao
SDS (Dodecil sulfato . a Carater hidrofilico Produz forte repulsao eletrostatica entre
o Tensoativo anidnico .
de sédio) elevado goticulas
R igi interf t tropi
Propilenoglicol (PG) Cotensoativo . Polar' eduz rigidez da |r.1.e af:e, a“f”e” & entropia
(hidrossoluvel) e solubilizacdo do 6leo
. Polar Diminui tensao interfacial residual; facilita
Etanol Cotensoativo . , ~ N
(hidrossoluvel) formagéo espontanea
Glicerina Cotensoativo / . Polar' Eleva a hidratagao e modula viscosidade
umectante (hidrossoluvel)
Pol E I icel
PEG 400 Cotensoativo . o] ar’ xpande o vo umehmlt.:e ar e reduz
(hidrossoluvel) coalescéncia

Fonte: Do préprio Autor, 2025.
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A aplicagdo dessa estratégia torna-se particularmente evidente em formulagdes
contendo o 6leo essencial de Ocimum gratissimum (OEOG), cuja elevada hidrofobicidade
e forte afinidade pela bicamada fosfolipidica celular conferem alto potencial farmacoldgico,
mas também risco de citotoxicidade quando utilizado de forma n&o veiculada. A
incorporagao do 6leo essencial de Ocimum gratissimum (OEOG) em microemulsdes
estabilizadas com Tween 80 e propilenoglicol promove redugao significativa do tamanho
das goticulas, além de favorecer a preservacdo de compostos fendlicos, como carvacrol,
timol e eugenol. Essa estratégia contribui para o aumento das atividades antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatéria, bem como para a reducdo dos efeitos citotdxicos,
incluindo hemdlise e perturbagdes mitocondriais observadas no 6leo essencial isolado
(Podsiedlik et al., 2020).

A presencga do tensoativo ao redor da goticula de éleo atua como barreira protetora,
impedindo que a fragao lipofilica exerga agéo lesiva direta sobre membranas celulares, o
que resulta em melhoria substancial da relagédo eficacia-segurancga. De acordo com dados
recentes, microemulsées contendo OEOG e estabilizadas pela combinagdo Tween 80-
propilenoglicol apresentam perfil biolégico superior a emulsdo convencional e ao oleo
isolado, demonstrando que o desempenho farmacolégico do OEOG depende diretamente
da tecnologia de formulagdo e da modulagao interfacial proporcionada pelos tensoativos
(Granados et al., 2024).

Em sintese, a literatura evidencia que os tensoativos e cotensoativos nao apenas
viabilizam a incorporacdo de Oleos essenciais em sistemas aquosos, mas também
modulam profundamente seus efeitos bioldgicos. No caso do OEOG, a aplicagédo em
microemulsdes contendo Tween 80 e propilenoglicol redefine sua biodisponibilidade, seu
potencial terapéutico e sua seguranga farmacoldgica, consolidando essa combinagdo como
uma das abordagens mais eficientes para o desenvolvimento racional de produtos

farmacéuticos e dermocosmeéticos baseados em OEOG.

2.5. Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana € um campo de estudo fundamental na ciéncia, com

implicagdes significativas para a medicina, a seguranga alimentar e o desenvolvimento de
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produtos naturais com propriedades terapéuticas (Reis et al., 2020). Este tema engloba os
mecanismos de agdo dos antimicrobianos, os métodos de avaliagdo dessa atividade e a
importancia de se explorar a atividade antimicrobiana em produtos naturais (De Haro
Moreno et al., 2018).

Os mecanismos de acdo dos antimicrobianos variam conforme o tipo de
microrganismo alvo e a classe do composto antimicrobiano, podendo atuar em diferentes
pontos criticos da célula bacteriana (Reis et al., 2020). Alguns mecanismos comuns incluem
a inibicao da sintese da parede celular, a interferéncia na sintese de proteinas, a inibigao
da replicagao do DNA e a alteracado da permeabilidade da membrana celular.

A inibicdo da sintese da parede celular, exemplificada pelos antibidticos beta-
lactdmicos, como a penicilina, € um dos mecanismos mais conhecidos, pois esses
compostos interferem na formagao das ligagdes peptidicas que reforgam a parede celular
bacteriana, resultando em uma parede defeituosa e, eventualmente, na lise celular
(Prakash et al., 2012). Outro mecanismo significativo € a inibigcdo da sintese de proteinas,
onde os antibidticos, como as tetraciclinas e os aminoglicosideos, se ligam aos ribossomos
bacterianos e interrompem a tradugdo do RNA mensageiro em proteinas, essenciais para
a sobrevivéncia e multiplicagao das bactérias (Reis et al., 2020).

Para avaliar a atividade antimicrobiana de compostos, especialmente em estudos de
novos antimicrobianos naturais, sao utilizados varios testes laboratoriais. Entre os métodos
mais comuns est&o os testes de difusdo em agar e a determinagdo da concentragdo minima
inibitoria (CIM) (Ribeiro-Santos et al., 2017).

O teste de difusdo em agar, também conhecido como método de Kirby-Bauer, é
amplamente utilizado devido a sua simplicidade e eficacia, no qual discos de papel
impregnados com o antimicrobiano sdo colocados sobre uma placa de agar inoculada com
a bactéria alvo (De Haro Moreno et al., 2018). Apss a incubagéo, o didametro das zonas de
inibicdo ao redor dos discos € medido, o que indica a eficacia do antimicrobiano contra a
bactéria especifica, tornando este método especialmente util para uma avaliagdo inicial da
atividade antimicrobiana (Reis et al., 2020).

A determinacdo da CIM é um método quantitativo que identifica a menor
concentracdo de um antimicrobiano capaz de inibir visivelmente o crescimento de uma

bactéria (Ribeiro-Santos et al., 2017). Realizado em microplacas de 96 pogos, o teste de
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determinacao da MIC avalia diferentes concentragdes do antimicrobiano contra a bactéria
em questdo. Apds a incubacdo, a menor concentracdo que impede o crescimento

bacteriano é registrada como a CIM, sendo este método considerado mais preciso e
fornecendo informacdes detalhadas sobre a poténcia do antimicrobiano (REIS et al., 2020)

Diversos estudos tém investigado a eficacia de microemulsées contendo dleos
essenciais como agentes antimicrobianos. Por exemplo, Castilho et al. (2021) avaliaram a
estabilidade e a atividade antimicrobiana de uma microemulsdo de 6leo de girassol
associada ao Oleo essencial de melaleuca (Melaleuca alternifolia). Os resultados
mostraram que a microemulsdo com 75% de 6Oleo essencial de melaleuca foi eficaz na
inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus, mas nao apresentou agao contra
Pseudomonas aeruginosa. Este estudo destaca o potencial terapéutico do 6leo essencial

de melaleuca quando incorporado em sistemas microemulsionados para uso topico.

Kaur et al. (2016) desenvolveram microemulsdes contendo o6leo essencial de
Melaleuca alternifolia para avaliar sua atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Os resultados indicaram que a microemulsdo aumentou a eficacia
antimicrobiana em comparagao ao oleo essencial puro, demonstrando a relevancia da
formulagcdo na melhoria da biodisponibilidade e penetracdo dos compostos. Outro estudo
de Shafiq et al., (2017) investigou o potencial antimicrobiano de microemulsdes preparadas
com oOleo essencial de orégano (Origanum vulgare) contra cepas resistentes de
Pseudomonas aeruginosa. As microemulsbes mostraram uma potente atividade
bactericida, superior a do 6leo essencial isolado, o que sugere que a nanoestrutura da
microemulsdo favorece a interacdo dos compostos com a membrana bacteriana,

aumentando a eficacia.

Estudos recentes de Nazzaro e colaboradores (2019), investigaram microemulsdes
a base de OEOG para aplicagdes antimicrobianas. Os autores desenvolveram uma
microemulsdo contendo 6leo essencial dessa planta, conhecida popularmente como
manjericdo-de-folha-larga, para testar sua eficacia contra cepas bacterianas como
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados demonstraram que a
microemulsdo apresentou uma atividade antimicrobiana significativamente maior do que o
oleo essencial isolado, sugerindo que a formulagdo nanoestruturada melhora a penetragao

celular e a agdo bactericida. Azevedo e colaboradores (2020) explorou a atividade
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antifungica de microemulsbées de OEOG contra cepas de Candida albicans. Os
pesquisadores observaram que a microemulsao foi altamente eficaz em inibir o crescimento
do fungo, superando a agédo do 6leo essencial em sua forma livre, e destacaram a
importancia das microemulsdes na estabilizacdo e no controle da liberacdo do dleo

essencial.

2.6. Atividade antioxidante e atividade citotoxica do o6leo essencial de Ocimum

gratissimum

Os oleos essenciais constituem uma fonte relevante de metabdlitos bioativos com
reconhecida capacidade de modular processos redox e de interagir com biomembranas, o
que confere a esses compostos um perfil farmacologico dual que contempla efeitos
protetores e citotoxicos em diferentes sistemas bioldgicos. A intensidade dessas respostas
depende de variaveis como composi¢ao quimica, concentracdo, tempo de exposicao e
susceptibilidade do tecido ou linhagem celular exposta. Entre as espécies de interesse
farmacoldgico, destaca-se o OEOG, cuja constituicdo rica em fendis monoterpénicos,
principalmente carvacrol, timol e eugenol, esta diretamente relacionada as suas
propriedades antioxidantes e a capacidade de modular a viabilidade celular (Prabhu et al.,
2009; Coulibaly et al., 2023).

O estresse oxidativo representa um desequilibrio entre a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e os mecanismos endogenos de defesa antioxidante, resultando
em danos a lipidios, proteinas e acidos nucleicos. Nesse contexto, substancias capazes de
neutralizar radicais livres por meio de doagéo de elétrons ou atomos de hidrogénio exercem
papel fundamental na manutengcdo da integridade celular. No OEOG, o processo
antioxidante esta associado a presenca de grupos hidroxila fendlicos ligados a anéis
aromaticos, que promovem estabilizacdo eletrobnica do radical formado apds a
neutralizagcdo da espécie reativa, fendbmeno sustentado por deslocalizagdo eletrénica

(Yanlishieva et al., 1999; Chen et al., 2023).

A elevada atividade observada nos ensaios de sequestro de radicais livres, como
DPPH e ABTS, esta relacionada a alta concentragdo de compostos fendlicos presentes no

oleo essencial de Ocimum gratissimum (OEOG), os quais apresentam reconhecida
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capacidade antioxidante, especialmente em maiores concentragdes (Vasconcelos et al.,
2021). Entretanto, a composi¢cao quimica desses constituintes pode sofrer variagées em
decorréncia de fatores ambientais, sazonais e fisioldgicos, resultando em diferengas no
perfil antioxidante entre amostras. Nesse contexto, a literatura descreve alteragdes
significativas associadas a sazonalidade e aos diferentes quimiotipos da espécie,
influenciando a proporgéo relativa de compostos como carvacrol, timol e eugenol e,
consequentemente, o potencial antioxidante do dleo essencial (Joshi et al., 2021; Coulibaly
et al., 2023).

Do ponto de vista mecanistico, o processo antioxidante do OEOG pode ser descrito
como uma interagcdo direta entre o radical livre e a molécula fendlica, na qual ocorre
transferéncia de hidrogénio e consequente conversao da espécie reativa em uma molécula
estavel. O radical fendxico formado € estabilizado por ressonancia e apresenta reatividade
substancialmente inferior, interrompendo a propagacgéo da peroxidacéo lipidica e reduzindo
danos estruturais as membranas celulares (Yanlishieva et al., 1999; Chen et al., 2023).
Esse mecanismo € particularmente relevante em sistemas biolégicos e formulagdes

lipidicas, nos quais a preservacgao da barreira de membrana desempenha fungéo critica.

A citotoxicidade associada ao OEOG, por sua vez, decorre predominantemente da
natureza lipofilica de seus constituintes, que apresentam elevada afinidade pela bicamada
fosfolipidica. A insergao desses compostos no interior da membrana promove aumento da
fluidez e da permeabilidade, com posterior desorganizagao estrutural, perda do gradiente
transmembrana e extravasamento de conteudo intracelular. Estudos demonstram que esse
processo pode desencadear morte celular via necrose ou apoptose, de acordo com a
intensidade do dano e o perfil metabdlico da célula exposta (Otzen, 2017; Podsiedlik et al.,
2020). Modelos hemoliticos mostram-se particularmente sensiveis para avaliagdo dessa
resposta, uma vez que o grau de liberagdo de hemoglobina constitui marcador direto de
ruptura de membrana (Dubey et al., 1997).

A literatura também evidencia respostas seletivas do OEOG em células tumorais,
indicando que os constituintes fendlicos podem induzir aumento de ROS intrinsecos e
perturbagcdes mitocondriais capazes de desencadear apoptose, o que sugere potencial
aplicacao antineoplasica (Nganteng et al., 2022). Essa seletividade reforga a natureza dose-

dependente do perfil farmacoldégico: concentragbes moderadas exercem atividade
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antioxidante e moduladora do estresse celular, enquanto concentracbes elevadas

promovem citotoxicidade exacerbada.

O avancgo de sistemas nanoestruturados, como nanoemulsdes e microemulsdes, tem
demonstrado capacidade de ajustar a razéo eficacia-seguranga do OEOG, aumentando a
atividade antioxidante e reduzindo a toxicidade hemolitica. Estudos recentes mostram que
a nanoestruturagdo protege os constituintes volateis, melhora a biodisponibilidade e
restringe a interacdo direta do 6leo com membranas celulares, resultando em maior

estabilidade bioquimica e menor agressé&o celular (Granados et al., 2024).

A analise integrada dos mecanismos antioxidante e citotdxico permite concluir que
ambos derivam da mesma caracteristica quimica central: a elevada reatividade dos
compostos fendlicos e monoterpénicos do OEOG com radicais e membranas. O potencial
terapéutico do 6leo ndo depende da eliminagcédo de um dos efeitos, mas do controle de dose,
tipo de tecido alvo e tecnologia de liberagcdo, garantindo que o balango entre defesa

antioxidante e agressao estrutural favorega a seguranca farmacologica.

2.7. Atividade biolégica dos componentes majoritarios do 6leo essencial de Ocimum

gratissimum

O género Ocimum, amplamente reconhecido por suas propriedades aromaticas,
contém uma diversidade de compostos quimicos com alto valor comercial. As plantas desse
grupo produzem Oleos essenciais ricos em substancias como acidos fendlicos, linalol,
geraniol, eugenol, timol e 1,8-cineol. Esses componentes sdo conhecidos por suas varias
atividades farmacologicas, incluindo agdes bactericidas, antifungicas, antiparasitarias,
antioxidantes e até mesmo como repelentes de insetos (VENANCIO, 2006).

A composicao quimica do OEOG varia de acordo com o quimiotipo, podendo ser
classificada como eugenol, timol ou geraniol (VIANNA, 2009), embora a literatura também
mencione elevados niveis de metil eugenol, linalol e 1,8-cineol (MARTINS, 2006).
Fernandes (2013) destaca a eficacia comprovada do eugenol presente em Ocimum
gratissimum contra patégenos como Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis e
Escherichia coli. Além disso, Franco et al. (2007) relatam a potente atividade antifungica do
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oleo essencial da planta contra dermatéfitos, comparavel ao cetoconazol, além de sua
capacidade de inibir fitopatdgenos como Botryosphaeria rhodina e Penicillium

chrysogenum.

Marcolina (2021), investigou a extracdo e a atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais, incluindo o de Ocimum gratissimum. Os compostos como eugenol, y- terpineno,
carvacrol, timol e p-cimeno mostraram eficacia contra varias bactérias e fungos,

destacando-se pela capacidade de inibir o crescimento microbiano.

Monteiro (2015), avaliou a atividade antimicrobiana de 20 dleos essenciais, incluindo
o de Ocimum gratissimum, contra bactérias Gram-positivas e Gram- negativas, além de
leveduras do género Candida. Os compostos volateis como terpenos e fendis foram
eficazes como antimicrobianos. Ja Araujo e Longo (2016), destacaram a importancia das
interacbes entre compostos de baixa concentragdo, como p-cimeno e y-terpineno, que
aumentam a ag&o antimicrobiana de compostos majoritarios como carvacrol e timol. O p-
cimeno, isoladamente, nao tem efeito antibacteriano significativo, mas potencializa a agao

de outros compostos.

Koba et al. (2009) identificaram um elevado potencial antifungico OEOG, com os
principais constituintes sendo timol, p- cimeno e y-terpineno, eficazes contra 17 cepas
fungicas. De forma semelhante, Dubey et al. (2000) ja haviam demonstrado que o 6leo
essencial rico em timol apresentava alta atividade contra fungos como T. rubrum, T.
mentagrophytes, C. neoformans, C. albicans e Malassezia pachydermatis. Além disso,
Freire, Marques e Costa (2006) destacam a atividade sedativa do OEOG de quimiotipo

timol.
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3. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar microemulsdo contendo 6leo essencial das folhas de

Ocimum gratissimum para avaliar a atividade antioxidante, citotoxica e antimicrobiana.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o 6leo essencial das folhas de Ocimum gratissimum;

e Identificar os constituintes volateis presentes no 6leo essencial de Ocimum
gratissimum por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CGAR-
EM);

e Realizar o estudo circadiano e sazonal do 6leo essencial,

¢ Avaliar o potencial antioxidante e citotoxicidade via hemdalise;

e Preparar uma microemulsdo contendo o 6leo essencial de Ocimum gratissimum;
e Construir o diagrama de fase para avaliar a dispersdo das microemulsdes;

e Realizar o estudo de estabilidade a curto e longo prazo do sistema emulsionado,

através do pH, densidade e estabilidade térmica;

e Caracterizar a microemuls&o por condutividade elétrica, tamanho da gota (diametro
meédio z), o indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta pela técnica do

Espalhamento de luz dindmico (DLS);

e Avaliar a atividade antibacteriana frente as cepas de bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus (25923), Staphylococcus epidermidis (25924 ), Enterococcus
faecalis (51299) e as cepas gram-negativas Escherichia coli (25922), Klebsiella

pneumoniae (700603) e Pseudomonas aeruginosa (50229);

e Avaliar a atividade antifungica frente as cepas de fungos Candida Albicans ATCC
14053 e Candida parapsilosis ATCC 22014,
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1. Area da pesquisa, Coleta e Dados Climaticos

O material vegetal de Ocimum gratissimum (Figura 5a) foi coletado em Axixa,
Maranhao, Brasil, no Povoado de Santa Rosa (Figura 5b) (02°50°58,9"S; 44°04°58,7"W) e
posteriormente cultivada no setor do horto do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas —
CCET (Figura 6a). A identificagdo botanica da planta esta catalogada no Herbario MAR,
Sao Luis, Maranhao, Brasil, com o numero de registro SLUI005150. Foram coletadas 50
mudas do material vegetal, para o plantio na UFMA, campus Sao Luis. As folhas foram
coletadas de plantas adultas de forma aleatéria, preferencialmente das partes aéreas da
planta e sem quaisquer indicios de lesdes de herbivoros ou infecgdes por micro-
organismos.

Figura 5. a) Exemplares e folha da espécie de estudo, Ocimum gratissimum e b) local de coleta.
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Fonte: Do préprio Autor, 2023.

Um total de 22 amostras foi coletado entre agosto de 2022 e julho de 2023,
contemplando 12 amostras referentes as coletas mensais do estudo sazonal, realizadas
nos dias 23 de cada més, as 09h00. Para o estudo circadiano, o material vegetal foi coletado
em dois periodos distintos: margo de 2022, correspondente ao periodo chuvoso, e outubro
de 2022, referente ao periodo seco, com coletas realizadas nos horarios de 06h00, 09h00,
12h00, 15h00 e 18h00.
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4.2. Extragcao do 6leo essencial

As folhas frescas de Ocimum gratissimum foram secas em temperatura ambiente
(sala climatizada) durante 72 horas, posteriormente o material seco foi misturado com
aproximadamente 2 L de agua destilada e submetido a hidrodestilagdo em um aparelho do
tipo Clevenger durante 2 horas e 30 minutos para produzir um o6leo amarelado
(FABROWSKI, 2022). O oleo foi seco com sulfato de sodio anidro P.A (Na2S0O4) e
centrifugado por periodo de 05 minutos e armazenados em ampolas de vidro ambar e
conservados em ambiente refrigerado (5 a 10°C). Para o estudo circadiano, as extragdes

se deram com as amostras frescas (in natura), logo apds a coleta.

4.3. Determinagao da umidade e calculo de rendimento do 6leo essencial

A porcentagem de umidade das amostras foi obtida através de analisador de
umidade IV 2500 — GEHAK por infravermelho. Foi pesado 2,0 g da do material vegetal
(seco) e levado ao analisador de umidade a uma temperatura de 115°C por 30 minutos com
taxa de secagem de 0,01%/min.

O rendimento, calculado com base no peso seco do material vegetal (Lima et al.,
2022), foi determinado em percentual através da Equacgéo 1, para o oleo essencial extraido
da biomassa vegetal.

Vope (ML
% rendimento do 6leo = nzzgg)x)umidade (equacao 1)
ms(g) — ( 100 )

Onde:
Voe = Volume obtido de 6leo essencial

ms = massa do material seco

38



4.4. Determinacgao da densidade do 6leo essencial

Para o calculo da densidade, utilizou-se um picnémetro de 1,0 mL, previamente seco,
tarado e aferido, onde foram adicionadas e pesadas as amostras do 6leo essencial a 25°C.
A densidade foi calculada empregando-se a seguinte equagéo 2:

m(g)
V (mlL)

densidade =

Onde:
m = massa do picndmetro contendo o dleo essencial menos a massa do picnédmetro vazio;

V = volume do picnédmetro (1 mL).

4.5. Analise da composig¢ao do 6leo

A analise do 6leo foi realizada em um Cromatografo Gasoso Shimadzu (GC- 2010)
acoplado a um Espectrometro de Massas (GCMS-QP2010 Plus). Uma coluna capilar DB-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) foi usada com fluxo de gas de arraste hélio a uma
velocidade linear de 39,5 cm/s (1,0 mL/min). A configurag&o do forno foi de 40 a 240 °C (10
°C/min). A temperatura do injetor e a fonte de ions foram de 250 °C e 200 °C,
respectivamente. Os indices de retencdo foram calculados para todos os componentes
volateis usando uma série homodloga de n-alcanos C8-C20 (Sigma- Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA), de acordo com a equacéo linear de Van den Dool e Kratz (1963). Os
componentes dos oleos foram identificados comparando seus indices de retencédo e
espectros de massa (massa molecular e fragmentagédo padrdo) com dados armazenados
nas bibliotecas Adams (2007) e NIST (Lias et al., 2022). Para a analise da microemuls&o
pelo método headspace, foram utilizadas as seguintes condi¢des cromatograficas: volume
de amostra de 500 pL; Seringa: 2,5 mL — SH; Temperatura de incubacéo: 85 °C; Tempo de
incubacgdo: 5 minutos; Velocidade de agitagdo: 250 rpm; Velocidade de enchimento: 100
pL/s.
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4.6. Determinagao da capacidade antioxidante

4.6.1. Método DPPH

O radical DPPH é relativamente estavel a temperatura ambiente. Quando um
composto apresenta propriedades antioxidantes, ele previne a oxidagao de outro composto,
oxidando-se em seu lugar e atuando assim como um agente redutor potente. No
experimento descrito, 0 composto antioxidante reduz o DPPH por meio da doagédo de um

elétron ou um atomo de hidrogénio, conforme mostrado na Figura 6.

Figura 6. Reducgédo do radical DPPH

ON O,N
!
N—N NO, + R—H—= N—N NO, + R¢
@ ON @ O,N

Violeta Amarelo
Fonte: Do proprio Autor, 2023.

A reducado do DPPH é evidenciada por uma mudang¢a de cor, que vai de violeta
intenso a amarelo claro. Essa alteracdo de coloragdo resulta em uma mudanga na

absorbancia, que pode ser quantificada por um espectrofotdmetro de UV-visivel.

Para os ensaios com oleos essenciais, foi preparada uma solucédo estoque de 0,5
mM do radical DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidrazila) em etanol. Essa solugéo foi entdo diluida
para aproximadamente 60 uM, apresentando uma absorbancia de 0,62 + 0,02 (A =517 nm)

a temperatura ambiente.

A atividade de sequestro de radicais foi expressa em miligramas de equivalente
trolox (um antioxidante padréo) por grama de 6leo. Os calculos foram realizados para os
Oleos essenciais com composi¢cdes quimicas mais distintas, e todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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Para a construgao da curva de trolox, a mistura reacional foi composta de 900 yL de
tampéo Tris-HCI 100 mM (pH = 7,4), 40 pL de etanol, 50 yL de uma solugao de Tween 20
a 0,5% (m/m), 10 pL de trolox diluido em diferentes concentragdes de etanol (1,25; 1,00;
0,75; 0,50; 0,375; 0,25 mg/mL), determinadas a partir de testes anteriores, e 1 mL de DPPH
60 uM em etanol. A mistura foi agitada vigorosamente e mantida em ambiente escuro. A
absorbancia foi medida no inicio da reagdo (tempo zero), a cada 5 minutos durante os
primeiros 20 minutos e, posteriormente, em intervalos de 10 minutos até a absorbancia se

estabilizar.
A porcentagem de inibicdo (IDPPH %) foi calculada através da expressao:

Abs,
Abs,,

IDDPH% == [1 - < )x 100

Onde:

AbsA e AbsB séo as absorbancias da amostra e do controle negativo (branco) no término
da reacao, respectivamente.

4.6.2. Método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS [acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] foi feita conforme a metodologia descrita pela EMBRAPA
(2007). O radical ABTS foi formado pela reacéo da solugdo ABTS 7mM com a solucéo de
persulfato de potassio 140 mM, incubados a temperatura de 25 °C e no escuro, durante 12-
16h. Uma vez formado, o radical foi diluido com etanol P.A. até a obtencdo do valor de
absorbancia de 0,700 £ 0,020 a 734 nm. A partir das amostras de 6leo essencial, obtidas,
foram preparadas trés diluicdes diferentes, em ftriplicata.

Em ambiente escuro transferiu-se uma aliquota de 30 yL de cada diluigdo do 6leo
para tubos de ensaio com 3,0mL do radical ABTS. A leitura foi feita apds 6 minutos da
reacao a 734nm, e o etanol foi utilizado como branco. Como referéncia, utilizou-se o Trolox,
um antioxidante sintético analogo a vitamina E, nas concentragbes de 100-2000 pM. Os
resultados sao expressos em funcdo do Trolox, um padrao antioxidante submetido as
mesmas condigdes de analise. A figura 7 representa a reacdo. O ABTS apresenta forte
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absorcdo no intervalo de 600- 750nm e pode ser facilmente determinado

espectrofotometricamente, sendo um radical estavel na auséncia de antioxidantes.

Figura 7. Redugao do ABTS por um antioxidante e sua formagao pelo perssulfato de potassio

*
058 s - S 303-| +amioxidame~ -038 / 2 Nes S SO;-
U )N N T K;S0 U\/ PN N
N / 29V5 X N /

1 CzHs !  CzHs
C4Hs CoHs

.ETS o+ ABTS
(azul esverdeado)

Fonte: Adaptado de HUANG; OU; PRIOR, (2005).

(sem cor)

4.7 Determinagao da citotoxicidade via atividade hemolitica

A avaliacdo da atividade hemolitica do 6leo essencial e microemulsdo foram
realizados no Laboratério de Ciéncias Biomédicas do Centro Universitario do Maranhao
(CEUMA), ap6s aprovagéo dos protocolos de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos (COEP) da propria Instituicdo, conforme Decreto n° 1.752/95.

O sangue de um doador voluntario foi coletado em tubos Vacutainer® contendo
heparina sédica como anticoagulante. Uma aliquota do sangue foi diluida em solugéao de
NaCl 0,9% na proporgéo de 1:30 (v/v) e centrifugada a 2.500 rpm por 5 minutos para a
obtencao dos eritrocitos. Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes, visando a
completa remocédo do plasma. O sedimento resultante da ultima centrifugagao foi
ressuspenso em solucédo de NaCl 0,9%, de modo a obter uma suspensao de eritrécitos a
0,5% (v/v).

A suspensao de eritrécitos foram adicionadas diferentes concentracdes da amostra
(15,62; 31,25; 62,50; 125; 250; 500; 1.000 e 2.000 pg/mL), preparadas em triplicata, a 2,0
mL da suspensao celular, totalizando um volume final de 2,5 mL. A suspenséo de eritrocitos
em NaCl 0,9% foi utilizada como controle negativo (0% de hemdlise), enquanto a
suspensao de eritrocitos contendo Triton X-100 a 1% foi empregada como controle positivo
(100% de hemolise). As amostras correspondentes as diferentes concentracées da

42



amostra, previamente preparadas no inicio do ensaio, foram incubadas por 1 hora a 37 £ 2
°C. Durante o periodo de incubagéo, as suspensdes foram agitadas suavemente a cada 15
minutos, em movimento continuo no formato do simbolo do infinito, por aproximadamente
1 minuto. Apds a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos,
e a hemdlise foi quantificada por espectrofotometria, nos comprimentos de onda de 493 e

630 nm, conforme descrito por Rangel et al. (1997).

O efeito hemolitico (% de hemodlise) foi acompanhado medindo a concentragao de
hemoglobina no sobrenadante, de acordo com a equagé&o abaixo:

Ar— A
—T_~N x100 (equacao 4)

% hemolise =
cp — Acn

Em que:

AT é a absorbancia da amostra teste, ACN é a absorbéancia da amostra do controle negativo
e ACP é a absorbancia da amostra do controle positivo (ZHANG et al, 2007). O resultado &
considerado toxico na concentragdo que causa pelo menos 10% de hemolise (HC10)
(ZHANG et al, 2019).

4.8. Desenvolvimento de microemulsao

As microemulsdes foram preparadas a partir da constru¢gdo de diagramas de fase
pseudoternarios, utilizando Tween 80, propilenoglicol, agua e OEOG. O tensoativo (Tween
80) e o cotensoativo (propilenoglicol) foram inicialmente combinados na proporgéo de 1:1
(m/m), sendo a mistura submetida a agitagdo continua por 30 minutos, a fim de garantir a

completa homogeneizagdo dos componentes.

A mistura de tensoativo e cotensoativo (T/Cot), previamente preparada na proporgéo
de 1:1, foi adicionada a fase oleosa, seguida de homogeneizagéo por agitagdo magnética,
a temperatura ambiente, durante 30 minutos. As propor¢des entre a fase oleosa e a mistura
T/Cot foram de 1:9, 2:8, 3:7, 4.6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1, totalizando nove formulacdes
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distintas. Para cada uma dessas formulagdes, foram realizadas titulagbes com agua
ultrapura Milli-Q, adicionada de forma gota a gota, em aliquotas de 100 pL, até um volume
maximo de 500 pL, sob agitagdo magnética constante. Durante o processo, as alteragdes
no aspecto visual das formulagdes foram registradas a cada 3 minutos. Apds a completa
homogeneizagéo, os sistemas obtidos foram classificados visualmente de acordo com suas

caracteristicas fisicas, conforme descrito por Pessoa et al. (2015).

Considerando as propor¢gbes dos componentes (tensoativo/cotensoativo, fase
oleosa e fase aquosa), obtidas a partir das diferentes formulagdes preparadas no inicio do
ensaio e apos as titulagbes com agua ultrapura Milli-Q, foram plotados os pontos
correspondentes as transigdes entre sistemas transparentes ou translucidos liquidos
(microemulsdes) e sistemas opacos liquidos ou semissolidos (emulsdes), bem como
aqueles que apresentaram aspecto leitoso ou separacdo de fases. Esses dados foram
utilizados para a construgdo dos diagramas de fase pseudoternarios, os quais foram

elaborados com o auxilio do software OriginLab 9.0.

Considerando as proporgdes finais dos componentes — tensoativo/cotensoativo,
fase oleosa e fase aquosa — obtidas a partir das diferentes formula¢des preparadas no
inicio do ensaio e apos as titulagdes com agua ultrapura Milli-Q, foram plotados os pontos
correspondentes as transigdes entre sistemas transparentes ou translucidos liquidos
(microemulsdes) e sistemas opacos liquidos ou semissolidos (emulsdes), bem como
aqueles que apresentaram aspecto leitoso ou separacdo de fases. Esses dados foram
utilizados para a construgdo dos diagramas de fase pseudoternarios, os quais foram
elaborados com o auxilio do software OriginLab 9.0.

4.9. Caracterizagao fisico-quimica da microemulsao

4.9.1. Determinagao de pH

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmétro digital de bancada (Bell
Engineering W38), com eletrodo e sensor de temperatura previamente calibrado com
solugdo tampéao 4,0 e 7,0, a temperatura de 25 + 0,5 °C. O eletrodo foi introduzido
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diretamente em um volume aproximado de 5 mL da formulagdo. As analises foram
realizadas no Laboratorio de Quimica de Interfaces e Materiais (LIM) da Universidade
Federal do Maranhao - UFMA.

4.9.2. Determinagao de Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica dos sistemas emulsionados foi avaliada por meio de
condutivimetro digital (Adwa® modelo AD32), previamente calibrado com solugcéo de
calibragado a temperatura de 25 + 0,5 °C (REIS, 2014). O eletrodo foi introduzido diretamente
em um volume de 5 mL de formulacido. As analises foram realizadas no Laboratorio de

Quimica de Interfaces e Materiais (LIM) da Universidade Federal do Maranhao - UFMA.

4.9.3. Centrifugagao

A presencga na modificagdo na estabilidade das microemulsdes foi avaliada através
da submissao a uma forca centripeta. Para isso, um volume de 3 mL das formulag¢des foi
colocado em tubos Falcon e submetidos a rotacdo de 10.000 RPM durante 30 minutos em
uma centrifuga (REIS, 2017). As formulacdes foram classificadas em limpidas (auséncia de
modificagdes macroscoépicas) e separagao de fases. As analises foram realizadas no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais (LPQN) da Universidade Federal do
Maranhdo — UFMA.

4.9.4. Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica da microemulsdo (ME) foi analisada por 6 ciclos de
congelamento e aquecimento, onde em cada ciclo a amostra foi submetidaa -5 °C £ 2 °C
por 24 h em geladeira (Electrolux, Brasil) e a 50 °C + 2 °C por 24 h em estufa (Innovatec,
Brasil) (Brasil, 2004; Figueiredo, 2013).
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4.10. Caracterizacao morfolégica das microemulsées (Tamanho de goticula, indice

de polidispersao e diametro hidrodinamico)

Para determinar o tamanho da particula (diametro meédio z), o indice de polidisperséo
(PDI) e potencial zeta, foram realizadas pela técnica do Espalhamento de luz dinamico
(DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvem Instruments, Reino Unido) no
laboratorio de Quimica Orgénica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) campus Araraquara. As amostras foram diluidas em agua Mili-Q e
aproximadamente 1000ul de amostra foram inseridas em cubeta apropriada para a
realizacdo das medidas a uma temperatura de 25 °C. As medidas foram realizadas em
triplicata para cada amostra. Foram utilizados como parametros de medida os indices de
refracdo do meio dispersante, agua (IR= 1,33) (GALVAO, 2015)

4.11. Determinagao da Atividade antibactericida

A atividade antibactericida do OEOG e de sua microemulsao foi avaliada por meio
de ensaios in vitro, utilizando cepas bacterianas padréo representativas de micro-
organismos gram-positivos e gram-negativos de relevancia clinica. Inicialmente, realizou-
se o0 preparo padronizado dos inoculos bacterianos, assegurando a reprodutibilidade e a
confiabilidade dos ensaios. Em seguida, a atividade antibacteriana foi determinada pelo
meétodo de microdiluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute, permitindo a determinagdo da concentragéo inibitoria

minima e da concentracdo bactericida minima das amostras avaliadas.

4.11.1. Preparo do inéculo

As cepas bacterianas foram obtidas no Laboratério de Ciéncias Biomédicas do
Centro Universitario do Maranhao (CEUMA). Foram utilizadas culturas bacterianas padréo
da American Type Culture Collection (ATCC), incluindo as bactérias gram-positivas
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 25924) e
Enterococcus faecalis (ATCC 51299), bem como as cepas gram-negativas Escherichia coli
(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
50229).

Os inoculos bacterianos foram preparados em solugcdo salina estéril a 0,95%,
ajustados de acordo com a escala de turbidez de McFarland 0,5, correspondente a
aproximadamente 5 x 10° células por mililitro, garantindo a padronizagdo da densidade

celular utilizada nos ensaios.

4.11.2. Ensaio in vitro

A avaliagao da atividade antibacteriana do OE e da microemulséo foi realizada pelo
método de microdiluicdo em caldo, conforme o protocolo padronizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, documento MO07-A10) (CLSI, 2015). Diluigbes
seriadas duplas foram preparadas em placas estéreis de 96 pocos, utilizando caldo Mueller

Hinton como meio de cultivo.

Inicialmente, adicionaram-se 95 L de caldo Mueller Hinton e 95 uL do OEOG ou de
sua microemulsdo, de modo a obter concentragdes finais variando de 0,97 a 2.000 mg/mL.
Posteriormente, foram adicionados 10 uL do in6culo bacteriano a cada pogo, resultando em
uma concentracao final de 5 x 10° unidades formadoras de colénia por mililitro. As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Como controle positivo do ensaio, utilizou-se o
antibiotico gentamicina, submetido as mesmas condigdes experimentais. Apds o periodo
de incubacéao, a determinacédo da concentragao inibitoria minima foi realizada mediante a
adicdo de 30 pL de solucao de resazurina a 0,1% em cada poco, permitindo a visualizagao
da atividade metabdlica bacteriana.

Para a determinagdo da concentragao bactericida minima (CBM), aliquotas de 10 yL
dos pocos que nao apresentaram crescimento bacteriano visivel foram semeadas em
placas contendo agar Brain Heart Infusion. A concentragéo bactericida minima foi definida
como a menor concentracdo capaz de impedir o crescimento bacteriano na superficie do

agar apos 24 horas de incubagao a 37 °C. Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
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com trés repeticdes independentes, assegurando a robustez e a validade estatistica dos

resultados.

4.12. Determinacgao da Atividade antifungica

A atividade antifungica do OEOG e de sua microemuls&o foi avaliada por meio de
ensaios in vitro, utilizando cepas fungicas padrdo de relevancia clinica. Inicialmente,
procedeu-se ao preparo padronizado dos indculos fungicos, garantindo a uniformidade da
concentragdo celular empregada nos ensaios. Em seguida, a atividade antifungica foi
determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, conforme as diretrizes estabelecidas
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, possibilitando a determinagdo da
concentragédo inibitéria minima e da concentragdo fungicida minima das amostras

avaliadas.

4.12.1. Preparo do inéculo

As cepas fungicas foram obtidas no Laboratorio de Ciéncias Biomédicas do Centro
Universitario do Maranhdo (CEUMA). Foram utilizadas culturas fangicas padrdo da
American Type Culture Collection (ATCC), incluindo as cepas Candida albicans (ATCC
14053) e Candida parapsilosis (ATCC 22014). Os in6culos fungicos foram preparados em
solugdo salina estéril a 0,95% e ajustados de acordo com a escala de turbidez de McFarland
0,5, correspondente a aproximadamente 5 x 10° células por mililitro, assegurando a

padronizacao da densidade celular utilizada nos ensaios.

4.12.2. Ensaio in vitro

A avaliagdo da atividade antifungica do 6leo essencial e da microemulsdo foi
realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo padronizado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, documento M07-A10) (CLSI, 2015).
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Diluigdes seriadas duplas foram preparadas em placas estéreis de 96 pocgos, utilizando

caldo Mueller Hinton como meio de cultivo.

Inicialmente, adicionaram-se 95 L de caldo Mueller Hinton e 95 uL do OEOG ou de
sua microemulsdo, de modo a obter concentragdes finais variando de 0,97 a 2.000 mg/mL.
Em seguida, foram adicionados 10 yL do indculo fungico a cada pog¢o, atingindo uma
concentracao final de 5 x 10° células por mililitro. As placas foram incubadas a 37 °C por
um periodo de 48 horas.

Como controle positivo do ensaio antifungico, utilizou-se o antifungico cetoconazol,
submetido as mesmas condi¢cdes experimentais. Ao término do periodo de incubagao, a
determinacgdo da concentragao inibitéria minima foi realizada mediante a adigdo de 30 pL
de solucao de resazurina a 0,1% em cada po¢o, permitindo a visualizagdo do crescimento

fungico.

Para a determinacdo da concentragédo fungicida minima, aliquotas de 10 pyL dos
pogos que ndo apresentaram crescimento fungico foram semeadas em placas contendo
agar Brain Heart Infusion. A concentracdo fungicida minima foi definida como a menor
concentragéo capaz de impedir o crescimento fungico na superficie do agar apos 48 horas
de incubacao a 37 °C. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, com trés repeticoes

independentes, assegurando a robustez e a confiabilidade estatistica dos resultados.

4.13. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 9.0
(GraphPad Inc., San Diego, EUA), onde os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre as médias foram determinadas pelo teste de Tukey, (p 0,05)
para obtencdo da média.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento e umidade

Os valores de rendimento obtidos neste estudo encontram respaldo na literatura,
embora se destaquem quando comparados a resultados obtidos em condicbes
semelhantes de extragdo. Em geral, trabalhos que empregam hidrodestilagdo em
Clevenger por até trés horas relatam rendimentos inferiores a 2%, sobretudo quando s&o
utilizadas folhas previamente secas ou provenientes de ambientes menos favoraveis ao
acumulo de compostos volateis. Na Tabela 1 observa-se que estudos como os de Melo et
al. (2019) e Mohr et al. (2017) apresentam rendimentos de 1,66% e 0,18%,

respectivamente, valores bastante inferiores aos encontrados nesta pesquisa.

Tabela 2. Valores de rendimento de 6leo essencial de Ocimum gratissimum.

Condigao do Umidade

Estudo / Local material do material

Rendimento de OE (% m/m)

Folhas apos 72
h de secagem
Folhas secas,
hidrodestilagcao - 1,66% (m/m)

(Clevenger)

3,60% (Folhas secas) e

Proprio Autor (Axixa, MA) 2,85% (Folhas in natura)

20,37%
Melo et al., 2019
(Sobral, CE)

Vinhas et al., 2021 Folhas secas 2,02 £ 0,33% (Caatinga) e
(Caatinga / Mata . o - 2,05+ 0,47% (Mata
Atlantica, PE) hidrodestilagao Atlantica);
Mohr et al., 2017 Folhas secas, o
(Mossord, CE) hidrodestilagéo i 0,18 £0,04%

Partes aéreas

Zareiyan & Khajehsharifi, (aérea total), ) 2.1% + 0,18%

2022 (Irg) hidrodestilagao
Ikokide et al., 2025 Ervas frescas, ) 0
(Vietna) hidrodestilacao 0.2258 + 0,0735%

Fonte: Dados adaptados pelo autor, 2025.

Resultados um pouco mais elevados foram registrados por Vinhas et al. (2021), que
observaram rendimentos médios entre 2,02% e 2,05% em plantas coletadas na Caatinga e
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na Mata Atlantica. Ainda assim, esses valores permanecem abaixo do rendimento obtido
no presente estudo, especialmente para o material seco, cujo resultado foi de 3,60%.
Trabalhos realizados fora do Brasil, como os de Zareiyan e Khajehsharifi (2022) e lkokide
et al. (2025), também apresentam grande variagado, com rendimentos de 2,1% e 0,2258%,
respectivamente, evidenciando a influéncia de fatores ambientais, genéticos e fisioldgicos

sobre a produtividade do 6leo essencial.

A diferenca entre os valores reportados na literatura e os obtidos neste estudo pode
estar relacionada a diversos fatores, incluindo as condigbes ambientais da regido de Axixa
(MA), o estado fisioloégico do material vegetal e o controle rigoroso da umidade durante o
processo de secagem. Variaveis como temperatura, luminosidade, disponibilidade hidrica
e caracteristicas do solo influenciam diretamente o metabolismo secundario da planta,
refletindo na biossintese e no acumulo de compostos volateis presentes no éleo essencial.
Além disso, o estagio de desenvolvimento das folhas e as condigdes pds-colheita também
podem interferir significativamente no rendimento e na composi¢cdo quimica do oleo

extraido.

No presente estudo, a redugéo do teor de umidade de 79,63% para 20,37% ao longo
de 72 horas de secagem (Tabela 2) permitiu maior padronizagado do material vegetal e maior
precisdo na determinacio do rendimento do 6leo essencial, aspecto frequentemente pouco
detalhado em trabalhos semelhantes. Esse controle da umidade contribui para minimizar
perdas de compostos volateis durante a extragao e reduzir interferéncias relacionadas a
presencga excessiva de agua no material vegetal. Dessa forma, os rendimentos obtidos para
folhas secas (3,60%) e folhas frescas (2,85%) situaram-se entre os valores mais elevados
descritos para Ocimum gratissimum, evidenciando a relevancia do manejo pés-colheita e

das condi¢cbes ambientais sobre a produtividade do éleo essencial.

Além dos fatores relacionados ao material vegetal, os elevados rendimentos
observados nas amostras do estudo sazonal e circadiano (Tabela 2) também podem estar
associados as caracteristicas do sistema de extragao utilizado. O equipamento empregado
possui sistema de refrigeragdo com agua de condensagédo mantida a aproximadamente 8
°C, diretamente conectado aos condensadores e extratores de Clevenger, favorecendo
maior eficiéncia na condensagdo e recuperagcdo do Oleo essencial durante a

hidrodestilacao.
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Adicionalmente, foi realizada uma adaptacao interna no extrator de Clevenger
(Figura 8) com o objetivo de otimizar a recuperagcdo dos compostos volateis. Essa
modificagcdo reduziu a retencdo de 6leo nas paredes do equipamento e minimizou a
solubilizacdo de compostos na fase aquosa, resultando em menor formacao de hidrolato
residual e maior recuperagdo do 6leo essencial. Em conjunto, esses aprimoramentos
contribuiram significativamente para o aumento do rendimento e para maior eficiéncia e

reprodutibilidade do processo extrativo.

Figura 8. Extrator de Clevenger modificado.

Extrator de Clevenger
modificado

Fonte: Do préprio Autor, 2025.

Tabela 3. Resultados de umidade e rendimento dos estudos sazonal e circadiano.

Estudo | Umidade | Rendimento| Estudo |Umidade Rendimento

Sazonal' (%) (%) Circadiano?| (%) (%)
Ajan 24,60 3,40 Bmars 79,52 2,93
Atev 22,54 3,38 Bmaro 79,62 2,84
Amar 23,81 3,62 Bmar12 77,63 3,35
Aabr 20,34 4,81 Bmar1s 78,37 3,18
Amai 20,19 4,37 Bmar1s 82,28 3,02
Ajun 18,77 3,88 Bouts 77,68 2,32
Al 17,37 3,92 Bouto 79,84 2,34
Aago 18,65 3,86 Bout12 84,37 2,23
Aset 19,47 3,76 Bout1s 79,31 2,21
Aout 20,40 3,56 Bout1s 79,38 2,12
Anov 20,63 3,82
Adez 24,03 3,12

Fonte: Dados do autor. 1Folhas secas a temperatura ambiente por 72 horas; 2Folhas in natura (frescas).
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Com base no procedimento metodoldgico descrito, foi possivel reduzir o teor de
agua presente nas folhas do material vegetal de 79,63%, observado nas amostras frescas
(valor médio determinado no estudo circadiano), para 20,37% apds 72 horas de secagem
no estudo sazonal. Essa reducdo foi fundamental para o calculo mais preciso do
rendimento, uma vez que todos os valores foram expressos em fungao do material vegetal

isento de umidade.

O cerrado brasileiro, situado em uma regido tropical sazonal, caracteriza-se por
duas estag¢des bem definidas: uma estacdo umida, durante o verdo, e uma estagao seca,
no inverno (ALBUQUERQUE; SILVA, 2008). Entretanto, a duragédo e o periodo de
transicdo entre essas estacbes podem variar, sobretudo porque o Brasil apresenta
elevada vulnerabilidade aos impactos das mudancas climaticas (SILVA et al., 2016). No
estado do Maranh&o, os indices pluviométricos oscilam de acordo com a area de transigao
entre o cerrado e outros biomas; dessa forma, tanto o inicio quanto o término dos periodos

seco e chuvoso podem apresentar variagdes ao longo dos anos (SILVA et al., 2016).

A formagao de 6leos essenciais tende a aumentar em condi¢cdes de temperatura
elevada; contudo, dias excessivamente quentes podem promover perdas significativas
desses metabdlitos volateis. Paralelamente, as condicbes de luminosidade influenciam
diretamente o crescimento e o desenvolvimento das plantas, por estarem intimamente
relacionadas a fotossintese e a diversos processos fisioldgicos, bioquimicos e
morfologicos. Esses fatores, em conjunto, podem favorecer o incremento na producéo de
oleos essenciais (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; FERNANDES et al., 2013).

No estudo sazonal, os maiores rendimentos foram registrados no outono (Aabr,
Amai, Ajun e Ajul), periodo marcado por temperaturas mais altas e maior estabilidade
térmica, condi¢bes que favorecem o acumulo de compostos volateis nas folhas. Em
contraste, os menores rendimentos ocorreram em dezembro e janeiro (Adez e Ajan), meses
com menor incidéncia de luz e temperaturas mais amenas, fatores que reduzem a atividade

metabdlica e a producgdo de dleo essencial.

Em contraste, os menores rendimentos foram observados nos meses de dezembro
e janeiro (Adez e Ajan), momentos em que predominaram dias nublados, com baixa
radiagao solar e temperaturas mais amenas. Essas condi¢cdes reduzem a taxa fotossintética

e a atividade metabdlica das plantas, refletindo-se diretamente na menor produgao e
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armazenamento de compostos volateis, caracteristica bem documentada em estudos sobre

sazonalidade em espécies aromaticas.

No estudo circadiano, identificou-se um comportamento semelhante de variagcao
metabdlica, porém no intervalo no decorrer do dia. Os maiores rendimentos foram
registrados nas primeiras horas da manha, entre 6 h e 9 h, com destaque para o pico de
2,84% as 9 h. Esse aumento pode estar associado a retomada da atividade fotossintética
apos o amanhecer, momento em que a planta ja recuperou parte dos compostos liberados
ou oxidados durante a noite e apresenta condi¢des ambientais favoraveis a volatilizagao

controlada.

A medida que o dia avancou e a intensidade luminosa diminuiu, observou-se uma
reducao progressiva nos rendimentos, especialmente nas coletas realizadas as 6 h e, de
forma mais acentuada, as 18 h. O menor valor registrado ocorreu justamente as 18 h,
quando a luz solar ja era praticamente inexistente e as temperaturas encontravam-se mais
baixas, o que reduz a pressao de vapor dos compostos volateis e, consequentemente, a
quantidade de 6leo recuperada.

5.2. Analise Quimica do dleo

A analise cromatografica do OEOG (Figura 9) revelou um perfil quimico constituido
predominantemente por monoterpenos e sesquiterpenos, caracterizando um 6leo com
elevada complexidade estrutural e potencial bioativo. O cromatograma apresentou
multiplos sinais distribuidos principalmente no intervalo entre 5 e 32 minutos, indicando a

presenca de compostos volateis de baixa a média polaridade.

Os primeiros picos, observados entre 5 e 12 minutos, correspondem
majoritariamente a monoterpenos hidrocarbonetos, caracterizados por maior volatilidade
e menor interacdo com a fase estacionaria da coluna cromatografica. A medida que o
tempo de retengdo aumenta, especialmente entre 12 e 18 minutos, verifica-se a presenca
de monoterpenos oxigenados, indicando incremento de polaridade e maior tempo de
interacdo com a coluna. Entre 18 e 32 minutos destacam-se sesquiterpenos e

sesquiterpenos oxigenados, compostos de maior massa molar e menor volatilidade,
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representando o fracionamento final do perfil cromatografico. A reduzida presenga de
picos apos 35 minutos reforca a auséncia de moléculas pesadas e pouco volateis na

amostra analisada.

Figura 9. Cromatograma do 6leo essencial de Ocimum gratissimum.

CH3 CH3 Carvacrol
HsC OH
y-Terpineno H3C
CHy /7 o,

086,472 ) =

10

30.0 40.0 50.0 60.0 69.0
min

HSC p-Cimeno

Fonte: Do préprio Autor, 2025.

Dentre os 23 componentes identificados no oleo essencial, trés substancias em
média se destacaram como majoritarias em termos de area relativa: carvacrol (em média
50,67%), y-terpineno (em meédia 20,85%) e p-cimeno (14,36%). Juntas, essas moléculas
correspondem em média valores entre 84,12% a 87,45% da composicao total, evidenciando

um forte direcionamento biossintético para compostos fendlicos monoterpénicos.

A predominancia do carvacrol € particularmente relevante, uma vez que esse
monoterpeno fendlico apresenta reconhecida atividade antimicrobiana e antifungica,
amplamente associada a sua capacidade de desestabilizar a membrana celular
microbiana. Estudos demonstram que o carvacrol atua promovendo alteracbes na
permeabilidade da membrana plasmatica, levando a perda de ions, ATP e outros
componentes intracelulares essenciais, culminando na inibicdo do crescimento ou morte
celular (Ultee; Bennik; Moezelaar, 2002; Burt, 2004).
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Em fungos, esse composto interfere diretamente na integridade da membrana e na
organizagéo do ergosterol, além de induzir estresse oxidativo e desregulagdo metabdlica,
mecanismos que explicam sua elevada eficacia frente a espécies do género Candida e
outros fungos patogénicos (Ahmad et al., 2011; Nazzaro et al., 2013). Dessa forma, o
quimiotipo identificado neste estudo pode estar diretamente relacionado ao potencial
biolégico observado, reforcando a importédncia de investigagbes regionais para a
compreensao da variabilidade quimica de Ocimum gratissimum e de suas aplicacoes

terapéuticas e biotecnoldgicas.
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Tabela 4. Constituintes identificados nas amostras referentes ao estudo sazonal.

, Area do pico (%)

Componentes IR Calculado | IR Literatura Ajan Afev | Amar | Aabr | Amai | Ajun | Ajul | Aago | Aset | Aout | Anov | Adez
a-Tujeno 928 924 0,8 1,5 16 | 28 | 22 | 2,7 | 1,8 1,2 26 | 21 1,1 0,7
Sabineno 974 969 - - 02 | 07 | 05 | 04 - 0,2 0,5 | 0,1 - -
B-pineno 978 974 - - 0,1 04 | 0,3 - - 0,1 02 | 0,2 | 0,1 -
Mirceno 993 988 1,8 2,7 1,8 35 | 32 | 35 | 22 | 24 27 | 28 | 2,1 1,8

a-Felandreno 1006 1002 0,1 - 0,3 - - - 0,1 0,2 - - -

a-Terpineno 1018 1014 - 0,4 0,1 29 | 29 - 2,2 1,2 24 | 1,2 - 0,9
p-Cimeno 1031 1020 15,3 16,5 | 9,3 | 121 | 101 | 17,2 | 158 | 11,4 | 10,8 | 18,4 | 16,1 | 19,3
Limoneno 1032 1024 - 0,7 0,7 1,5 1,2 1,2 | 0,7 | 0,8 1,1 0,8 | 0,6 -

(Z2)-B-Ocimeno 1037 1032 0,1 - 0,2 - - 0,2 | 0,1 - - - - 0,2

(E)-B-Ocimeno 1048 1044 - - 0,1 0,2 - - - - - - 0,1 0,1

y-Terpineno 1066 1054 154 | 22,8 | 15,8 | 20,8 | 22,6 | 27,9 | 25,7 | 21,6 | 21,7 | 22,8 | 18,4 | 14,7

cis-Sabineno hidrato 1070 1065 - 0,6 - 0,9 - 0,3 - - 0,6 - 0,5 -

p-Cimeneno 1091 1089 - - 0,7 1,3 109 | 04 - 0,4 0,8 - - -
Linalol 1101 1095 0,3 0,3 - 0,2 - - 0,2 - - - 0,3
Terpinen-4-ol 1184 1174 1,3 0,8 1,0 1,7 1,5 | 08 | 1,0 | 0,9 1,3 1 08 | 08 | 1,6
Timol, éter metilico 1234 1232 1,2 0,8 1,5 1,7 1,5 | 09 | 1,0 1,0 1,3 | 11 1,0 1,5
Carvacrol 1312 1298 61,2 51,2 | 58,2 | 42,6 | 44,7 | 411 | 46,6 | 54,3 | 47,7 | 48,0 | 56,2 | 55,9
Eugenol 1360 1356 - - 0,2 | 0,1 - - - - - 0,1 0,1 0,1

(E)-Cariofileno 1421 1417 - - 0,1 1,3 24 09 | 08 0,9 1,8 - - -
a-Humuleno 1454 1461 0,2 - - 0,2 0,3 0,2 | 0,1 - - 03 | 0,2 | 0,2
B-Selineno 1516 1513 1,6 1,2 1,8 18 | 29 | 09 | 11 1,5 2,1 09 | 1,0 1,4

a -Selineno 1519 1520 - - - 0,5 1,2 - - 0,1 0,5 - - -
Oxido de cariofileno 1587 1582 0,8 - 4,5 1,1 - - - 0,5 1,0 - 08 | 0,9
Total 99,7 996 | 99,8 | 99,3 | 98,0 | 98,7 | 98,6 | 98,6 | 99,1 | 98,7 | 99,3 | 99,6

Fonte: Do proprio autor, 2024.
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Tabela 5. Constituintes identificados nas amostras referentes ao estudo circadiano.

. Area do pico (%)

Componentes IR Calculado | IR Literatura g T 6 TBmat2 | Bmari5 | Bmaris | Bouts | Boutd | Bouti2 | Bouti5 | Boutis
a-Tujeno 928 924 1.8 16 0,7 0,6 19 16 19 0,7 0,3 0,8
Sabineno 974 969 06 0,5 0,2 0,5 0,5 0,8 0,7 0,3 0,1 0,3
B-pineno 978 974 03 0,3 0,1 0,1 0,2 0,5 04 0,2 _ 0,2
Mirceno 993 088 2.4 2,5 1.8 15 2,8 26 238 22 11 2.2

a-Felandreno 1006 1002 03 0,2 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0 0,1 0,2

a-Terpineno 1018 1014 0,2 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 0,1 - 0,1 0,3
p-Cimeno 1031 1020 9,6 10,3 12,8 9,3 14,4 11,8 | 132 | 159 | 13,9 | 146
Limoneno 1032 1024 08 1 0,6 0,7 1.1 12 1 1 0,3 1

(Z)-B-Ocimeno 1037 1032 0.2 0,2 ; 0,1 0,2 0,2 0.2 0,1 _ 0,1

(E)-B-Ocimeno 1048 1044 0.2 0,2 _ 0,1 0,1 0,2 0.2 0,1 ; 0,2

y-Terpineno 1066 1054 14,6 12,9 16,8 12,8 17,4 161 | 142 | 127 8,7 12,0

cis-Sabineno hidrato 1070 1065 06 0,5 ; 0,2 0,3 0,5 03 0,3 ; 0,5

p-Cimeneno 1091 1089 1,0 1.1 0,4 0,7 0,9 13 1,2 1 0,4 1

Linalol 1101 1095 0,3 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 04 0,3 0,2 0,3
Terpinen-4-ol 1184 1174 2,8 3 1.3 1 16 1.8 0,8 2,2 14 25
Timol, éter metilico 1234 1232 08 0,6 13 11 16 12 1.1 2,3 16 2,3
Carvacrol 1312 1298 38,4 | 436 58,3 59,2 48,2 36,7 | 401 | 50,7 | 635 | 47,2
Eugenol 1360 1356 03 0,4 0,1 0,2 0,1 0,3 03 0,1 0,1 0,1
(E)-Cariofileno 1421 1417 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,2 03 0,1 0,1 0,1
a-Humuleno 1454 1461 06 0,6 0,3 0,5 0,2 0,8 0,9 0,3 0,1 0,5
B-Selineno 1516 1513 3.2 3 15 33 2.4 35 3,6 2,7 3.1 3.1

a -Selineno 1519 1520 2 1.8 0,6 1.8 0,6 16 16 0,8 0,5 13
Oxido de cariofileno 1587 1582 2.4 3.2 0,9 4,5 2,5 43 52 3.9 35 4,7
Total 93,6 97,1 08 98,9 97,5 97,8 | 936 | 979 | 91 | 955

Fonte: Do proprio autor, 2024.




A composicdo quimica dos O6leos essenciais de plantas pode variar
significativamente em func&o de fatores ambientais, como temperatura, luminosidade e
umidade, bem como de processos fisioldégicos e metabdlicos intrinsecos a planta. Esses
fatores influenciam diretamente a biossintese e o0 acumulo de compostos especificos,
conferindo caracteristicas quimicas distintas aos 6leos essenciais. No caso da alfavaca
(Ocimum gratissimum), uma espécie amplamente investigada devido as suas
propriedades medicinais, diversos estudos tém demonstrado variagdes na composi¢cao
quimica dos Oleos essenciais obtidos de plantas cultivadas em diferentes regides do

mundo.

Os compostos majoritarios presentes nesses Oleos desempenham papéis
fundamentais nos mecanismos de defesa e adaptacdo da planta e sdo resultantes de
complexos processos biossintéticos que ocorrem internamente. Nesse contexto, conforme
ilustrado na Figura 10, o composto y-terpineno é inicialmente oxidado para formar p-
cimeno, o qual & subsequentemente hidroxilado, originando o timol e seu isbmero
estrutural, o carvacrol. De acordo com a literatura, o timol & geralmente descrito como o
composto majoritario nos 6leos essenciais de Ocimum gratissimum, enquanto o carvacrol
aparece em menores proporc¢des (Franco et al., 2014; Nith et al., 2016). Entretanto, no
Oleo essencial obtido no presente estudo, observou-se um comportamento inverso, com

maior predominancia de carvacrol em relagao ao timol.

Figura 10. Rota Biosintética proposta para os monoterpenos aromaticos do dleo essencial de
Ocimum gratissimum.
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Fonte: Criado pelo autor com base em NITH et al, 2016; CASTRO 2015.
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Figura 11. Variagao no teor dos constituintes p-Cimeno, y-Terpineno e Carvacrol majoritarios do
oleo essencial de Ocimum gratissimum durante o estudo circadiano no periodo chuvoso e o
periodo seco.
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Fonte: Do préprio autor, 2024.

Foi possivel observar um aumento relativo no teor de p-cimeno (Figura 11) do
periodo chuvoso (9,6%) para o seco (11,8%), sem variagdes significativas entre os
horarios ao longo do estudo circadiano. Em relagao ao y-terpineno, houve um aumento
gradativo no periodo chuvoso, da amostra Bmar6 (14,6%) primeira coletada até amostra
Bmar12 (16,8). Apesar desta variagdo do teor de y-terpineno no 6leo, houve um
decréscimo de cerca de 23,81% para a amostra Cabr15 (12,8%) e em seguida, um
aumento relativo de 35,94% para a amostra Bmar18 (17,4%). Tal comportamento pode
ser acompanhado simultaneamente com o do componente no periodo seco, que
decresceu de 12,7% (Bout12) para 8,7 % (Bout15) e na amostra Bout18 voltou a elevar
atingindo 12,0%.
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Outra tendéncia observada foi em relagdo ao constituinte majoritario do OEOG o
Carvacrol, que apresentou um crescimento continuo em ambos os periodos (chuvoso e
seco), tendo seus apices de teor nas amostras coletadas no horario das 15 horas,
apresentando teor no periodo chuvoso de 59,2% (Bmar15) e de 63,5% (Bout15) no
periodo seco, sendo que os melhores resultados relacionados ao teor em relagado aos
horarios foi encontrado no periodo chuvoso, com excecdo das amostras das 15 horas
(Tabela 5).

Figura 12. Variagao no teor dos principais constituintes do 6leo essencial das folhas de Ocimum
gratissimum durante o estudo sazonal (janeiro a dezembro).
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Fonte: Do préprio autor, 2024.

Através da Figura 12 é possivel observar as variagdes entre os principais
constituintes dos 6leos ao longo de um ano (estudo sazonal), onde o Carvacrol mostrou-
se o componente majoritario em todas as amostras coletadas, com seus valores mais altos
em janeiro (61,2%), margo (58,2%), novembro (56,2%), dezembro (55,9%) e mais baixos
em abril (42,6%), maio (44,7%) e junho (41,1%). O y-terpineno mostrou seus teores
maximos em junho (27,9%), julho (25,7%) e os mais baixos em janeiro (15,4%) e
dezembro (14,7%). O p-cimeno mostrou uma variagdo no estudo sazonal bem mais
acentuada que no estudo circadiano, com teores maximos em outubro (18,4%) e

dezembro (19,3%) e minimos em marco (9,3%) e abril (10,1%).
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Foi possivel observar também um aumento de cerca nos teores dos componentes
majoritarios p-cimeno, y-terpineno e carvacrol, do estudo sazonal (média de 14,4% de p-
cimeno, 20,8% de y-terpineno e 50,4% de carvacrol) para o estudo circadiano (média de
12,6% de p-cimeno, 13,8% de y-terpineno e 48,6% de carvacrol). Isto pode ter ocorrido
devido ao periodo de secagem de 72 horas a temperatura ambiente realizado com as

amostras sazonais em relacdo as amostras do circadiano que foram utilizadas in natura.

O p-cimeno e o y-terpineno, sendo monoterpenos de peso molecular baixo (134,21
g/mol e 136,26 g/mol, respectivamente), podem ter sido parcialmente volatilizados durante
o periodo de secagem, haja vista que o Oleo essencial € armazenado em tricomas
glandulares na superficie da epiderme foliar. Tal efeito pode ser observado mais
acentuadamente quando os dados sdo analisados isoladamente. Apesar da média de
13,8% de y-terpineno no estudo circadino, a amostra Bmar18 apresentou um teor de
17,4%, além das amostras Bmar6 e Bmar12 que apresentaram 14,6% e 16,8%,
respectivamente. Em relacdo aos teores de p- cimeno, as amostras Bmar18 (14,4%),
Bout12 (15,9%) e Bout18 (14,6%) apresentaram valores maiores que a meédia encontrado
para o estudo circadiano de 12,6%.

No estudo sazonal, nenhuma amostra apresentou teor de carvacrol maior que
63,5%, encontrado para a amostra do estudo circadiano (Bout15). O p-cimeno mostrou
uma variagao no estudo sazonal bem mais acentuada que no estudo circadiano, com
teores maximos em outubro (18,4%) e dezembro (19,3%) e minimos em margo (9,3%) e
maio (10,1%).

Franco e outros autores (2007) comentam do composto estragol (metil chavicol)
presente no dleo essencial de varias plantas do género Ocimum, no entanto, o composto
€ um carcinogénico e genotoxico natural, demonstrado em experimentos com animais de
laboratorio apds exposi¢ao cronica ou algumas doses repetidas (VICENZI et al., 2000). A
auséncia de estragol em todas as amostras coletadas, sugere que, independentemente
do periodo ou horario de coleta, o 6leo obtido dessa regido pode ser utilizado como
fitomedicamento. Dessa forma, através da combinacdo dos estudos feitos, € possivel
programar a coleta do 6leo essencial (més/periodo do dia) de acordo com o interesse

quimico.
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5.3. Atividade Antioxidante

Os antioxidantes interagem com os radicais livres, transferindo elétrons ou doando
hidrogénio, neutralizando esse carater, restringindo a propagacgao das reagées em cadeia
e as lesbes induzidas por esses compostos (Franco et al., 2014). O trolox, utilizado como
antioxidante padrao, mostrou uma dose-resposta altamente linear (R?> = 0,996), dessa
forma, os dleos Ajan, Amar, Anov e Adez foram testados para determinagdo de suas
capacidades de sequestro do radical DPPH e ABTS. As reacgdes foram lentas,

apresentando tempo médio de 60 minutos.

A capacidade do OEOG de sequestrar o radical DPPH, expressa em percentual,
encontra-se apresentada na Tabela 6. Os maiores percentuais de sequestro foram obtidos
com as maiores concentragdes de oleo essencial (165,00 mg/mL), evidenciando-se que a
capacidade do 6leo essencial de sequestrar o radical DPPH tende a ser dose dependente,
ou seja, quanto maior a concentragdo do 6leo maior foi a sua atividade antioxidante.
Segundo a classificagao estabelecida por Melo et al. (2008) que considera como forte,
moderada e fraca capacidade de sequestro de radicais, sendo, forte aquela que atingir o
percentual acima de 70%, entre 50 e 70% moderada e abaixo de 50%, fraca.

Tabela 6. Valores de capacidade do sequestro de radical DPPH do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum (% inibigao)

Concentragao Ajan Amar Anov Adez Trolox
(mg/mL)
3,30 7,50 7,54 13,36 12,36 10,66
33,00 23,21 23,26 29,08 28,07 25,86
66,00 40,68 40,72 46,54 45,53 43,32
99,00 57,66 58,02 64,00 62,99 59,62
132,00 83,69 83,73 89,55 89,55 84,05
165,00 93,06 93,11 98,92 97,93 92,38

Fonte: Do proprio autor, 2024.

Pode-se constatar que a concentragdo de 6leo essencial de 132,00 mg/mL exibiu
uma forte capacidade, pois atingiu valor acima de 80 % em todas amostras analisadas
(Ajan, Amar, Anov e Adez). No entanto, esta agdo foi estatisticamente superior a do
antioxidante utilizado como padréo (Trolox) >78%. O OEOG na concentragdo mais alta
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(165,00 mg/mL) exibiu, capacidade de sequestro do radical DPPH de 93,06% (Ajan),
93,11% (Amar), 98,92% (Anov) e 97,93 (Adez)%, sendo todas um pouco acima do

resultado com trolox (92,38%).

Tabela 7. Valores de capacidade do sequestro de radical ABTS do 6leo essencial de Ocimum
gratissimum (% inibigéo)

Concentragao

(mg/mL) Ajan Amar Anov Adez Trolox
8,33 7,99 7,32 19,62 18,95 16,44
16,65 12,85 12,19 28,28 27,61 23,22
33,30 36,63 35,97 45,37 44,71 39,86
41,63 47,05 46,39 53,92 53,26 56,11
66,60 78,31 77,65 80,07 79,40 82,60
83,25 99,48 98,81 96,28 95,61 96,23

Fonte: Do proprio autor, 2024.

A capacidade de sequestro do radical ABTS pelo OEOG esta apresentada na Tabela
7. Os elevados valores observados indicam expressiva atividade antioxidante, uma vez que
a acao antirradicalar esta diretamente relacionada a concentracdo do d6leo essencial.
Verificou-se, portanto, que o 6leo essencial apresentou atividade antioxidante superior a do

padrao Trolox frente ao radical ABTS.

O método ABTS é reconhecido por sua maior sensibilidade quando comparado ao
ensaio com o radical DPPH, uma vez que envolve predominantemente mecanismos de
transferéncia de elétrons, enquanto o DPPH esta associado a transferéncia de hidrogénio
(Tuba; Gulgin, 2008). Nesse contexto, os compostos bioativos presentes no 6leo essencial
de alfavaca demonstraram elevada capacidade de neutralizagao de radicais livres. Todas
as amostras analisadas foram capazes de reduzir significativamente o radical ABTS,
apresentando porcentagens de inibicdo entre 77,65% e 80,07% na concentragéo de 66,60

mg/mL (Tabela 5), evidenciando seu potencial antioxidante.

Entre as amostras avaliadas, a amostra Ajan apresentou a maior atividade
antioxidante, com capacidade de sequestro do radical ABTS de 99,48% na concentragao
de 83,25 mg/mL. Embora nao tenha diferido estatisticamente da amostra Amar, esse valor
foi superior ao observado para o Trolox (96,23%). As demais amostras apresentaram
percentuais proximos, com valores de 98,81% para Amar, 96,28% para Anov e 95,61%

para Adez, sem diferenga estatisticamente significativa entre elas.
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A maior atividade da amostra Ajan deve-se, provavelmente, ao maior teor de
compostos fenolicos como o carvacrol (61,2%) e do p-cimeno (15,3%) que possuem fortes
propriedades redutoras e sdo capazes de formar intermediarios relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromatico presente em suas estruturas (Sousa et al., 2007),

como é possivel ver na Figura 9.

O alto teor do monoterpeno y-terpineno (18,6%), que possui capacidade de
sequestro do radical DPPH cerca de trés vezes maior que o trolox (Choi et al., 2000),
perfazendo um total de 91,9% de compostos com atividade antioxidante na constituicido do
OEOG. Da mesma forma, a amostra, Amar, apresentou altos teores de carvacrol (58,2%),

y-terpineno (15,8%) e p-cimeno (9,3%), mostrou-se a segunda mais ativa.

O maior potencial antioxidante das amostras em comparag¢ao ao Trolox pode estar
relacionado a natureza estrutural e a maior acessibilidade estérica dos constituintes
majoritarios carvacrol, y-terpineno e p-cimeno. Esses compostos apresentam menor massa
molecular e estruturas predominantemente hidrofobicas, caracteristicas que favorecem a
difusdo e a interagcdo direta com o radical DPPH, possibilitando maior eficiéncia na
neutralizagdo de espécies radicalares quando comparados ao padrao sintético Trolox, cuja
estrutura apresenta maior impedimento estérico (Alves et al., 2010), conforme ilustrado na

Figura 13.

O carvacrol isolado apresentou atividade antioxidante superior a observada para os
Oleos essenciais e aproximadamente duas vezes maior que a do Trolox, evidenciando seu
papel central na capacidade antioxidante do 6leo essencial de Ocimum gratissimum.
Entretanto, embora o carvacrol represente, em média, 57,87% da composi¢ao quimica dos
Oleos avaliados, as amostras analisadas alcangcaram cerca de 80,84% da atividade
antioxidante do composto puro.

Esse resultado demonstra que outros constituintes presentes no 6leo essencial,
especialmente y-terpineno e p-cimeno, também contribuem significativamente para a
atividade antioxidante observada. Dessa forma, os dados sugerem a ocorréncia de efeitos
aditivos ou sinérgicos entre os diferentes compostos do 6leo essencial, potencializando a
neutralizacao de radicais livres e reforcando a relevancia da interagcao entre os metabalitos

presentes na matriz natural.
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Figura 13. Comparagéao das estruturas do y-terpineno, p-cimeno, carvacrol, trolox e DPPH
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Fonte: Do préprio autor, 2024

O padrédo do composto majoritario carvacrol também foi testado e apresentou
atividade superior aquelas obtidas com os Oleos essenciais e cerca de duas vezes superior
ao proéprio trolox, confirmando sua alta capacidade antioxidante, no entanto, com somente
57,87% de carvacrol (média dos teores das amostras), os 6leos testados apresentaram
80,84% da atividade do composto puro, indicando que outros constituintes (y-terpineno e

p-cimeno) também atuam como antioxidantes.

O ICs0 do OE de Ocimum gratissimum foi 70,51 + 0,60 mg/mL, apresentando melhor
atividade em relag&o ao verificado por Araujo (2021) onde o OE (Ocimum gratissimum) com
teor médio de eugenol de 51,19%, entretanto o autor verificou auséncia de carvacrol em
relagdo ao presente estudo, sugerindo que o sinergismo entre os constituintes do OE
(carvacrol, y-terpineno e p-cimeno) melhorou expressivamente a atividade do OE.
Corroborando com Joshi (2021), os quais observaram que embora o eugenol estivesse
presente em 85,71 + 0,55% no OE, a atividade antioxidante do mesmo nao foi melhor do
que os de menores concentragdes de eugenol, neste sentido, a divergéncia quantitativa de

outras classes de constituintes dos 6leos essenciais influénciam na atividade antioxidante.
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Tabela 8. IC50 (mg/mL) e indice de atividade antioxidante frente radical DPPH

Amostras IC50 I1AA
MEG6 39,38 + 0,83%° 11,18
Oleo essencial 70,51 + 0,602 5,35
Carvacrol 18,87 £+ 1,32b 26,05
Trolox 62,52 + 1,282 6,17

Fonte: Do proprio auto, 2024.

IC50 - Concentracdo da solugao necessaria para inibir 50% do radical DPPH,;

IAA - indice de atividade antioxidante. Letras diferentes indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey
(p <0,05).

O ICs0 do carvacrol (18,87 £ 1,32 mg/mL) apresentou melhor atividade em relagao
ao trolox (padréao utilizado), e em relagdo ao encontrado por Oliveira Barbosa et al. (2021),
para OE de Ocimum gratissimum correspondendo a ICsp 19,11 mg/mL. O carvacrol
apresentou o ICsp de 18,87 £ 1,32 mg/mL, a microemulsdo de 39,38 £ 0,83 e 0 OEOG de
70,51 £ 0,60, erificou-se menor valor de ICs, para a microemulsdo em comparagao ao
OEOG, embora ndo tenha sido observada diferenga estatisticamente significativa entre
ambos (p > 0,05). O carvacrol apresentou diferenga estatisticamente significativa em
relaggo ao OEOG e ao Trolox (p < 0,05), porém nao diferiu estatisticamente da
microemulsdo.. De acordo com indice de atividade antioxidante (IAA) temos: carvacrol >
nanoemulsao > trolox > 6leo essencial, todos apresentaram atividade antioxidante muito
forte pois encontravam-se maiores que 2, conforme determinado por Scherer e Godoy
(2009).

A intensificagdo da atividade antioxidante do éleo essencial de Ocimum gratissimum
(OEOG) quando incorporado a sistemas microestruturados tem sido amplamente reportada
na literatura, corroborando os resultados observados no presente estudo (Sundararajan et
al., 2018; Onyebuchi e Kavaz, 2019; Doost et al., 2019; Araujo, 2021). Doost et al. (2019)
atribuiram a superior atividade antioxidante dos sistemas microemulsionados, em
comparagao ao timol livre, ao encapsulamento das moléculas bioativas no interior das
nanodominios interfaciais, o que favorece sua orientacdo e localizagao preferencial na
interface 6leo agua. Essa organizacdo estrutural aumenta a area de contato entre o
antioxidante e o meio continuo, promovendo maior acessibilidade dos sitios doadores de

hidrogénio e elétrons aos radicais livres.
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Adicionalmente, a presenca da fase aquosa nos sistemas microemulsionados pode
contribuir de forma significativa para a cinética das reagdes antioxidantes, uma vez que a
agua atua na interrupgdo de interagdes intermoleculares e facilita os mecanismos de
transferéncia de atomos de hidrogénio e elétrons. Esse efeito resulta em um aumento da
taxa de reducdo do radical DPPH, refletindo-se em maior capacidade de sequestro de
radicais livres, conforme descrito por Schaich, Tian e Xie (2015). Assim, a combinagé&o entre
organizag&o nanomeétrica, elevada area interfacial e modulagado do microambiente reacional
confere aos sistemas microemulsionados desempenho antioxidante superior quando

comparados as formas néo estruturadas do 6leo essencial.

5.4. Desenvolvimento do Diagrama Pseudo Ternario da Microemulsao

O diagrama de fases pseudoternario foi empregado para a obtencao das
formulacoes, permitindo a identificacao das condicoes experimentais ideais para a
combinacao dos componentes necessarios a formacao das microemulsoes. As
microemulsoes foram preparadas a partir do oleo essencial de Ocimum gratissimum
(OEOG), Tween 80, propilenoglicol e agua ultrapura MilliQ. A metodologia adotada baseou-
se no metodo de titulacao aquosa, amplamente reconhecido por sua elevada
reprodutibilidade.

Durante o procedimento experimental, a agua foi adicionada gradualmente em
volume total de 500 pL, fracionada em cinco adicoes sucessivas de 100 uL, sob agitacao
continua e controlada. Ao longo da titulacao, foram identificados oito pontos
correspondentes a formacao de sistemas homogeneos, limpidos e translucidos,
caracteristicos de microemulsoes, conforme ilustrado na Figura 17. A composicao

centesimal das formulacoes obtidas encontra-se apresentada na Tabela 9.

Tabela 9. Composigéo centesimal das amostras ME1 até MES8 do diagrama pseudoternario de
Tween/Propilenoglicol (1:1), 6leo de Ocimum gratissimum e agua.

Formulagéao Oleo (%) Tween/Propilenoglicol Agua
ME1 9,1 81,8 9,1
ME2 8,3 75,0 16,7
ME3 7,7 69,2 23,1
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ME4 7,1 64,3 28,6

MES5 6,7 60,0 33,3
MEG6 18,2 72,7 9,1
ME7 16,7 66,7 16,7
MES8 15,4 61,5 23,1

Fonte: Do préprio autor, 2024

O diagrama de fases pseudoternario do sistema constituido por OEOG, Tween 80,
propilenoglicol e agua MiliQ (Figura 16) permitiu identificar com precisdo as regides de
formagdo de microemulsdes termodinamicamente estaveis, bem como distinguir essas
regides daquelas correspondentes a sistemas instaveis ou bifasicos. Observou- se que
formulagdes contendo proporgdes superiores a 60% do sistema surfactante cotensoativo
apresentaram comportamento de equilibrio termodinamico, caracterizado por sistemas
homogéneos, limpidos ou translucidos, tipicos de microemulsdes. Nessas condigdes, a
elevada concentragdo de Tween 80 associada ao propilenoglicol foi capaz de reduzir de

forma eficiente a tensao interfacial e estabilizar simultaneamente as fases aquosa e oleosa.

Figura 14. Digrama de fases pseudoternario para o sistema 6leo de Ocimum

gratissimum,tween/propilenoglicol e agua.
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Fonte: Do proprio Autor, 2024.

Legenda: ME = Microemulsdo; SLO = Sistema liquido opaco; SLL = Sistema liquido leitoso; SF =
Separacao de fases; m Microemuls&o escolhida.
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Em contrapartida, quando a concentragdo do sistema surfactante cotensoativo foi
inferior a 60%, verificaram-se sinais de instabilidade, como turvagao, formagao de sistemas
opacos e separacgao de fases, indicando que essas propor¢des nado foram suficientes para
equilibrar elevadas fragbes de 6leo e agua no sistema. Esse comportamento evidencia a
dependéncia direta da formagdo de microemulsdes estaveis em relagdo ao balango
adequado entre 6leo, fase aquosa e sistema surfactante cotensoativo, conforme delimitado
pelas transi¢cdes de fase observadas no diagrama pseudoternario (Figura 16).

Com base na analise das regides monofasicas identificadas no diagrama e na
avaliacao da estabilidade fisico-quimica das formulagdes, a composi¢ao mais adequada foi
selecionada considerando parametros como potencial zeta, condutividade elétrica, pH e
estabilidade térmica. A formulagcédo escolhida, correspondente ao ponto ME6 indicado na
Figura 16, apresentou composicéo centesimal de 18,2% de fase oleosa, 72,7% de sistema
surfactante cotensoativo e 9,1% de fase aquosa. Essa propor¢gao demonstrou elevada
estabilidade estrutural e coloidal, justificando sua sele¢éo para os ensaios antimicrobianos
subsequentes.

Figura 15. Microemulsbes selecionadas através do estudo do diagrama Pseudo Ternario
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Fonte: Do préprio Autor, 2024.

A forma visual dessas formulagdes foi bastante caracteristica, pois apresentou um
aspecto limpido e translucido de cor amarelada (Figura 17). Isso mostra que as proporgdes
usadas entre os componentes foram adequadas para diminuir a tensio interfacial na
formagao dos sistemas. Apds 7 (sete) dias de preparagdo das amostras, as formulagdes
mantiveram o mesmo aspecto inicial e mantiveram tais caracteristicas durante todo o

periodo de estudo.
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5.5. Citotoxicidade via atividade hemolitica

Na analise do perfil de atividade hemolitica do OEOG (Figura 14), observou-seque,
nas concentragdes de 15,62, 31,25, 62,50, 125, 250 e 500 pyg/mL, o efeito hemolitico
permaneceu baixo e relativamente constante.

Figura 16. Porcentagem de hemolise promovida por diferentes concentragbes do 6leo essencial
de Ocimum gratissimum
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Fonte: Do proprio Autor, 2024.

Contudo, nas concentracbes mais elevadas, verificou-se um aumento expressivo da
hemodlise, com valores de 57,11% em 1.000 pg/mL e 90,04% em 2.000 pg/mL, indicando perda
significativa da hemocompatibilidade do 6leo essencial em altas doses. Esse comportamento
sugere uma interagéo direta dos constituintes lipofilicos do éleo com a membrana eritrocitaria,
levando a desorganizagao da bicamada lipidica.

Figura 17. Porcentagem de hemolise promovida por diferentes concentragées na MEG.
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Fonte: Do proprio Autor, 2024.
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Em contraste, o perfil observado para a microemulsdo (MEG6), conforme ilustrado na
Figura 15, evidencia uma reduc&o substancial da atividade hemolitica em todas as
concentragbes avaliadas. A ME-OG apresentou 10,35% de hemdlise em 2.000 uyg/mL e
5,27% em 1.000 pg/mL, enquanto nas concentragdes de 500, 250 e 125 pg/mL os valores
foram 2,67%, 0,94% e 0,11%, respectivamente, ndo sendo observada hemodlise nas
concentragbes de 62,50, 31,25 e 15,62 pg/mL. Esses resultados demonstram que a
microemulsdo promoveu uma melhora significativa da hemocompatibilidade quando

comparada ao oleo essencial livre, especialmente nas concentracbes mais elevadas.

Do ponto de vista toxicologico, Zhang et al. (2019) destacam que amostras que
induzem hemolise superior a 10% podem ser consideradas citotdxicas, enquanto valores
inferiores a esse limite indicam comportamento hemocompativel. Além disso, normas
internacionais para avaliagado de biomateriais classificam amostras com hemaolise inferior a
2% como n&o hemoliticas, entre 2% e 5% como levemente hemoliticas e acima de 5%
como hemoliticas (ISO, 2017). A luz desses critérios, a ME6 pode ser classificada como
nao hemolitica a partir de 250 yg/mL e levemente hemolitica em 500 ug/mL, mantendo-se
dentro de limites aceitaveis mesmo em 1.000 pg/mL e estatiticamente em 2.000 ug/mL, ao
contrario do OEOG, que apresentou elevada citotoxicidade nessas concentragdes.

A diferenga observada entre o OEOG e a MEG6 pode ser atribuida a capacidade da
microemulsdo de modular a liberacdo dos compostos bioativos e reduzir o contato direto
dos constituintes hidrofobicos com a membrana das hemacias, minimizando os danos
estruturais. Esse efeito € particularmente relevante considerando que compostos fendlicos
majoritarios do 6leo essencial, como o carvacrol, apresentam alta afinidade por membranas
biolégicas e s&o frequentemente associados a efeitos hemoliticos dependentes da
concentragado (ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002; BASER; BUCHBAUER, 2015). Lima
(2011) relatou elevadas porcentagens de hemdlise associadas ao carvacrol em diferentes
sistemas experimentais, reforcando a hipdtese de que esse composto seja um dos

principais responsaveis pela atividade hemolitica observada no éleo essencial livre.

Nesse contexto, os resultados obtidos demonstram que, embora o OEOG apresente
aumento expressivo da hemdlise em concentracbes elevadas, sua incorporagdo em
sistema microemulsionado promove redugao significativa desse efeito, evidenciando maior

seguranca bioldgica. A diminuigdo da hemdlise de 57,11% para 5,27% em 1.000 yg mL"' e

72



de 90,04% para 10,35% em 2.000 ug mL" reforca o potencial da microemulsdo como
estratégia eficaz para viabilizar o uso terapéutico do OEOG, ampliando sua aplicabilidade
com reduc¢ao substancial do risco citotoxico.

5.6. Caracterizagao fisico-quimica de microemulsao

A microemulsdo de Ocimum gratissimum selecionada MEG, representa uma
microemulsdo tensoativo/éleo/agua. Este tipo de microemulsdo tende a formar micelas
mistas quando em dilui¢ao infinita, compostas da fase oleosa contida e dissolvida no interior
hidrofébico da micela (FROMARIZ et al., 2004). O tamanho da particula da microemuls&o,
indice de polidispersao e potencial zeta sao exibidos na Tabela 10.

Tabela 10. Caracterizagdo da microemulsao formulada com o 6leo essencial de Ocimum

gratissimum e o controle negativo da microemulsdo em relagdo ao tamanho da particula, indice de
polidisperséo e potencial zeta.

Tamanho da indice de Potencial Zeta Condutividade
Microemulséao i . .
particula (nm) polidispersao (mV) (uS/cm)
Controle Negativo 25,17 + 3.855 0,377 + 0.083 -29.5 62,4
MEO6 43,82 £ 0.319 0,416 £ 0.021 -26.2 76,8

Fonte: Do proprio Autor, 2024.

O tamanho das particulas de microemulsdo contendo o OEOG (43,82 nm) foi
determinado como previsto na literatura, variando entre 10 e 150 nm (Silva et al., 2009). O
indice de polidispersao (PDI) da MEG6 obtido foi de 0,416, também em conformidade com a
literatura, indicando homogeneidade no tamanho das particulas apresentando valores
menores que 0,5 (USTUNDAG OKUR et al., 2011).

O potencial zeta indicou valores negativos tanto para o ME6 quanto para Controle
Negativo, de -26,2 mV e -29,5 mV, respectivamente. Sistemas estaveis geralmente
possuem potencial zeta igual ou superior a 20 mV (Bose et al., 2013). Esse parametro esta
associado ao Oleo e suas particulas ou as cargas de surfactantes/cossurfactantes
presentes na microemulséo (Bedin, 2011). A carga negativa pode ser atribuida a presenga
de acidos graxos ou indicar a presenga de surfactantes n&o ibnicos e cossurfactantes, que
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normalmente conferem carga negativa as moléculas as quais estado ligados (Al-Mahallawi
et al., 2021). Portanto, a ME6 formulada com surfactantes ndo iénicos, como Tween 80,
aqui utilizado, pode ser estavel mesmo com potenciais zeta negativos (Aggarwal et al.,
2013).

Alguns estudos empregando surfactantes n&o idbnicos também investigaram valores
de potencial zeta negativos. Manzoor et al., (2023) prepararam uma microemulsao com os
surfactantes Tween 80 e Propilenoglicol e obtiveram um potencial zeta de -15,46 mV (Lyra,
2019), enquanto a microemulsdo obtida do OE extraido de Ocimum basilicum, com os
surfactantes de uma mistura 2:1 de éter mono-dodecil de decaetilenoglicol (surfactante) e
etanol (co- surfactante) relataram - 12,60 mV (VOLPE et al., 2018).

A condutividade elétrica € um critério comumente usado para determinar o tipo de
emulsdo. Uma ME 6leo/agua é especificado como um sistema com condutividade superior
a 10 uyS/cm (LI et al., 2022). A condutividade da MEG e Controle Negativo foi de 76,8 uS/cm
e 62,4 uS/cm, respectivamente. De acordo com a classificagao citada, este estudo conclui
que a ME6 é um sistema de 6leo em agua. O teste de estabilidade térmica indicou que a
estabilidade da ME6 nao apresentou alteracdes.

A densidade da microemulsao (MEG6) foi de 0,89 g/mL, e n&o foi alterada pelo calor
do tratamento térmico via forno, enquanto a densidade do Controle Negativo aumentou de
0,92 g/mL para 0,95 g/mL (Tabela 11). Valores semelhantes foram relatados na literatura
para um ME obtido de OE de Ocimum basilicum (Martins, 2006) e densidade variando de
0,85 a 0,91 g/mL para um microemulsdo preparada com OE extraido de Ocimum
gratissimum (VILANOVA, 2018), e densidade variando de 0,99 a 1,002 g/mL para um

nanoemulsdo preparada com OE extraido de Cymbopogon martinii (Lira, 2019).

Tabela 11. Caracterizacao da microemulsdo formulada com 6leo essencial extraido da
Ocimum gratissimum antes e apos teste de estabilidade térmica.

Densidade (g/mL) pH
Amostras
Antes Depois Antes Depois
Controle Negativo 0920 0,95+ 0,05 6,93 £ 0,22 6,78 £ 0,18
MEG6 0,890 0,89 + 0,05 6,42 + 0,20 5,37 £ 0,06

Fonte: Do proprio Autor, 2024.
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A MEG6 apresentou valor de pH de 6,42 e o controle negativo de 6,93. Seguindo no
teste de estabilidade térmica, o pH do MEG6 foi reduzido para 5,37 e o pH do controle
negativo, para 6,78. Formulagdes emulsionadas contendo éleo de noz (Bertholletia excelsa
H.B.K) também relatou uma diminuigdo do pH, formulagées emulsionadas contendo 6leo
de D. stelechantha também relatou uma diminuicdo do pH apds teste de estabilidade
térmica, variando de 7,4 a 5,7 (LOPES et al, 2023). Mesmo com essa diminuigao, o pH
manteve-se dentro dos padrbes fisicos e faixa de estabilidade quimica tanto para
formulagdes quanto para formulagdes de uso topico, de 5,5 a 8,0, proximo aos valores de
pH da pele. O MEG6 obtida aqui €, portanto, compativel com a pele (SILVA et al., 2009).

5.7. Analise da composi¢ao da microemulsao

A anadlise por headspace da microemulsdo ME6 permitiu a identificacdo de 17
constituintes volateis, correspondendo a 73,91% da composi¢cao originalmente descrita
para o OEOG (Tabela 12). O perfil quimico observado evidencia a manutencédo das
principais classes de metabdlitos presentes no oOleo essencial apdés o processo de
incorporagdo na microemulsdo, destacando-se os hidrocarbonetos monoterpénicos
(48,63%), seguidos pelos monoterpenos oxigenados (43,02%) e, em menor proporgao,
pelos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (4,88%).

Os compostos majoritarios detectados na ME6 foram carvacrol (40,39%), y-terpineno
(22,51%) e p-cimeno (12,57%), os quais também figuram entre os principais constituintes
do OEOG. A elevada propor¢cao desses marcadores quimicos na fase volatil da
microemulsao indica que o sistema foi eficiente na incorporagdo do 6leo essencial, sem
perdas significativas dos compostos bioativos mais relevantes. Esse resultado sugere que
a microemulsao atuou como um sistema carreado estavel, capaz de solubilizar e preservar

compostos hidrofébicos, particularmente fendis monoterpénicos como o carvacrol.

Tabela 12. Caracterizagdo da microemulsao obtida de Ocimum gratissimum por método
headspace de Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa.

Composto Classe Quimica IRC IRL % Tempo~de
retengao
a-Tujeno MH 928 924 2,22 5,360
a- Pineno MH 934 932 0,86 6,825
B- Pineno MH 978 974 0,18 8,294
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Mirceno MH 993 988 3,35 8,566

a- Felandreno MH 1006 1002 0,36 9,031
0-Careno-3 MH 1012 1008 0,33 9,108
a-Terpineno MH 1018 1014 2,64 9,688

p-Cimene MH 1031 1020 12,57 9,849
Limoneno MH 1032 1024 1,31 10,029
B-Ocimeno MH 1048 1044 0,72 10,004
y-Terpineno MH 1066 1054 22,51 10,148
p-Cimeneno MH 1091 1089 1,20 10,233
Timol MO 1234 1232 1,70 10,653
Carvacrol MO 1198 1204 40,39 10,904
Cariofileno SH 1421 1417 1,48 11,622
B-Selineno SH 1490 1489 1,65 11,710
a-Selineno SH 1497 1498 0,61 12,400

Total identificado 97,12

Fonte: Do proprio Autor, 2024.

IRC = indices de retencdo calculados a partir dos tempos de retencéo; IRL = indices de retencao linear
da literatura (ADAMS 2007).

A presenca concomitante de precursores biossintéticos, como y-terpineno e p-
cimeno, refor¢ca a integridade do perfil quimico do éleo essencial apds a formulagéo,
indicando que nao ocorreram transformagdes quimicas relevantes durante o processo
de obtencdo da microemulséo. Esse aspecto é fundamental, uma vez que a manutencao
da composigao original esta diretamente relacionada a conservagao das propriedades
biolégicas do OEOG. Além disso, a elevada proporgdo de monoterpenos oxigenados na
MEG6 é particularmente relevante, uma vez que essa classe de compostos esta
associada a maior atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria. A
incorporagdo bem-sucedida desses constituintes sugere que a microemulsdo pode
potencializar a biodisponibilidade e a eficacia biolégica do dleo essencial, ao mesmo
tempo em que contribui para maior estabilidade fisico-quimica e controle da

volatilizacao.

5.8. Atividade Antimicrobiana

O Controle Negativo ndo apresentou atividade efetiva diante dos microorganismos

testados. A MEG6 exibiu atividade antimicrobiana significativa (p < 0,05), quando comparado
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ao controle negativo e OEOG. As zonas de inibigdo variaram de 25,8 a 50,9 mm,
apresentando forte atividade antimicrobiana contra os microrganismos testados, exceto
frente a Pseudomonas aeruginosa (11,9 mm), que apresentou perfil de resisténcia frente a
microemulsdo. A maior zona de inibicao foi observada frente a Klebsiella pneumoniae (50,9
mm), seguidos por Staphylococcus aureus (35,7 mm) e os fungos Candida Albicans e
Candida parapsilosis (32,2 mm e 28,4 mm, respectivamente). Em geral, a atividade
antimicrobiana de uma substancia é classificada em diferentes niveis: fraca atividade (zona
de inibigdo < 12mm), atividade moderada (12 mm < zona de inibicdo < 20 mm) e forte
atividade (zona de inibicdo = 20 mm) (Rota et al., 2008).

E importante considerar que a fracdo majoritaria do OEOG é composta, em média,
por aproximadamente 65% de carvacrol e y-terpineno. A atividade antimicrobiana desses
compostos tem sido amplamente reportada na literatura, sendo atribuida principalmente a
sua capacidade de interagir com membranas celulares microbianas, promovendo
alteracbes estruturais e funcionais (Rivas et al, 2010; Sarrazin et al.,, 2015).
Biossinteticamente, o carvacrol e o y-terpineno sdo derivados da via dos monoterpenos
fendlicos, tendo como precursores o timol e o p-cimeno, compostos que, de modo geral,
coexistem no mesmo 6leo essencial, contribuindo para possiveis efeitos sinérgicos na

atividade bioldgica.

Os resultados da atividade antimicrobiana do OEOG, da microemulsdo MEG e do
controle negativo estao apresentados na Tabela 13. A concentragao inibitéria minima (CIM)
e a concentragao bactericida ou fungicida minima (CBM ou CFM) foram expressas em
mg/mL. O OEOG apresentou atividade antimicrobiana moderada frente a Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis (500 mg/mL), além de atividade significativa contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e Candida parapsilosis, também
com CIM de 500 mg/mL. Destaca-se ainda a elevada atividade frente a Klebsiella
pneumoniae (250 mg/mL), resultado superior aos reportados por Joshi (2013), que
observou CIM de 2.000 mg/mL, e por Melo et al. (2019), com CIM de 1.000 mg/mL, ambos

utilizando 6leos essenciais com predominancia de eugenol como constituinte majoritario.

Em comparagdo, a microemulsdo MEG apresentou resultados substancialmente
mais promissores, tanto para CIM quanto para CBM, quando comparada ao controle

negativo e ao OEOG frente aos micro-organismos avaliados (Tabela 13). Observou-se que
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a MEG exibiu elevada atividade antimicrobiana, com CIM variando entre 15,62 e 31,25
mg/mL frente a Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, além de
atividade significativa (125 mg/mL) contra Staphylococcus epidermidis e Enterococcus
faecalis. Esses resultados evidenciam o impacto positivo da microemulsificagcdo na

potencializagdo da atividade antimicrobiana do 6leo essencial.

Por meio do ensaio de determinacao da concentragao bactericida minima, verificou-
se ainda que a MEG6 apresentou atividade frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae na concentragao de 2.000 mg/mL, demonstrando ndo apenas efeito
bacteriostatico, mas também atividade bactericida, conforme evidenciado pelas placas de

cultivo apresentadas na Figura 18.
Figura 18. Placas do ensaio de concentragéo bactericida minima (CBM) da ME6 e do 6leo

essencial de Ocimum gratissimum (OEOG) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

OE x Klebsiella pneumoniae

OE x Staphylococcus aureus

Fonte: Do préprio Autor, 2024.
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A maioria dos trabalhos que avalia atividade antimicrobiana do 6leo de Ocimum
gratissimum e suas formulagdes, apresenta o eugenol como majoritario. De acordo com
Wan et al., (1998) o OEOG demonstra um maior efeito contra as bactérias Gram-positivas.
A resisténcia das bactérias Gram-negativas € atribuida ao seu exterior hidrofilico da
membrana que pode bloquear a penetracdo de compostos hidrofobicos na membrana
celular (INOUYE et al.,, 2001). Contudo, o grupo metil presente no carvacrol é mais
hidrofobico do que o eugenol; no entanto, o grupo hidroxila do eugenol pode nao estar
envolvido na ligacédo de hidrogénio devido a presenga do grupo — OMe na posigao orto de
o eugenol produziu impedimento estérico. Isso pode explicar a atividade antimicrobiana
mais fraca do eugenol em relagdo ao carvacrol contra bactérias e fungos. Os outros
componentes fendlicos, embora baixos nos 6leos essenciais de Ocimum gratissimum e
poderiam estar contribuindo para a atividade antimicrobiana, causando vazamento de ATP
intracelular e ions de potassio levando a morte celular (ULTEE et al., 1999 & JUVEN et al.,
1994).

Segundo Silva et al. (2010c), a eficacia da atividade antimicrobiana de carvacrol pode
variar em fungao de seus teores presentes no OE. Entretanto, alguns autores sugerem que
a atividade antimicrobiana dos OE é atribuida ndo somente a presenga de compostos
fendlicos, pois a presencga de outros componentes presentes em baixas concentragdes
resulta em efeito sinérgico, aditivo ou mesmo interagdes antagdnicas (BASSOLE E
JULIANI, 2012; PERRICONE, 2015). Ha evidéncias, por exemplo, de que componentes
presentes em menor quantidade que os compostos fendlicos, como y-terpineno e p-cimeno,
interferem na atividade antimicrobiana por produzirem efeito sinérgico entre os demais

componentes (Silva et al., 2010).

Em relagdo as cepas de fungo, os resultados foram promissores (15,52 mg/ml),
diante de Candida albicans e Candida parapsilosis, a atividade antifungica tem sido
atribuida ao aumento da permeabilidade ibnica da membrana celular, inibicdo da formagao
de tubo germinativo ou alteragcdes na biossintese do carvacrol (KHAN et al., 2010; SILVA
et al., 2011; FREIRES et al., 2014).

Além disso, a inducéo de estresse oxidativo, caracterizado pelo excesso de producao
de espécies reativas de oxigénio, € também considerada um possivel mecanismo de morte

fungica celular. Este efeito foi confirmado apos a exposicdo de Candida albicans a
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concentragdes sub-letais de timol e carvacrol (KHAN et al., 2015). Em relagéo ao teste de
CFM o OEOG e ME6 nao apresentaram poder fungicida a frente dos fungos testados
(Figura 19).

Figura 19. Placas do teste de atividade de concentragéo fungicida minima (CFM) da
microemulsao: a) fungo Candida albicans ATCC 14053 e b) fungo parapsilosis ATCC 22014.

Fonte: Do préprio Autor, 2024.

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Ocimum gratissimum (OEOG) e da
microemulsao foi avaliada por meio da determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) frente a cepas do género Staphylococcus. Conforme apresentado na Figura 20,
observam-se diferengas expressivas no perfil de inibicado bacteriana entre o 6leo essencial
isolado e a formulagédo microemulsionada. A microemulsdo contendo OEOG apresentou
maior eficiéncia na inibicdo do crescimento microbiano, evidenciada pela manutengao da
coloragdo caracteristica de auséncia de crescimento bacteriano em concentragdes

inferiores as observadas para o 6leo essencial livre.

Além disso, os resultados demonstram que o processo de microemulsificacdo
favoreceu a dispersdao e a estabilidade dos compostos bioativos presentes no o6leo
essencial, aumentando sua interacdo com as células bacterianas. Esse comportamento
pode estar relacionado a redugdo do tamanho das goticulas e ao aumento da area de
contato da formulagao, fatores que contribuem para maior disponibilidade dos compostos

antimicrobianos e potencializagao da atividade bioldgica frente as cepas avaliadas.

80



Figura 20. Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial e da
microemulsao frente a cepas do género Staphylococcus: (a) CIM do OEOG frente a bactéria
Staphylococcus epidermidis ATCC 25924 e (b) CIM da microemulsao contendo OEOG frente a
bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Fonte: Do préprio Autor, 2025.
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Tabela 13. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Ocimum gratissimum e sua microemulséo.

EO-OG Controle Negativo ME-OG
erorean
ganismos (mm) (ng/mL)  (ng/mL) (mm)  (mo/mb) (ug/mbL) =0 (ng/mL)  (ug/mL)
Stap%%cgczcggzag)Uf eus 22,6 500 - 0.2 40,7 31,25 2000
epidtfr?v?gglz?l'occéu285924 19,5 1000 ) ) 290 125 .
Ente;\qlf:ggcgli gggca/is 18,5 1000 i} 0.3 29,2 125 -
Eschericzhég 2Cgli ATCC 208 500 } 0.4 30,8 31,25 -
Klebsiela protmoniae 24,7 250 . . 50,9 15,62 2000
aerugl;’lfjgg Z?glgEOZZQ 1.9 2000 ) ) 170 250 .
Candida /:\Qbéggns ATCC 206 500 ) 0.2 322 1562 -

Fonte: Do proprio Autor, 2024
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CONCLUSAO

Através do estudo sazonal e circadiano do 6leo essencial das folhas de Ocimum
gratissimum, foi possivel observar que as condi¢des climaticas possuem influéncias diretas
no rendimento e teor dos constituintes quimicos do 6leo, ja que estes s&o armazenados em
tricomas glandulares na superficie da epiderme foliar e podemos notar a variagdo ao longo

dos valores encontrados.

O rendimento dos Oleos essenciais variou significativamente (2,12% - 4,81%),
parecendo aumentar em dias quentes e com alta incidéncia de luz solar (12 e 15 horas) e
diminuindo em condi¢gdes inversas (18 horas), além disso, os altos valores obtidos
mostraram-se significativos para produgéo do éleo essencial em grande escala.

Este estudo demonstrou que o 6leo essencial de OEOG possui uma composigao
quimica rica e diversificada, com o carvacrol sendo o composto predominante, ao contrario
da predominancia de eugenol relatada em outros estudos. Todas as amostras
apresentaram o carvacrol, o p-cimeno e o y-terpineno como componentes majoritarios,
todos derivados do mesmo processo biossintético que ocorre na planta. Apesar disso,
houve variagbes significativas no conteudo desses constituintes, de forma que, através da
combinagao dos estudos sazonal e circadiano feitos, € possivel programar a coleta do éleo

essencial de acordo com o interesse quimico a ser aplicado.

O estudo demonstrou que a atividade antioxidante do 6leo é dose-dependente,
sendo que as maiores concentragdes apresentaram uma capacidade de sequestro superior
ao antioxidante padrao Trolox. Essa eficacia pode ser atribuida a presenca de compostos
bioativos como carvacrol, p-cimeno e y-terpineno, que, juntos, conferem ao 6leo essencial
uma alta capacidade antioxidante. Tais resultados reforgcam o potencial do 6leo como uma
alternativa natural aos antioxidantes sintéticos, oferecendo beneficios relevantes para

aplicagdes farmacéuticas e cosméticas.

A formulacéo e caracterizagcdo da microemulsdo OEOG mostraram-se promissores
em termos de estabilidade e eficiéncia. O sistema microemulsionado, com seu indice de
polidispersao (PDI) da MEG6 de 0,416 indicando homogeneidade no tamanho das particulas,
potencial zeta negativo (-26.2 mV) e alta condutividade (76,8 yS/cm), revelou uma estrutura

estavel, adequada para manter as propriedades fisico-quimicas ao longo do tempo. A
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analise do comportamento de fase e a estabilidade térmica reforcam a viabilidade do uso
da microemulsao em formulagdes farmacéuticas e cosméticas, potencializando a eficacia

do oleo essencial como agente antioxidante.

Os resultados obtidos sobre a citotoxicidade, com baixos indices de hemolise em
baixas concentragdes (15,62, 31,25, 65,50, 125, 250 e 500 pg/mL), sugerem que o OEOG
incorporado em uma microemulsio pode ser utilizado com baixo risco. O OEOG apresentou
atividade hemolitica dependente de concentragdo sobre os eritrocitos sanguineos até a
concentragdo de 1.000 pg/mL. Na avaliacdo da taxa de hemodlise, o OEOG apresentou
elevada toxicidade nas concentragbes de 2.000 e 1.000 pyg/mL, com percentuais de
hemdlise de 90,04% e 57,11%, respectivamente. Entretanto, nas demais concentracbes
avaliadas, os valores de hemdlise foram significativamente menores, indicando redugao da

toxicidade em concentracbes mais baixas.

Esses dados s&o fundamentais para o desenvolvimento de produtos seguros e
eficazes, sendo o estudo uma base significativa para futuras pesquisas e inovagdes no uso

de 6leos essenciais em diversos setores.

A adicdo deste oleo em microemulsées (ME6) aprimorou suas propriedades
antimicrobianas, confirmando a eficacia da ME-OG contra uma variedade de
microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como cepas
de fungos. Os resultados mostram que a ME6 com OEOG ndo apenas conservaram 0s
compostos ativos do 6leo, mas também aumentaram a sua biodisponibilidade, melhorando
a eficacia antimicrobiana e apresentando uma possibilidade promissora para o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
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Curva do ensaio antioxidante do éleo essencial de Ocimum gratissimum (ABTS)

ANEXOS

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

%Inibicao

*

%Inibicio

y =1,0269x + 11,178
R> = 0,9999

20 40 60 80 100
Concentragao (mg/L)

Curva do ensaio antioxidante do 6leo essencial de Ocimum gratissimum (DPPH)
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