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Introducédo

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos € uma pratica muito antiga, remonta aos
primordios da medicina e € fundamentada nos conhecimentos adquiridos ao longo de muitas
geracOes. Desta forma, no decorrer dos séculos, produtos naturais constituiram as bases para o
tratamento de diferentes doencas (SOUZA, et al., 2007).

Os 6leos essenciais (OE) possuem uma posicdo de destaque na fitoterapia devido as suas
propriedades terapéuticas, que sdo reconhecidas pelos povos antigos e muito utilizadas na
medicina popular. S&o compostos liquidos, organicos, volateis e lipofilicos extraidos de
plantas. Vérias atividades farmacoldgicas dos 6leos essenciais foram relatadas, como no
tratamento de doencas cardiovasculares, no combate a micro-organismos como bactérias,
virus e fungos, tratamento de arteriosclerose, combate a radicais livres (antioxidante) entre
outros (EDRIS, 2007).

Além disso, atualmente diversos éleos essenciais e alguns componentes extraidos destes tém
revelado um grande potencial antioxidante podendo ser considerado antioxidantes naturais,
desta forma poderiam ser utilizados como substitutos potenciais aos antioxidantes sintéticos
(BOZIN, et al., 2006).

Neste contexto um O&leo essencial que merece destaque € do tomilho conhecido
cientificamente como Thymus vulgaris L, é uma planta da familia Lamiaceae que compreende
150 géneros, com cerca de 2800 espécies distribuidas em todo o mundo, sendo 0 maior centro
de dispersdo a regido do Mediterraneo. Muitas das espécies introduzidas no Brasil sdo plantas
medicinais e produtoras de 0Oleos essenciais, sendo utilizadas como condimentos ou como
flores ornamentais. Dentre os géneros cultivados da familia Lamiaceae destacam-se varias
espécies usadas como condimentos, tais como: salvia (Salvia officinalis), manjericdo
(Ocimum basilicum), orégano (Origanum vulgaris L.), manjerona (Origanum majorana L.),
entre outras (PORTE; GODOY, 2001).

As propriedades aromaticas e medicinais do género Thymus, o tornaram uma das plantas
mais populares em todo o0 mundo. Dentre as propriedades medicinais estdo: anti-inflamatorias,
antibacterianas, antifngicas, antivirais, antioxidantes e antiespasmodicas (KUETE, 2017).

Os 0leos essenciais de planta do género Thymus sdo amplamente usados como agente anti-
séptico em muitas preparacfes farmacéuticas e como agente aromatizante para muitos tipos
de produtos alimentares. Existem varios ecotipos de tomilho que diferem em caracteristicas
morfoldgicas e na composicdo de 6leos essenciais. Caracterizam-se por um odor forte e
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penetrante e, por vezes, um sabor muito pronunciado balsdmico e picante (CORTICCHIATO
etal., 1998).

A atividade biologica do 6leo essencial da T. vulgaris estd relacionada com o timol e o
carvacrol, seus principais constituintes. O timol tem demonstrado efeitos antibacterianos,
antifangicos e anti-helminticos, enquanto o carvacrol tem sido estudado por seus efeitos
bactericidas. As atividades antifungicas, pesticidas e antibacterianas do 06leo essencial de
tomilho foram demonstradas por diversos estudiosos, como Daferera et al. (2000),
Bagamboula et al. (2004), e Novacosk & Torres (2006).

Diante do exposto, o0 presente trabalho objetivou a realizacdo da obtencdo do OE das partes
aereas de T. vulgaris por hidrodestilagdo, permitindo a realizacdo da identificacdo de sua
compois¢do quimica por CG-EM, além da investigacdo do potencial antimicrobial desse OE
frente a bacterias gram-negativas e gram-positivas.

Material e métodos

Planta: As folhas secas da T.Vulgarias foram adquiridas em uma loja de produtos naturais, na
cidade de Jequié, sob a forma de folhas secas.

Extracdo do OE por hidrodestilagdo: A massa do material vegetal utilizado (150g) foi
misturada com 1 L de &gua destilada, e submetido a extracdo pelo método de hidrodestilacéo,
em aparelho do tipo Clevenger, mantida sob aquecimento de aproximadamente 50 °C, por trés
horas. O OE obtido foi desidratado pela adicdo de sulfato de sddio anidro (NaSO4) e
armazenados sob refrigeracéo.

Analise do OE no CG-EM: As andlises cromatograficas foram realizadas utilizadas em
cromatografo gasoso QP2010, com deteccdo por espectrometria de massa (GC-EM)
(Shimadzu-Japdo). Foi utilizada uma coluna analitica OV-5 (30 mx 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 pm de espessura de filme, 5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano). Hélio foi usado
como gas de arraste (1,19 mL/min) com injetor e detector com temperatura de 220 °C. A
temperatura inicial da coluna foi de 40 °C, programado para atingir 240 °C a uma taxa de
variagdo de 6 °C/min. Os compostos foram identificados pela comparacdo do indice
cromatograficos calculado e das referéncias, além da observacdo e comparacdao do tempo de
retencdo dos constituintes do OE aos de um padréo de hidrocarbonetos, analisado nas mesmas
condicdes. Os espectros de massas de cada constituintes foram analisadas e comparados aos
da biblioteca do equipamento (NIST 14) e da referéncia Adams, 2009.

Determinagdo da Concentracdo Inibitéoria Minima (CIM):A determinacdo da
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi realizada segundo o protocolo, CLSI (2003) [35],
com modificagdes. A anélise foi realizada em placas de microtitulacdo de 96 pocos, de fundo
“U”, na qual foi pipetado 90 pL de Caldo Mueller Hinton (KASVI K25-610034) em todos 0s
pogos. Em seguida, adicionou-se 90 pL do oleo essencial na linha A (colunas 1 a 9) na
concentracdo de 20 mg. mL-1 e realizou-se dilui¢Bes sucessivas até a linha H, descartando 90
ML restante da linha H ap6s homogeneizacgéo, tendo ao final oito diferentes concentragdes
testadas (10; 5,0; 2,5; 1,25, 0,625; 0,312; 0,156; 0,078 mg. mL-1).

Para o teste, preparou-se uma solucdo padrdo de cada microrganismo em solugédo salina
(0,9%), ajustando-se a concentragdo a da escala McFarland (0,5) o que corresponde a 1,5x108
unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL. Posteriormente, adicionou-se 10 pL de
suspensdo do microrganismo-teste nos pogos a serem testados e incubou-se a placa a 35°C +
2, por 24 horas. O controle utilizado foi o antibidtico Ofloxacino (0,3%). Toda a analise foi
realizada em triplicata.



Ap0s o periodo de incubagdo da placa, para a revelacdo final, adicionou-se 30 pL de solucéao
aquosa de Resazurina (SIGMA-ALDRICH R7017) & 0,01% e incubou-se em temperatura de
35°C + 2, durante trés horas. A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi considerada como a
menor concentracdo do Oleo capaz de inibir o crescimento do microrganism

Resultados e Discussao

O rendimento do OE obtido das folhas do T. vulgaris foi de 1,86%, sendo calculado através
do quociente do volume de OE, pela massa do material vegetal utilizada na extragdo. Esse
rendimento compativel ao observado em estudos anteriores com plantas género, que esta entre
1,02% a 1,86% (Loziene et al.2003)

Através da analise no CG-EM foram identificados quatro constituintes para essa amostra
comercial, correspondendo a 99,57% dos constituintes presentes. A identificacdo foi realizada
por comparacdo dos indices cromatograficos calculados aos encontrados na literatura, bem
como comparacdo dos espectros de massas, de cada substancia, aos espectros de massas
existentes na biblioteca do aparelho (com similaridade superior a 90%) e literatura adotada
(ADAMS et al, 2009), além do auxilio do banco de dados NIST (www.nist.gov).

Os compostos majoritarios observados no OE sdo timol (4,02%) e p-cimeno (89%), com
tempos de retencdo é 12,15 min e 24,635 min, respectivamente. Tal composi¢cdo quimica é
consoante ao ja observado em trabalhos anteriores com T. vulgaris. A composi¢do quimica do
OE de T. vulgaris estudada grande perda, por ser tratar de uma amostra comercial.

Em comparacao a outros estudos com o OE da mesma espécie que apresenta uma constituicdo
quimica variada de mono e sesquiterpenos, com um numero de compostos de 33 a 41
compostos ja registrados (Millezi et al.2012).

Nos testes microbioldgicos as CIM foram determinadas tanto para as bactérias gram-negativas
E. Coli (ATCC 8739) com CIM de 10 mg.mL™, Salmonella spp. (CBAM 0015) com 1,5
mg.ml?, P. aeruginosa (ATCC 25853) com 2,5 mg.ml™, assim como para as gram-positivas,
E. faecalis (ATTC 31299) com CIM de 5,0 mg.mL?, S. saprophyticus (ATCC 35552) com
50 mg.mlt e S. aureus (ATCC 25921) com 10 mg.mL™?. A atividade antimicrobiana do
6leo essencial se deve a presenca de conjunto de monoterpenos, que se espalham pela matriz
exopolissacridica evitando a extensdo dos biofilmes bacterianos e interferindo em adesGes
proteicas (Sateriale et al. 2023).

Conclusdes

T. vulgaris comercializada apresenta uma significativa perda na diversidade de compostos
quimicos presentes no OE, sendo restrito a 4 constituintes, tendo o timol e p-cimeno os
majoritarios, porém com a preservacdo da identidade dos constituintes majoritarios. A
presenca de monoterpenos na constituicdo quimica preserva a a¢do antimicrobiana do OE, que
se demonstrou ativo frente aos microrganismos testados. O estudo de produtos naturais
comercializados em casas de especiarias fornece informacdes relevantes para atestar a
seguranca e eficacia desses materiais, assegurando sua confiabilidade.
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