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RESUMO

Os alimentos com alegacdes funcionais tém ganhado destaque na ciéncia de alimentos devido
aos seus potenciais beneficios a satde, onde o azeite de oliva extravirgem (AOE) destaca-se
por sua composigéo rica em acidos graxos e compostos fenolicos com potencial antioxidante e
antimicrobiano. A adicdo de Oleos essenciais (OEs) ao AOE pode potencializar as
propriedades individuais destes, surgindo como alternativa natural para melhorar a qualidade,
seguranca e vida de prateleira dos alimentos. Assim, este estudo teve como objetivo
caracterizar a composic¢ao quimica por cromatografia gasosa acoplada ao CG-EM dos OEs de
alecrim (Rosmarinus officinalis), limdo siciliano (Citrus limon) e orégano (Origanum
vulgare); investigar a atividade antimicrobiana das formulacGes utilizando as técnicas de
difusdo em disco, concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) e avaliar os indices de acidez, peroxidos e substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). O oOleo essencial de alecrim (OEA) apresentou como classes predominantes
monoterpenos oxigenados (63,24 %) e monoterpenos hidrocarbonetos (20,23 %). Os
compostos majoritarios encontrados foram eucaliptol (1,8-cineol), canfora e a-pineno. No
6leo essencial de limé&o siciliano (OELS) a classe de metabdlitos predominante foi constituida
de monoterpenos hidrocarbonetos (76,62 %), sendo D-limoneno, B-pineno e y-terpineno 0s
compostos majoritarios. J& no 6leo essencial de orégano (OEO), monoterpenos oxigenados
(61,0 %) e monoterpenos hidrocarbonetos (36,0 %) foram as classes predominantes.
Carvacrol, seguido por p-cimeno, y-terpineno e timol foram os componentes majoritarios. A
atividade microbioldgica, a adicdo do OEO ao AOE promoveu inibi¢do do crescimento de
todas as bactérias testadas, tanto pelo método de difusdo em disco quanto pelo método de
microdiluicdo em caldo. As amostras de AOE que receberam OEA e OELS ndo apresentaram
atividade inibitdria nas concentracfes testadas em nenhum dos métodos utilizados contra as
cepas pesquisadas. As analises fisico-quimicas evidenciaram que a adicdo dos OEs ao AOE
promoveu efeitos se comparadas ao AOE puro. Para indice de acidez, todos os azeites
enriquecidos com os OEs apresentaram valores inferiores ao limite estabelecido para o AOE;
para o indice de peroxidos, o OEA apresentou o melhor desempenho antioxidante; no indice
TBARS, a adicdo do OEA e OEO demonstraram maior eficicia no controle da oxidacéo
secundaria enquanto o OELS ndo apresentou evidéncia de protecdo oxidativa nas
concentracgdes testadas. O estudo demonstrou que AOE enriquecido com OEs representa uma
alternativa promissora para a obtencdo de produtos com maior estabilidade oxidativa e
capacidade antibacteriana, com potenciais beneficios a salde.

Palavras-chave: compostos fenolicos; estabilidade oxidativa; atividade antimicrobiana; CG-
EM; conservantes naturais.



ABSTRACT

Foods with functional claims have gained prominence in food science due to their potential
health benefits, with extra virgin olive oil (AOE) standing out for its rich composition of fatty
acids and phenolic compounds with antioxidant and antimicrobial potential. The addition of
essential oils (OEs) to AOE can enhance their individual properties, emerging as a natural
alternative to improve the quality, safety, and shelf life of foods. Thus, this study aimed to
characterize the chemical composition by GC-MS of OEs from rosemary (Rosmarinus
officinalis), Sicilian lemon (Citrus limon), and oregano (Origanum vulgare); to investigate the
antimicrobial activity of the formulations using disc diffusion, minimum inhibitory
concentration (MIC), and minimum bactericidal concentration (MBC) techniques; and to
evaluate the acidity, peroxide, and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) indices.
Rosemary essential oil (OEA) presented oxygenated monoterpenes (63.24%) and
hydrocarbon monoterpenes (20.23%) as the predominant classes. The major compounds
found were eucalyptol (1,8-cineole), camphor, and a-pinene. In Sicilian lemon essential oil
(OELYS), the predominant metabolite class consisted of hydrocarbon monoterpenes (76.62%),
with D-limonene, B-pinene, and y-terpinene being the major compounds. In oregano essential
oil (OEO), oxygenated monoterpenes (61.0%) and hydrocarbon monoterpenes (36.0%) were
the predominant classes. Carvacrol, followed by p-cymene, y-terpinene, and thymol were the
major components. In terms of microbiological activity, the addition of OEO to AOE
inhibited the growth of all bacteria tested, both by the disk diffusion method and by the broth
microdilution method. The AOE samples that received OEA and OELS did not show
inhibitory activity at the concentrations tested in any of the methods used for the strains
studied. Physical-chemical analyses showed that the addition of OEs to AOE promoted effects
when compared to pure AOE. For the acidity index, all olive oils enriched with OEs presented
values below the limit established for AOE; for the peroxide index, OEA presented the best
antioxidant performance; in the TBARS index, the addition of OEA and OEO demonstrated
greater efficacy in controlling secondary oxidation, while OELS showed no evidence of
oxidative protection at the concentrations tested. The study demonstrated that EVOO
enriched with EOs represents a promising alternative for obtaining products with greater
oxidative stability and antibacterial capacity, with potential health benefits.

Keywords: phenolic compounds; oxidative stability; antimicrobial activity; CG-EM; natural
preservatives.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos com alegacdes funcionais tém sido tema de grande relevancia em
eventos e pesquisas na area de ciéncia e tecnologia de alimentos. Esses alimentos foram
desenvolvidos em diversas categorias, destacando-se nos mercados de laticinios, confeitaria,
bebidas, panificacdo e alimentos para bebés (Cestonaro; Stefenon; Bainy, 2020).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), alimentos com
propriedades funcionais sdo aqueles que, quando consumidos como parte da dieta habitual,
podem promover beneficios a salde sem representar risco ao consumidor. Essas propriedades
estdo relacionadas a manutencdo das func@es fisioldgicas e a contribuicdo de determinados
nutrientes ou compostos bioativos para a reducdo de fatores de risco associados a
enfermidades. No entanto, a legislacdo vigente ndo permite atribuir a esses alimentos
alegacdes de cura de doencas (Brasil, 2021).

A importancia do consumo de alimentos funcionais de origem vegetal ricos em
componentes bioativos para promover uma dieta saudavel tem sido tema de pesquisas
cientificas, devido as suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, antivirais,
antitumorais, antimicrobianas, antimutagénicas, antidiabéticas, anti-hipertensivas e anti-
envelhecimento (Machado et al., 2021).

Entre os alimentos com alegagdes funcionais, o Azeite de oliva extravirgem (AOE)
destaca-se ndo apenas pelo seu valor nutricional, mas também por sua composic&o quimica. E
rico em acidos graxos monoinsaturados, principalmente acido oleico (56 % - 84 %), além de
conter &cidos graxos poli-insaturados essenciais, como o &cido linoleico (3,5 % - 21 %) e 0
acido linolénico (<1,5 %). Além desses constituintes, 0 AOE contém compostos fendlicos,
tais como epicatequina, hidroxitirosol e tirosol, que sdo reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes e quimio-preventivas. Outros antioxidantes relevantes, como oleaceina,
oleocantal, apigenina e luteolina, também contribuem para os efeitos benéficos do AOE
(Lanza; Ninfali, 2020). O AOE ¢é uma mistura lipossoltvel obtida pela polpa e pelas sementes
das azeitonas (olivas) por meio da prensagem, seguindo condic¢Ges térmicas controladas,
mantendo caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas inalteradas segundo a COIl -
International Olive Council (2020).

A azeitona é o fruto originario da oliveira (Olea europaea L.), uma arvore pertencente
a familia das oleaceas que tem sido cultivada por milénios, sendo especialmente comum na
regido oriental do Mediterraneo (Coutinho et al., 2009). A espécie foi introduzida no Brasil

por imigrantes europeus, com areas de plantio principalmente nas regides Sul e Sudeste,
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resultando em azeites de excelente qualidade, premiados e reconhecidos internacionalmente
(Oliveira; Antunes; Schuch, 2006).

O AOE destaca-se por apresentar relevantes atividades bioquimicas e propriedades
bioldgicas, descritas ao longo do tempo, as quais fundamentam suas alegacbes funcionais,
sugerindo que tais caracteristicas estdo associadas a sua composi¢do quimica, especialmente
aos compostos bioativos, que contribuem para os efeitos benéficos do consumo regular de
azeite a saude humana (Gorzynik-Debicka et al., 2018). O AOE também é mencionado como
alimento natural com potencial para inibir o crescimento de bactérias patogénicas, como
Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Cicerale et al., 2012; Laincer et al., 2014).

Alguns estudos evidenciam que o uso do azeite de oliva, com a adicdo de Oleos
essenciais (OEs) extraidos de ervas e especiarias (azeite aromatizado), pode agregar sabor e
potencializar suas propriedades biologicas, como antimicrobiana, antioxidante e anti-
inflamatoria, além de ser utilizado em diversos preparos culinarios (Hanif et al., 2019;
Wilson, 2018). Destaca-se ainda que a adicdo de OEs ao AOE pode reduzir o processo de
oxidacdo e, devido ao ganho do potencial antioxidante, pode proporcionar efeito de protecédo
contra a deterioracdo dos parametros de qualidade do azeite (Asensio; Nepote; Grosso, 2013).

Nas plantas, os OEs desempenham um papel crucial na protecdo contra predadores e
na atracdo de polinizadores. S&o sintetizados pelo metabolismo especializado dos vegetais e
armazenados em células secretoras e glandulares, conferindo caracteristicas distintas como
aroma e cor as diferentes espécies (Tisserand; Young, 2013). Os OEs apresentam uma
infinidade de aplicagbes e em paises como o Brasil, rico em biodiversidade, surgem como
oportunidade para um mercado promissor, gracas a abundante e rica flora local (Bizzo, 2020).

A utilizacdo do OE associado ao AOE como opc¢do natural nos preparos alimenticios
apresenta potencial como agente antimicrobiano, podendo contribuir para a seguranca dos
alimentos, prolongar a vida de prateleira e reduzir a dependéncia de conservantes sintéticos.

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo caracterizar a composi¢ao quimica por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) dos OEs de alecrim
(Rosmarinus officinalis), limdo siciliano (Citrus limon) e orégano (Origanum vulgare);
investigar a atividade antimicrobiana de AOE enriquecidos com os OEs de frente a bactérias
associadas a surtos de doencas de transmissdo hidrica e alimentar (DTHA), ainda avaliar os
indices de acidez, peroxidos e substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) das

formulagoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a composi¢do quimica dos OEs de alecrim (Rosmarinus officinalis), lim&o
siciliano (Citrus limon) e orégano (Origanum vulgare) por CG-EM; avaliar a atividade
antimicrobiana e parametros fisico-quimicos de qualidade dos AOE enriquecidos com 0s
OEs.

2.2 Objetivos especificos

a) identificar a composi¢cdo quimica dos OEs adicionados ao azeite por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

b) avaliar a atividade antimicrobiana dos AOE enriquecidos com OEs, pelos métodos de
difusdo em disco e microdiluicdo em caldo, frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium associadas a surtos de DTHA;

c) determinar os parametros fisico-quimicos do AOE e de suas formulagdes, por meio da
analise dos indices de acidez, indices de peroxidos e TBARS.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Azeites de oliva

A oliveira (Olea europaea L.) (Figura 1) é a Unica frutifera de sua espécie que produz
azeitonas (olivas) adequadas como matéria-prima para a extracdo do azeite. Em diferentes
estadgios de maturacdo confere ao produto caracteristicas sensoriais distintas, influenciadas
também pelo tipo de solo, clima, condic¢bes de colheita, armazenamento e pela microbiota do

fruto agregada ao produto final (Cayuela et al., 2015).

Figura 1 - Olea europaea L.

Fonte: Epamig, 2023.

No Brasil, embora o cultivo de oliveiras ainda conviva com desafios, ele demonstra
um potencial significativo, gracas ao aperfeicoamento de técnicas de manejo e a adaptacdo
das plantas as caracteristicas do solo e do clima, o que ja& permite a producdo de azeites
extravirgens premiados. As regifes mais adequadas para esse cultivo concentram-se
principalmente no Sul e no Sudeste, especialmente no Rio Grande do Sul e nas areas mais
altas da Serra da Mantiqueira, entre S&o Paulo e Minas Gerais, onde as condic¢des climaticas
favorecem o bom desenvolvimento das oliveiras e a obtencdo de frutos de qualidade (Silva,
2022).

O AOE é um alimento com alegaces funcionais que possui varios constituintes
guimicos, dentre eles, destacam-se os lipideos, acidos graxos saturados e insaturados, sendo
acido oleico majoritario, seguido por acido palmitico, acido linoleico, &cido estearico e outros,
além de esterois, tocoferois, carotenoides, carboidratos e compostos fendlicos. Devido a
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presenca de todos esses compostos, 0 AOE ¢é relacionado com vérias propriedades bioldgicas
que promovem beneficios a salde tais como antioxidante, anti-inflamatéria, cardioprotetora,
antitumoral, antimicrobiana e neuroprotetora (Kiritsakis; Keceli, 2023; Jimenez-Lopes et al.,
2020).

Além de todos esses beneficios mencionados anteriormente, o AOE quando
comparado a outras gorduras alimentares, possui efeito superior no controle de biomarcadores
clinicos auxiliando na reducdo do LDL-c (Lipoproteina de Baixa Densidade - Colesterol) e da
pressdo arterial; no aumento do HDL-c (Lipoproteina de Alta Densidade - Colesterol) além de
auxiliar no controle dos niveis glicémicos e no controle do peso (Flynn et al., 2013).

O azeite é considerado um recurso terapéutico desde a Antiguidade, sendo citado no
Papiro de Ebers (c. 1550 a.C.), um dos tratados médicos mais antigos e importantes que se
conhecem, como tratamento para gastrite, queimaduras, feridas e cuidados da pele. Figuras
histéricas como Cledpatra empregavam-no em pomadas cosméticas, enquanto autores
classicos, como Homero, o exaltavam como “ouro liquido” por seu amplo uso medicinal, que
incluia desde o cuidado de lesGes cutaneas até o alivio de distarbios digestivos (Vujovic,
2025).

Nazzaro et al. (2019) destacaram o potencial antimicrobiano de trés azeites de oliva
extravirgens da regido da Campania, no sul da Italia, obtidos por meio da prensagem a frio
das variedades Ruvea antica, Ogliarola e Ravece da Olea europaea. O teste abrangeu quatro
patdgenos Gram-positivos (Bacillus cereus, S. aureus, Enterococcus faecalis e Listeria
innocua) e dois Gram-negativos (E. coli e Pseudomonas aeruginosa). Os resultados
evidenciaram a presenca de propriedades antibacterianas nos azeites testados, atribuindo tal
eficacia a fragdo de polifendis encontrados em cada amostra.

Musa et al. (2022) conduziram uma investigacdo sobre a atividade antibacteriana de
compostos fendlicos extraidos do azeite espanhol Borges TM contra bactérias associadas a
doengas periodontais. O estudo avaliou cepas bacterianas, incluindo Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum. Por meio de
testes de concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), os
resultados indicaram que o0s compostos fendlicos do azeite manifestaram efeitos
antibacterianos sobre os patdgenos periodontais testados, destacando-se pela maior eficacia
contra as bactérias Gram-positivas.

Janakat et al. (2019) estudaram a atividade antimicrobiana do extrato de murca (borra

de azeite) em relagdo a um conjunto de patdgenos associados a alimentos. O estudo revelou
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que o extrato apresenta atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes, S. aureus, E.
coli e Salmonella enteritidis. Essa propriedade antimicrobiana foi atribuida & presenca de

compostos fenolicos no azeite de oliva.

3.1.1 Classificacéo dos azeites de oliva

A classificacdo dos diferentes tipos de azeite de oliva (Tabela 1) é determinante para
sua comercializacdo e € influenciada pelo estado e momento da extracdo das azeitonas. Essa
classificacdo resulta na distincdo de diferentes tipos de azeite virgem, 0s quais podem ser
encontrados disponiveis no mercado. A acidez do azeite € uma medida da quantidade de
acidos graxos livres presentes e € um indicador da qualidade do azeite. Menores niveis de

acidez geralmente indicam um azeite de melhor qualidade e sabor (Brasil, 2012).

Tabela 1 - Tipos de azeite de acordo com a acidez

Tipo de azeite Acidez maxima (%o) Descricéo
Azeite <0,8% Obtido diretamente de azeitonas por
extravirgem processos mecanicos. Tem sabor e aroma

intensos, sem defeitos perceptiveis.

Azeite virgem <2,0 % Também obtido diretamente de azeitonas por
processos mecanicos, mas pode apresentar
ligeiros defeitos sensoriais.

Azeite virgem <33% Possui defeitos mais perceptiveis, usado
corrente menos frequentemente para consumo direto,
mais comum em preparac¢des culinarias.

Azeite lampante >33% N&o é adequado para consumo humano sem
antes ser refinado. E utilizado principalmente
para a fabricagdo de outros tipos de azeite
refinados.

Azeite refinado <0,3% Obtido a partir do azeite virgem (nédo
extravirgem) por meio de processos de
refinacdo que eliminam impurezas e defeitos
sensoriais. Tem sabor e aroma neutros.

Azeite (Puro ou Variavel Mistura de azeite refinado com azeite virgem
Comum) ou extravirgem para melhorar o sabor. A
acidez pode variar, mas geralmente é inferior

al5%.

Fonte: COI, 2024.
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3.1.2 Parametros quimicos e sensoriais dos azeites de oliva extravirgem

A Instrucdo Normativa n°® 1/2012, de 30 de janeiro de 2012, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), tem como objetivo estabelecer o
Regulamento Técnico do azeite de oliva e do 6leo de bagaco de oliva e os limites de
tolerancia. Assim, define o AOE como sendo o produto obtido da oliveira, livre de qualquer
outra substancia ou mistura, isento de qualquer processo quimico para sua extracdo e
estabelece os padrdes de pureza do azeite de oliva segundo as normas do Codex Alimentarius
(2003) e do Conselho Oleicula Internacional (COI) de acordo com a matéria prima, processo
de obtencdo e a tecnologia empregada. Estabelece ainda, considerando seus requisitos de
identidade e qualidade, a amostragem, o0 modo de apresentacdo e a marcacao ou rotulagem,
nos aspectos referentes a classificacdo do produto (Brasil, 2012).

Os AOE sdo classificados a partir de analises quimicas e sensoriais conforme
estipulado pelos Regulamentos da Unido Europeia 2022/2104 e 2022/2105 que definem os
padrdes para a classificacdo, a qualidade destes éleos e os métodos de analise para azeites e
6leos de bagaco de azeitona com o objetivo de proteger os consumidores, garantir a
autenticidade dos produtos e promover o comércio justo (Unido Europeia, 2022a; Unido
Europeia, 2022b; Brasil, 2012).

e Grau de acidez: Indica a quantidade de &cidos livres em &cido oleico, sendo um
indicador da qualidade do azeite.

e Indice de perdxidos: Reflete o nivel de oxidacio do azeite, indicando a deterioracéo de
componentes nutricionais.

e Absorbancia em ultravioleta: Realizada em espectrofotdmetro de absorcdo atbmica,
essa medida € utilizada para identificar adulteracbes ou anomalias no azeite.

e Caracteristicas sensoriais: Englobam sensa¢fes como odor, sabor e cor, determinantes
para a avaliacdo sensorial do azeite. As caracteristicas podem ser agradaveis (amargo,
doce, frutado) ou desagradaveis (rancificado, avinagrado). A cor pode variar entre

verde (rica em clorofilas) e amarelo (rica em carotenos).

3.2 Oleos essenciais

OEs s&o definidos pela Norma 9235:2021 da International Organization for

Standardization (ISO) como:



24

“... produtos obtidos de matérias-primas naturais de origem vegetal, por destilagéo a
vapor, por processos mecanicos a partir do epicarpo de frutos citricos, ou por
destilacdo a seco, ap6s a separacdo da fase aquosa — se houver — por processos
fisicos.” (ISO, 2021).

Os OEs sdo constituidos por misturas complexas com natureza liquida, oleosa e
aromatica, de baixo peso molecular e com reduzida solubilidade em agua. Os OEs podem ser
extraidos de diversas partes das plantas, como flores, sementes, folhas, cascas, frutos e raizes,
sendo produzidos em diferentes estagios dos ciclos de vida dos vegetais, tais como estagio de
crescimento, divisdo celular, armazenamento, respiracdo, reproducdo, além de estarem
relacionados com as fungdes de defesa e atracdo de polinizadores. Estima-se que trés mil tipos
de OEs sdo utilizados nas industrias farmacéutica, agrondmica, alimenticia, de higiene,
cosmética e perfumaria (Ferreira, 2012).

De acordo dados do OEC - Observatorio da Complexidade Econdmica (2025), o
Brasil € um dos maiores produtores mundiais em volume, associado em grande parte, a sua
lideranca absoluta na producdo de 6leo de laranja, um subproduto da indistria de suco, que
representa mais de 80 % das exportacdes nacionais de OEs. Em outubro de 2025, o Brasil
registrou um saldo comercial positivo de US$ 14,3 milhdes em OEs, exportando US$ 23,6
milhdes e importando US$ 9,36 milhdes. Comparadas ao més anterior, as exportacoes
aumentaram 10,6 %, enquanto as importagcdes cairam 19,5 %. As principais exportacdes
brasileiras foram para a China, Estados Unidos e Holanda, enquanto as importagfes vieram
principalmente da Franca.

A crescente demanda por alternativas aos produtos sintéticos tem impulsionado a
substituicdo desses compostos por ingredientes naturais, evidenciando uma tendéncia
favorével ao mercado de OEs (Bizzo; Rezende, 2022).

Alguns OEs apresentam atividades antibacterianas, antifingicas, herbicidas, entre
varias outras, amplamente estabelecidas por investigacfes cientificas, justificando a sua
utilizacdo na medicina popular para diversas finalidades, além de serem empregados como
conservantes na industria alimenticia, de acordo com Ferreira (2012).

Particularmente em relacdo as suas a¢@es antimicrobianas, 0 mecanismo de agdo dos
OEs est4 atribuido a disrupcdo da integridade e & degradacdo da parede celular bacteriana,
resultando em alteragbes na permeabilidade da membrana, desequilibrio do potencial
eletroquimico e comprometimento das funcdes metabdlicas e energéticas da célula, podendo
interferir na formacdo da barreira de protecdo dos esporos, provocando anormalidades no
processo de germinagdo e morte celular subsequente (Dantigny; Nanguy, 2009; Nazzaro et
al., 2013).
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3.2.1 Principais constituintes dos OEs

De acordo com Tisserand (2013), os OEs sdo misturas complexas que contém uma
ampla variedade de constituintes quimicos, que variam amplamente entre os diferentes 6leos e
conferem a cada um suas propriedades unicas, incluindo aroma, sabor e beneficios

terapéuticos. Os principais constituintes quimicos dos OEs séo:

e Terpenos: compostos principais dos OEs incluem os monoterpenos hidrocarbonetos
(constituidos por 10 atomos de carbono) como limoneno, pineno e mirceno, que Sao
volateis e tém aromas caracteristicos; os sesquiterpenos (constituidos por 15 4&tomos de
carbono) como cariofileno e farneseno, que tém estruturas mais complexas e sdo
menos volateis que os monoterpenos; e os diterpenos (constituidos por 20 atomos de
carbono), que sdo menos comuns em OEs, mas encontrados em algumas espécies.

e Terpenoides: incluem os monoterpenos, como mentol, geraniol e linalol, que séo
terpenos oxigenados com propriedades funcionais adicionais, como alcoois, aldeidos
ou cetonas; e 0s sesquiterpenos, como bisabolol e cariofileno 6xido.

e Alcoois: contribuem para o aroma e tém propriedades antimicrobianas, como linalol,
geraniol e terpineol.

e Aldeidos: atribuem aromas fortes e propriedades antimicrobianas, como citral,
citronela e cinamaldeido.

e Cetonas: responsaveis por aromas caracteristicos e tém varias aplicacdes terapéuticas,
como mentona, carvona e jasmona. Sao responsaveis por aromas caracteristicos e tém
varias aplicacdes terapéuticas.

e Esteres: contribuem para o aroma doce e frutado dos OEs, como acetato de linalila e
acetato de geranila.

e FEteres como anetol e safrol tém aromas caracteristicos, encontrados em 6leos como o
de anis.

e Lactonas: como cumarina encontradas em algumas plantas com aromas doces.

e Oxidos: como o 1,8-cineol (eucaliptol), presente em 6leos como o de eucalipto, tém

propriedades terapéuticas.

3.2.2 Métodos de extracéo de OEs
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Os OEs podem ser obtidos por meio de diversos métodos de extracdo, cada um
adaptado as caracteristicas das plantas e de suas partes especificas. A escolha da melhor
metodologia para a extracdo depende do tipo de planta, da finalidade do 6leo e das condigdes
disponiveis.

Em recente revisdo, os métodos de extracdo de OEs foram divididos em métodos
convencionais e nao convencionais, sendo subdivididos em métodos modernos de extracao e
técnicas ndo convencionais. Dentro dos métodos convencionais destacam-se a
hidrodestilacdo, destilacdo por arraste a vapor, extracdo em Soxhlet, extracdo com solventes,
extracdo com liquido pressurizado e prensagem a frio. As técnicas ndo convencionais incluem
a extracdo com fluido supercritico, hidrodestilacdo assistida por micro-ondas, extracdo
assistida por ultrassom, extracdo por micro-ondas com solvente livre, enquanto nos métodos
modernos estd a destilacdo molecular, destilacdo fracionada, extracdo assistida por enzima,
extracdo com CO, supercritico assistida por enzima, extracdo por ultrassom assistida por
enzima e destilagio com &gua com aquecimento O6mico. Os métodos convencionais
geralmente sdo relacionados com baixo rendimento e possibilidade de degradacédo térmica dos
componentes do 6leo comparados aos nao convencionais. Os métodos mais recentes
apresentam maior rendimento, seletividade e sustentabilidade (Nabi et al., 2025).

A prensagem a frio € um método que, embora seja convencional, possui Vérias
vantagens tais como ocorrer em baixas temperaturas (menor que 50 ‘C). Esse método destaca-
se por preservar compostos termicamente instaveis, apresentar baixo custo operacional e
carater ambientalmente sustentavel, uma vez que dispensa o uso de solventes organicos, além
de manter a integridade dos compostos bioativos e demonstrar viabilidade comercial,
refletindo positivamente em potenciais beneficios a satde humana (Nabi et al., 2025).

A destilacdo a vapor ou arraste a vapor € um dos métodos mais utilizados para extrair
OEs de plantas sensiveis ao calor porque permite a extracdo sem expor o material vegetal a
temperaturas excessivas. Esta metodologia foi utilizada para a obtencéo dos 6leos de alecrim
e orégano utilizados neste estudo, a partir das folhas, que em contato com o vapor de agua
aquecida liberam os compostos volateis, onde o vapor carregado de 6leo é condensado em um
frasco (aparelho de Clevenger) e depois separado. As vantagens desse metodo incluem a
capacidade de extrair 6leos sem degradacéo térmica, o baixo custo, a eficiéncia para producao
em larga escala e o fato de que temperaturas de vapor mais altas tendem a aumentar o

rendimento da extracdo (Nabi et al., 2025).



27

3.3 OEs selecionados

3.3.1 Alecrim (Rosmarinus officinalis)

O Alecrim, popularmente conhecido como “flor-de-olimpo” ou ‘“rosmarinho”, ¢
uma planta de ciclo perene de origem mediterranea atualmente cultivada em todo o mundo. O
arbusto pode chegar a 1,5 m de altura dependendo de sua variedade e area de cultivo, é
ramificado, com folhas aromaticas e flores azuis (Figura 2). E muito empregado para fins
terapéuticos, sendo seu OE extraido um poderoso agente anti-inflamatério e cicatrizante,
apresentando também atividade antisséptica, antiflngica, inseticida, antioxidante,

adstringente, antimicrobiana, anti-inflamatéria e antitumoral (Melo et al., 2021).

Figura 2 - Rosmarinus officinalis

Fonte: Epamig, 2023.

Os principais constituintes quimicos do OEA sdo 0s monoterpenos, como a-pineno e
1,8-cineol (eucaliptol), que ddo aquele aroma fresco e penetrante tdo caracteristico. Os
sesquiterpenos, como o fS-cariofileno também presente no dleo, ndo s6 tém propriedades anti-
inflamatdrias como também antioxidantes, enquanto os alcoois, como 0 a-terpineol e o
borneol, séo conhecidos por acalmar e ajudar nos processos de desinfeccdo. Ja as cetonas sao
Otimas para ajudar na cicatrizacdo da pele. Os ésteres, como o acetato de bornila, ndo apenas
proporcionam o aroma Unico do alecrim, mas também oferecem uma série de beneficios
terapéuticos, como ajudar na concentragdo mental e aliviar dores musculares (Tisserand,
2013).

Costa et al. (2021) conduziram uma avaliagdo "in vitro" da atividade antimicrobiana
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do OEA em associacdo com o hidroxido de célcio, direcionada a cepas de E. faecalis, como
uma alternativa para a medicagdo intracanal no tratamento endodontico. Utilizando
metodologias de microdiluicdo em caldo, os resultados indicaram que o hidroxido de calcio
em meio aquoso nao demonstrou eficacia contra as cepas de E. faecalis. No entanto, quando
associado ao OEA, houve efetividade, com CIM e CBM iguais a 5,55 mg/mL, sugerindo a
possibilidade de sinergismo entre o OE e o hidrdxido de calcio.

Cutrim et al. (2019) investigaram a atividade antimicrobiana e antioxidante dos OEs
obtidos por hidrodestilacdo de Zingiber officinale (Gengibre) e Rosmarinus officinalis
(Alecrim), utilizando o processo de extracdo pelo extrator Clevenger. O potencial
antimicrobiano foi avaliado pelo método de difusdo de disco, utilizando cepas de bactérias
Gram-negativas, como E. coli, e uma Gram-positiva, S. aureus e a atividade antioxidante pelo
método ABTS [2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)] Os resultados evidenciaram
efeito antimicrobiano dessas plantas frente as cepas bacterianas testadas e maior eficiéncia do
6leo de alecrim na estabilizacdo do radical ABTS em comparacdo ao OE de gengibre.

Alves (2018) desenvolveu filmes de poli 3-hidroxibutirato (PHB) - polietilenoglicol
(PEG), aditivados com OEA, destinados a embalagens com propriedades antimicrobianas,
visando enfrentar as bactérias E. coli, Enterobacter aerogenes e S. aureus. O estudo
evidenciou a efetiva incorporacdo deste OE no filme polimérico de PHB/PEG. No que se
refere & atividade antimicrobiana, o OEA inibiu o crescimento microbiano da E. coli (com o
maior halo de inibicdo), S. aureus e E. aerogenes, demonstrando eficacia na aplicacdo de

embalagens com propriedades antimicrobianas.

3.3.2 Limado siciliano (Citrus limon)

O liméo siciliano (Figura 3) é o fruto do limoeiro, uma arvore de pequeno porte
caracterizada por seus pequenos ramos, 0S quais sdo providos de espinhos robustos
(Matheyambath; Padmanabhan; Paliyath, 2016). E empregado na culinaria e na medicina
popular had séculos, mais recentemente na industria de alimentos como flavorizante e
atualmente tem despertado interesse da industria farmacéutica e comunidades cientificas,
dado o potencial antimicrobiano e antifungico do OE extraido da casca do fruto (Souza,
2019).

O limdo siciliano é uma fonte rica de flavonoides como as flavononas eriodictiol,
hesperidina, hesperetina, naringina; as flavonas - apigenina, diosmina; os flavonois -

quercetina; e seus derivados, que desempenham um papel fundamental na determinacdo da
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atividade bioldgica do C. limon e outros flavonoides encontrados na fruta como limocitrina,
espinacetina e neohesperidina. Além destes, a vitamina C (&cido ascorbico) esta presente em
uma proporcdo consideravel em toda a fruta, desde a casca até o suco (Klimek-

Szczykutowicz; Szopa; Ekiert, 2020).

Figura 3 - Limé&o siciliano (fruto)

N
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Fonte: Natone, 2023.

A composi¢do quimica dos O6leos essenciais de limdo tem sido amplamente
investigada, especialmente nas variedades Siciliano e Eureka, nas quais foram identificados
38 compostos, com predominéncia de d-limoneno (64,57—70,09%), seguido por A-pineno
(12,52-16,97%), y-terpineno (3,85-6,21%) e a-pineno (2,70-4,40%), componentes
diretamente associados as propriedades sensoriais e biolégicas desses 6leos essenciais
(Teixeira et al, 2013).

Silva (2017) estudou a atividade antimicrobiana, antioxidante e teor de compostos
fendlicos totais de diferentes partes do liméo siciliano (Citrus limon) concluindo que todas as
partes do limé&o siciliano apresentam atividade antimicrobiana contra as cepas de E. coli e S.
aureus, além de alto poder antioxidante.

A atividade antimicrobiana de condimentos portugueses e OE de plantas aromaéticas
frente a bactérias patogénicas e/ou deteriorantes de alimentos, dentre eles o OELS sobre
bactérias Gram-positivas (L. monocytogenes, Clostridium perfringens, B. cereus, S. aureus,
Enterococcus faecium, E. faecalis, e Staphylococcus epidermidis) e Gram-negativas
(Salmonella enterica, E. coli, e P. aeruginosa) foi avaliada por Silva (2014). Os resultados
obtidos nos testes com o OELS evidenciaram sua atividade antimicrobiana contra todas as

bactérias testadas. Entre todos os OEs testados, apenas o limdo siciliano conseguiu inibir E.
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coli, P. aeruginosa e Salmonella spp. Além disso, o suco do fruto também foi eficaz, contra

todas as cepas testadas.

3.3.3 Orégano (Origanum vulgare)

O orégano, também denominado manjeronha-silvestre, mejorana (na Espanha),
marjolaine sauvage (na Franca) e origano (na Italia), pertence a familia Lamiaceae e tem sua
origem na regido do Mediterraneo.

Esta planta (Figura 4) é uma herbacea perene, aromética, com aproximadamente 30 a
50 cm de altura, apresentando folhas simples e flores roseas dispostas em glomeérulos. Na
medicina popular, é amplamente utilizada para tratar problemas gastricos e como
expectorante, devido aos seus efeitos antiespasmaodicos, antissépticos, anti-inflamatérios,
sedativos, antiflatulentos e na promoc&o da atividade respiratdria, especialmente em casos de
bronquites e laringite. O OE extraido de suas folhas é composto por dezenas de compostos
ativos, destacando-se fendis como o timol e o carvacrol, reconhecidos por suas propriedades
antimicrobianas. Estes compostos atuam nas camadas lipidicas, comprometendo a homeostase
do pH e o equilibrio de ions, resultando na inibicdo da divisdo celular e na desidratacdo das

células bacterianas (Aradjo; Longo, 2016).

Figura 4 - Orégano fresco.

Fonte: Saint, 2025.
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O OEO ¢ valorizado por suas propriedades aromaticas, sendo amplamente utilizado na
medicina tradicional e na culinaria. Constituido principalmente por carvacrol (60 % - 80 %),
conhecido por como um potente antimicrobiano, antifingico e antioxidante; timol (5 % - 10
%), com propriedades antimicrobianas, antifungicas e antissépticas; p-cimeno (5 %-10 %),
que possui propriedades anti-inflamatérias; y-terpineno (3 % - 7 %), que é antioxidante;
borneol (1 % - 4 %), com propriedades antissépticas e anti-inflamatérias; e linalol (0,1 % - 0,5
%), que tem um aroma floral e propriedades calmantes (Zinno et al., 2023).

Helal et al. (2019) investigaram os efeitos do OEO em cepas bacterianas resistentes a
drogas utilizadas comumente, incluindo S. aureus, Streptococcus pyogenes, E. coli e
Salmonella typhimurium. Os resultados revelaram uma notavel atividade antibacteriana do
OE, evidenciada pelos baixos valores de concentracdo inibitéria minima (CIM). A anélise
desses estudos sugere que o OE exibe tipicamente uma atividade antibacteriana mais
pronunciada contra bactérias Gram-positivas do que Gram-negativas.

Estudo conduzido por Altun e Yapici (2022) investigou a atividade antibacteriana de
nove OEs de orégano frente a S. pyogenes, S. aureus e Streptococcus agalactiae, revelando
gue o composto carvacrol juntamente com y-terpineno e p-cimeno S0 importantes
componentes na atividade antibacteriana observada.

Em uma pesquisa conduzida por Vasconcelos e Moura (2019), o OEO demonstrou
significativos efeitos inibitdrios contra Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens e
Acinetobacter baumannii resistentes ao carbapenem, uma classe de antibidticos j-lactdmicos
de amplo espectro, usados principalmente para tratar infeccGes graves ou resistentes a outros
antibidticos. No caso de A. baumannii, o OE demonstrou acdo inibitoria mais rapida que a
polimixina, além de apresentar melhor desempenho que a gentamicina contra K. pneumoniae
e S. marcescens.

Kozics et al. (2019) o OE demonstrou propriedades antimicrobianas contra bactérias
multirresistentes, com CIM de 0,125 % para P. aeruginosa e 0,05 % para Proteus vulgaris e
K. pneumoniae, superando a eficacia de cefuroxima e fluconazol. Esses resultados destacam a
notavel eficacia do OEO contra cepas bacterianas resistentes.

Asensio, Nepote e Grosso (2013) avaliaram a aceitacdo pelos consumidores e a
estabilidade de qualidade de azeites aromatizados com OEs de diferentes espécies de orégano,
em variadas concentracfes, expostos ou ndo a luz. O estudo atribuiu a atividade antioxidante
do OE, que retarda a oxidagdo lipidica do azeite, além de ressaltar a importancia dessa

descoberta, indicando que a utilizacdo de substancias naturais na conservacao de alimentos
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com alto teor lipidico pode revitalizar o interesse na utilizacdo de produtos naturais na

industria alimenticia.

3.4 AplicagOes dos OEs na alimentagio

Impulsionadas pela crescente demanda dos consumidores por produtos com menos
aditivos quimicos, as industrias de alimentos tém buscado alternativas naturais que oferecam
propriedades capazes de garantir a estabilidade microbiana. Esses compostos podem
minimizar os efeitos indesejaveis causados por microrganismos durante a producdo, além de
contribuir para a extensdo da vida Util dos alimentos e para a inibicdo de patégeno (Ramme et
al., 2020).

Cruz et al. (2022) avaliaram a adicdo de OEs de alecrim, limdo, louro e orégano ao
AOE, visando aprimorar suas caracteristicas sensoriais e estabilidade oxidativa. Os azeites
aromatizados apresentaram melhor desempenho sensorial em relacdo ao azeite padrdo, tanto
para provadores treinados quanto ndo treinados. Do ponto de vista fisico-quimico, ndo foram
observadas alteracdes prejudiciais nos indices de acidez e peroxidos, 0s quais permaneceram
dentro dos limites legais. Além disso, evidenciaram que a incorporacdo dos OEs aumentou a
estabilidade oxidativa do produto, evidenciando seu potencial como conservantes naturais e
destacando a viabilidade tecnoldgica e comercial dos azeites aromatizados para diferentes
perfis de consumidores.

Palazzolo, Laudicina e Germana (2013) destacaram a ampla relevancia dos OEs
citricos, obtidos principalmente da casca, folhas e flores de espécies do género Citrus, como
Citrus sinensis (laranja doce), Citrus limon (limdo), Citrus reticulata (tangerina), Citrus
paradisi (grapefruit), Citrus bergamia (bergamota) e Citrus aurantium (laranja amarga).
Esses Oleos apresentam elevada disponibilidade e possuem propriedades bactericidas,
fungicidas, virucidas e antioxidantes, associadas a compostos volateis como terpenos e
terpenoides, conferindo aos OEs citricos, alternativas naturais aos conservantes sintéticos.

Ledo et al. (2017) descreveram o resultado positivo da aplicacdo de OEs de sélvia em
carne de frango e carne bovina, OE de manjericdo em salame tipo italiano e OE de louro em
embutidos frescos, nas concentracdes de 0,05 % e 0,1 % com o objetivo de inibir atividade
microbiana e impedir a acdo oxidativa.

Kempinski et al. (2023) avaliaram a aceitagdo de alimentos infantis enriquecidos com
OEO entre criangas com paralisia cerebral. A aceitacdo foi medida com base em critérios

como sabor, textura e preferéncia geral, e o feedback foi coletado com os responsaveis pelas
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criangas. Os resultados apontam que a maioria das criangas e seus responsaveis mostraram
uma aceitagdo positiva dos alimentos contendo OEO. Além disso, o estudo observou que o
sabor e a textura dos alimentos ndo foram significativamente alterados de forma negativa pela
adicdo do OE, sugerindo que a incorporacdo de OEO em alimentos infantis pode ser bem
aceita por criancas com paralisia cerebral, oferecendo uma alternativa benéfica, devido as
suas propriedades antimicrobianas e ao potencial para melhorar a satde digestiva. Este estudo
foi considerado relevante para o desenvolvimento de dietas funcionais que atendam as
necessidades nutricionais especificas dessas criancas, além de explorar os possiveis beneficios
do OEQ na dieta infantil.

O estudo realizado por Diniz et al. (2023) verificou a atividade antibacteriana do OE
de tomilho (Thymus vulgaris) contra cepas de K. pneumoniae, P. aeruginosa e S.
saprophyticus isoladas de produtos carneos. Os resultados mostraram que o OE de tomilho
possui uma forte atividade inibitoria contra as bactérias estudadas, com valores de CIM
variando entre 64 ¢ 512 pg/mL e efeito bactericida para a maioria das cepas, com valores de
CBM entre 256 e 1024 pg/mL. O o6leo exibiu interagdes variadas quando associado a
antimicrobianos, apresentando efeitos sinérgicos (41,67 %), indiferentes (50 %) e antagonistas
(8,33 %). O OE de tomilho se apresentou como um agente antibacteriano e antiaderente
eficaz, representando uma alternativa promissora nos esforgcos para combater DTHA.

Estudo conduzido por Santos et al. (2021) teve como objetivo avaliar a influéncia do
OE de marmeleiro-branco nos parametros sensoriais de bebidas lacteas fermentadas com
polpa de caja amarela. As bebidas lacteas analisadas continham leite e soro de origem caprina,
extrato hidrossollvel de soja, polpa de caja amarela e OE de marmeleiro-branco nas seguintes
proporcdes: 0,0, 0,0035, 0,0070 e 0,0105 g/L. O perfil sensorial das bebidas lacteas
fermentadas foi obtido por meio da andlise descritiva quantitativa. Os resultados indicaram
gue o OE de marmeleiro-branco influenciou a cor amarela do caja, brilho, viscosidade e
atributos amadeirados de sabor, aparéncia e paladar. As amostras foram aprovadas no teste de
aceitacdo, sem diferenca estatistica significativa entre os tratamentos. Portanto, concluiu-se
que a adicdo do referido OE promoveu alteragGes nas caracteristicas sensoriais das bebidas
lacteas fermentadas com polpa de caja amarela, especialmente nos atributos de aparéncia e
sabor. Contudo, essas alteracdes influenciaram negativamente a aceitacdo do produto
analisado.

Almeida et al. (2020) determinaram a composi¢ao quimica, a atividade antioxidante e

as propriedades antifingicas dos OEs de orégano (Origanum vulgare) e horteld (Mentha
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arvensis) contra os fungos Aspergillus flavus e Penicillium commune como possiveis
alternativas para a conservagdo de alimentos. A atividade antimicrobiana de ambos os 6leos
foi demonstrada pela concentracdo inibitoria minima (CIM) de 4 mg/mL para o 0Oleo de
orégano ¢ 8 mg/mL para o 6leo de hortela e pela dose inibitéria minima (< 110 pL/L para o
6leo de orégano ¢ < 1500 puL/L para o 6leo de horteld). Ambos os Oleos apresentaram
atividade antioxidante superior a 70 % nas concentracdes de 0,5 mg/mL para o Oleo de
orégano e 30 mg/mL para o 6leo de horteld apds 360 minutos de reacdo. Os resultados
expressaram alta atividade antifungica contra Aspergillus flavus e Penicillium commune.

Yasir et al. (2024) investigaram a eficacia de cinco OEs (tomilho, orégano, capim-
limao, horteld e alecrim) contra patdgenos de origem alimentar multirresistentes (Escherichia,
Enterobacter spp., Citrobacter spp., Proteus spp., Pseudomonas spp. e Staphylococcus) que
foram isolados do leite cru e caracterizados bioquimicamente. A atividade antibacteriana foi
avaliada utilizando o método padrdo de difusdo em disco, demonstrando atividade
antimicrobiana contra todas as bactérias testadas, exceto P. aeruginosa. O OE de tomilho foi
0 mais eficaz contra a maioria das cepas bacterianas multirresistentes, formando a maior zona
de inibicdo (26 mm) contra E. coli, seguido pelo 6leo de orégano (18 mm) contra S. aureus (p
< 0,05). Klebsiella spp. e Citrobacter spp. mostraram resisténcia ao 6leo de menta e ao 6leo
de capim-limdo, respectivamente. Os 6leos de capim-lim&o, hortela e alecrim foram menos
ativos contra todas as bactérias testadas. Este estudo sugere que os OEs possuem potencial

como agentes antibacterianos naturais para a conservacao de alimentos.

3.5 Microrganismos causadores de doencas de transmissao hidrica e alimentar

As DTHA sdo problemas de salde que acometem a pessoa ao consumir agua ou
alimentos contaminados por microrganismos, como bactérias, virus ou parasitas. Os sinais
clinicos sdo diversos, entretanto 0s mais comuns sao febre, nauseas, diarreia e quadros de
gastroenterite, podendo, em situa¢fes mais severas, comprometer 0rgaos vitais, incluindo rins,
figado e sistema nervoso (Brasil, 2024).

De acordo com dados divulgados pelo Brasil (2025) e pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), estima-se que uma em cada dez pessoas adoecem em decorréncia dessas
doencas e que cerca de 420.000 dbitos ocorrem anualmente pelo mesmo motivo. Além disso,
observou-se um aumento expressivo no nimero de surtos registrados: em 2023, houve 276
ocorréncias a mais em relacdo ao ano de 2014, indicando uma tendéncia de crescimento do

numero de casos. Os agentes etiologicos mais associados aos surtos de DTHA no Brasil,
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registrados entre os anos de 2014 e 2023, foram: E. coli (34,8 %), Staphylococcus spp. (9,7
%), Salmonella spp. (9,6 %), Norovirus (6,9 %) e B. cereus (5,8 %). Os surtos de DTHA
notificados no Brasil ocorreram com maior frequéncia na Regido Sudeste, seguida pela
Regido Nordeste, sendo o Centro-Oeste menos acometido. A maior parte dos surtos foi
registrada em residéncias, seguida por restaurantes e ambientes escolares e os principais
alimentos envolvidos foram &gua, alimentos mistos e multiplos alimentos (Brasil, 2024).

Esses dados apontam que entre os agentes etioldgicos apontam as bactérias S. aureus,
E. coli e Salmonella spp. como as mais associadas aos surtos de DTHA no Brasil, devido a
sua presenca em diversas fontes alimentares e facilidade de replicacéo e producédo de toxinas
quando em condi¢des favoraveis (Brasil, 2022). Na Tabela 2 sdo fornecidos os dados do
ultimo boletim epidemioldgico divulgado sobre os surtos de DTHA ocorridos no Brasil entre
0s anos de 2013 e 2023.

Tabela 2 - Surtos de DTHA no Brasil entre os anos de 2014 a 2023
N° de N° de N° de N° de N° de

Ano surtos expostos doentes  hospitalizados  dbitos Letalidade
2014 886 124.359 15.700 2.524 9 0,06
2015 673 37.165 10.676 1.453 17 0,16
2016 538 200.896 9.935 1.406 7 0,07
2017 598 47.409 9.426 1.439 12 0,13
2018 597 57.297 8.406 916 9 0,11
2019 771 17.388 9.586 1.301 10 0,10
2020 292 10.548 4.600 595 6 0,13
2021 546 17.076 8.278 639 10 0,12
2022 811 33.977 14.336 630 10 0,07
2023 1.162 27.854 19.671 1.443 31 0,16
Total 6.874 573.969 110.614 12.346 121 0,11

Fonte: SINAN/SVSA/MS, 2025.

Observam-se variagdes significativas no nimero de surtos ao longo dos anos. O
periodo com o menor nuimero de surtos foi em 2020, com apenas 292 ocorréncias,
possivelmente devido a pandemia de COVID-19 e as medidas de restricdo social que
reduziram a exposicao a eventos de contaminacdo em massa. No entanto, 2023, com dados
preliminares, registrou 0 maior nimero de surtos, totalizando 1.162 eventos, 0 que representa
um aumento expressivo em relacdo aos anos anteriores. Esse aumento pode ser associado a
diversos fatores, como mudangas nos padrbes de consumo, relaxamento nas medidas

sanitarias e variagdes climaticas que afetam a qualidade da agua e dos alimentos.
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Outro aspecto importante diz respeito ao nimero de pessoas expostas, que alcangou
seu pico em 2016, com 200.896 individuos potencialmente em risco. Este dado, no entanto,
ndo se traduziu em um aumento proporcional de doentes, sugerindo uma possivel melhora nas
condicdes de saneamento ou na conscientizacdo sobre a prevencdo dessas doencgas. O numero
de doentes foi mais elevado em 2023, com 19.671 casos confirmados, representando uma alta
preocupacao para as politicas pablicas de saude.

Em 2014 foi o ano com o maior nimero de casos hospitalizados (2.524), enquanto
2020 registrou 0 menor numero (595), o que pode indicar que 0s surtos recentes tendem a ser
menos graves ou que houve avancos na abordagem clinica dos casos. No entanto, 2023, com
1.443 hospitalizagGes, evidencia um aumento em relagéo aos anos imediatamente anteriores, o
que deve ser monitorado de perto pelas autoridades sanitarias.

A letalidade média dos surtos ao longo do periodo foi de 0,11 %, com variacdes; a
letalidade relativa de 2023 também foi alta, com 0,16 %, o que pode indicar uma gravidade
maior nos casos mais recentes ou dificuldades no atendimento hospitalar. Esses dados podem
ser preocupantes, uma vez que a letalidade reflete diretamente a capacidade do sistema de
salide de manejar 0s casos mais graves.

Esses nimeros reforcam a necessidade de continuos esforcos no monitoramento e na
prevencdo das DTHA no Brasil, incluindo politicas publicas focadas em educacdo sanitaria,
inspecdo de alimentos e 4gua, além de uma resposta rapida e eficiente as crises sanitarias.

Dados da Secretaria de Vigilancia em Saldde do Ministério da Saude (Brasil, 2020)
fornecem um panorama sobre surtos de DTHA no Brasil, no periodo de 2016 a 2019, os quais
resultaram em 38 Obitos. Dentre estes, 23 % tiveram seus agentes etioldgicos identificados,
sendo os mais prevalentes a E. coli (35,7 %), Salmonella (14,9 %), Staphylococcus (11,5 %),
Norovirus (8,3 %), B. cereus (7,4 %) e rotavirus (6,95 %), entre outros (Brasil, 2024).

3.5.1 Escherichia coli

A E. coli estd frequentemente associada a diversos tipos de infecgdes, apontada no
Brasil como a bactéria mais notificada nos casos de DTHA (Brasil, 2024). Este bacilo Gram-
negativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae, assume um papel de indicador de
contaminacdo fecal se encontrado em alimentos. Sua presenca em alimentos e &gua, em
guantidades superiores aos limites estabelecidos pelas normativas vigentes, indica praticas

inadequadas de higiene por parte dos manipuladores de alimentos (Melo, 2018).
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3.5.2 Staphylococcus aureus

Responsavel por aproximadamente 12 % dos surtos de DTHA ocorridos no Brasil, 0
S. aureus é a segunda bactéria mais associada a essas doencas (Brasil, 2024). Presentes na
pele, nariz e mucosas de humanos e animais (suinos, vacas, cabras, galinhas e patos) séo
patogenos de facil contato com alimentos durante a manipulacdo. Assumem morfologia de
cocos Gram-positivos, com grande capacidade de desenvolver resisténcia antimicrobiana.
Dissemina-se tanto pelo ar quanto pela &4gua e induz a intoxicacdo alimentar por meio da
producdo de enterotoxinas estafilococicas, as quais sdo liberadas pela bactéria em condicoes
propicias (Dehkordi; Shamsabadi; Banimehdi, 2019). Além disso, S. aureus é responsavel
pela deterioracdo dos alimentos, levando a reducdo do tempo de vida de prateleira de produtos
industrializados (Abebe; Gugsa; Ahmed, 2020).

As formas mais comuns da transmissdo e contaminagédo pelo S. aureus sdo por meio
da ingestdo de produtos de origem animal mal cozidos, refrigerados inadequadamente e pelas
superficies ou equipamentos contaminados pelo contato dos manipuladores de alimentos
(Wang et al., 2017).

3.5.3 Salmonella spp.

Salmonella spp. é o terceiro grupo de bactérias mais atribuidas a surtos de DTHA no
Brasil, sendo relacionada a ingestdo de alimentos como carnes bovinas, suinas, de aves, ovos
e leite, preparados e armazenados de maneira inadequada.

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, essa bactéria Gram-negativa também
transmite a febre tifoide pela variante S. typhi apresentando sintomas graves e até letais
(Santos et al., 2020).

Causadoras da Salmonelose (termo utilizado para representar um grupo de doencas
causadas por qualquer género Salmonella), estas bactérias sdo capazes de infectar humanos e
animais, sendo a S. typhimurium e a Salmonella paratyphi as mais relatadas acometendo seres
humanos. Estdo associadas a quadros de internagdes e Obitos decorrentes das complicagdes
causadas pelos sintomas como diarreia, nduseas, vomitos, desidratacdo, dor abdominal, dor de
cabeca, febre, calafrios, mialgia, fraqueza muscular e mal-estar geral, que podem durar por 3 a

4 dias em individuos saudaveis (Fernandes et al., 2022).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Amostras

4.1.1 Azeite de oliva extravirgem

Os azeites de oliva extravirgem, da marca Gallo®, pertencentes a0 mesmo lote
(3334H9212), foram adquiridos no comércio local da cidade de Uberaba (MG, Brasil). O
produto apresenta caracteristicas de qualidade em conformidade com as normas vigentes,
sendo obtido exclusivamente a partir de olivas. De acordo com a descri¢do sensorial fornecida
pelo fabricante, o azeite apresenta perfil equilibrado, com frutado perceptivel, amargor e
picancia moderados, além de notas suaves e levemente adocicadas (Gallo, 2024).

4.1.2 Amostras dos OEs

Os OEs de alecrim - Rosmarinus officinalis (lote 187), liméo siciliano - Citrus limon
(lote 192) e orégano - Origanum vulgare (lote 250) foram adquiridos da empresa Ferquima
Industria e Comércio LTDA em Vargem Grande Paulista (SP, Brasil) com registro na
ANVISA n° 4.02734-2 autorizado em 18/12/2020.

Na tabela 3 estdo apresentados os OEs utilizados, bem como sua forma de extracao e

principal constituinte quimico.

Tabela 3 - Caracteristicas dos OEs utilizados

. ~ Principal
Nome Nome cientifico Extracéo P
componente
Oleo essencial de Rosmarinus Destilacéo a vapor das .
. . Cineol
alecrim officinalis folhas
Oleo essencial de . Destilacéo a vapor das
, Origanum vulgare Carvacrol
orégano folhas
Oleo essencial de . . Prensagem a frio da .
N Citrus limon Limoneno
lim&o siciliano casca dos frutos

Fonte: Ferquima, 2024.
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Os produtos possuem 100 % de pureza, isentos de material solvente e/ou diluente
atendendo as especificacdes da RDC 481 de 23 de setembro de 1999 que estabelece
parametros para controle microbiologico de produtos cosméticos (Brasil, 1999). Esses
produtos tiveram seus parametros de qualidade (lote, coloracdo, pureza, odor, densidade a 20
°C e indice de refragdo a 20 °C) descritos em relatorio técnico (anexos A, B, C),
disponibilizado pela empresa Ferquima LTDA.

As especies vegetais utilizadas neste estudo, alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
limdo-siciliano (Citrus limon) e orégano (Origanum vulgare), apresentam origem
predominantemente exoética no territorio brasileiro. O alecrim é nativo da regido do
Mediterraneo (sul da Europa) e no Brasil, é cultivado de forma ampla, porém ndo é
considerada espécie nativa nem naturalizada. De modo semelhante, o limdo-siciliano é
originario da Asia, especialmente da India e do Sudeste Asiatico, sendo amplamente cultivado
e difundido na fruticultura brasileira, sem caracterizagdo como espécie nativa ou naturalizada.
O orégano, por sua vez, tem origem na regido do Mediterraneo, abrangendo areas da Europa e
da Asia Ocidental, e é cultivado no Brasil como espécie exética.

Dessa forma, a utilizacdo dos OEs dessas espécies ndo configura acesso ao patrimonio
genético brasileiro, conforme estabelecido pela Lei n°® 13.123, de 20 de maio de 2015, e pelo
Decreto n° 8.772, de 11 de maio de 2016, que regulamentam o SISGEN - Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (Pant, 2025;
EMBRAPA, 2017).

4.2 Caracterizacao dos OEs por CG-EM

Os constituintes presentes nas amostras de OEs foram realizadas em um cromatografo
Agilent 7890B acoplado a um detector de massas Agilent MSD5977B e coluna capilar DB-
5MS Ul Agilent (30 m x 0,25 mm, espessura de filme de 0,25 m) (Figura 5).

Foi injetado 1 puL das amostras dos OEs em modo split 1:20. A programagao de
temperatura iniciou-se a 60 °C, sendo aumentada a uma taxa de 3 °C/min até 240 °C,
mantendo-se constante por 5 min. Utilizou-se hélio como gas de arraste, com fluxo de 1
mL/min, e as temperaturas do injetor e do detector foram 220 °C e 240 °C, respectivamente. O
detector de massas operou com energia de ionizacdo de elétrons de 70 eV, captando
fragmentos com m/z de 40 a 650 u. A temperatura da interface foi de 240 °C, temperatura do

quéadruplo de 150 °C e a temperatura da fonte de ions de 210 °C.
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A identificacdo dos constituintes quimicos foi realizada por meio da comparagdo dos
espectros de massa obtidos com as bibliotecas de referéncia NIST e Adams (Nist, 2017;
Adams, 2007), bem como pela analise dos indices aritméticos (IAs), determinados a partir de
dados disponiveis na literatura e no compéndio de Adams. O calculo dos indices aritméticos
(Equacdo 1) foi efetuado com base nos tempos de retencdo de uma série homdéloga de alcanos
lineares (C8-C40, Sigma-Aldrich), seguindo a metodologia proposta por Van Den Dool e
Kratz (1963).

IA (x) =100+ 100 Pz [(t (x) -t (Pz))/ (t (Pz + 1) - t (P2))] (Equacéo 1)

Onde: 1A = indice aritmético, x = composto no tempo t, t = tempo de retencdo, Pz = alcano

anterior ao x e Pz + 1 = alcano posterior ao Xx.

A quantificacdo dos constituintes presentes nos OEs foi realizada em um equipamento
CG-FID (Shimadzu GC2014) equipado com detector de ionizagdo de chamas sob as mesmas
condicdes empregadas no CG-EM, utilizando nitrogénio como géas de arraste. A porcentagem

relativa de cada componente correspondeu a area relativa de seu pico no cromatograma.

Figura 5 - Cromatdgrafo gasoso acoplado a um detector de massas Agilent®

Fonte: Laborat6rio Nanos-UFU (2025).

4.3 Preparo dos tratamentos

As amostras de azeites incorporadas com os OEs foram preparadas com diferentes

concentracdes dos oleos (0,05 %, 0,15 %, 0,30 % e 0,50 % v/v), com base em referéncias
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prévias e visando avaliar a influéncia da concentracdo sobre a atividade antimicrobiana e
parametros fisico-quimicos (Figura 6).

Uma amostra controle de AOE, sem a adicdo de OE, foi mantida como referéncia
padrdo. As amostras foram obtidas por homogeneizacdo manual, identificadas e armazenadas

em temperatura ambiente ao abrigo da luz.

Figura 6 - Representacdo esquematica do preparo dos tratamentos

AOE + OEA AOE + OELS AOE + OEO AOE
| | | l
0,050,150,300,50 0,05 0,15 0,30 0,50 0,050,150,300,50  sem adicdo
% viv % /v % /v de OE

Fonte: autora, 2025.

4.4 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

4.4.1 Cepas microbioldgicas

As cepas de E. coli (ATCC 35218), S. aureus (ATCC 6538) e S. typhimurium (ATCC
14028) foram provenientes do Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal do Triangulo

Mineiro - Campus Uberlandia.

4.4.2 Discos de papel

Os discos brancos de papel filtro estéreis, com gramatura entre 320 e 350 g/m?, Lote
F080/26, validade (jun/2028), foram adquiridos da empresa Kaj Lab Produtos Cientificos
Ltda (CNPJ 27.955.386/0001-41), Diadema (SP, Brasil).

4.4.3 Técnica de difusdo de disco

A técnica de difusdo em disco tem como finalidade verificar a suscetibilidade dos

microrganismos as substancias avaliadas, permitindo uma triagem inicial da atividade
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antimicrobiana por meio da formacgdo de halos de inibicdo do crescimento microbiano. E
caracterizada como uma andlise qualitativa, sendo empregada como teste piloto para definir as
concentracgdes utilizadas neste estudo.

A atividade antimicrobiana das amostras foi avaliada conforme metodologia classica
descrita por Bauer et al. (1966). As cepas de S. aureus, E. coli e S. typhimurium previamente
armazenadas sob congelamento em solucdo de glicerol foram reativadas por meio de uma
etapa de enriquecimento em Brain Heart Infusion (BHI). As cepas foram suspensas em
solucdo salina e ajustadas até atingir uma turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland (600 nm), correspondente a 1,5 x 10° UFC/mL.

Em seguida, discos de papel-filtro estéreis foram impregnados com volumes definidos
das amostras e dispostos sobre o meio inoculado. As placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por

24 horas como ilustrado na Figura 7.

Figura 7 - Representacdo esquematica da difusdo de disco

35+2°C A
0.50 % 0.50%
005% S. aurevs —> 0.05% S. aureus
24h 1 \
0.15%
030% g% 030%

Fonte: autora, 2025.

A formacdo de um halo de inibicdo ao redor do disco indica capacidade da amostra
testada de inibir o crescimento bacteriano, enquanto a auséncia desse halo indicou a falta de

atividade antimicrobiana.

4.4.4 Determinacédo da CIM e CBM

O método de microdilui¢cdo em caldo utilizando microplacas de 96 pocos foi utilizado
para avaliar a atividade antibacteriana das amostras de azeite incorporadas com OEs (CLSlI,
2007; CLSI, 2012).

As cepas provenientes da American Type Culture Collection (ATCC) utilizadas nos
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ensaios deste trabalho foram S. aureus (ATCC 6538), E. coli (ATCC 35218) e S. typhimurium
(ATCC 14028).

O AOE e os azeites incorporados com OEs foram inicialmente dissolvidos em
dimetilsulféxido - DMSO (Synth), seguidos de dilui¢cdo em caldo triptico de soja (Difco) para
0s aerobios e caldo Schaedler (Difco) suplementado com hemina (5 pg/mL) e vitamina K1
(10,0 ug/mL) para anaerobios a 12000 pug/mL. As concentracdes testadas estiveram entre 1,46
e 3000 pg/mL. A concentracdo final de DMSO em cada po¢o ndo foi maior que 4% (v/v) e
esta solucdo foi utilizada como controle do solvente (Figura 8).

O indculo foi ajustado para cada organismo para produzir uma concentragdo de 5 x 10
> UFC/mL. As microplacas com os microrganismos aerébicos foram incubadas a 37 °C por 24
h, enquanto que o microrganismo anaerobio foi incubado por 48 a 72 horas em uma camara
de anaerobiose (Don Whitley Scientific Bradford, Reino Unido), com 5 a 10 % de H,, 10 % de
CO, e 80a85% deN,a37 °C.

Ap6s incubacdo, foi adicionada aos pogos das microplacas solugcdo aquosa de
resazurina (30 uL a 0,01 % m/v; Acros Organics) como indicador de viabilidade celular. A
gentamicina foi utilizada como controle positivo para S. aureus e E. coli com concentracdes
testadas entre 0,12 e 1,0 ug/mL para validacdo do método, conforme os parametros
recomendados pelo CLS. Os valores de CIM e CBM obtidos para gentamicina foram de
0,3688/0,3688 pg/mL frente a S. aureus e 0,7375/0,7375 pg/mL frente a E. coli.

Figura 8 - Representacao esquematica de microdilui¢cdo em caldo

A

v
v

Amostras de AOEe OE’'s DMSO e TSB Diluicdes seriadas + MO

24 ou 48h

37°C

N

Resazurina ag. Distribuidas nas placas
Leitura por coloracdo 30pLa 0,01 % miv GBM 5 x 10% UFC/mL.

Fonte: autora, 2025.

Foram ainda realizados testes de esterilidade para os caldos TSB e caldo Schedler,

controle do indculo, controle positivo (gentamicina), amostras e controle do solvente.
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A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada com uma aliquota retirada
de cada pogco sem crescimento visivel de microrganismos, antes da adi¢do da resazurina. Em
seguida, essa aliquota foi introduzida em agar BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com
5 % de sangue de carneiro ou em caldo Schaedler, conforme 0s micro-organismos sejam
aerobios ou anaerobios, respectivamente. As placas foram incubadas de acordo com 0s

procedimentos previamente descritos (Sousa et al., 2016).

4.5 Anélises fisico-quimicas

4.5.1 indice de acidez

O indice de acidez foi determinado conforme a metodologia 325/IV descrita por
Adolfo Lutz (1985), que utiliza hidréxido de so6dio (NaOH) como agente titulante para
calcular o indice de acidez das gorduras, em mg*KOH/g, de acordo com a equacao 2. Este
teste permite determinar o teor de acidos graxos livres expressos por meio da porcentagem de
acido oleico presente no azeite extravirgem (até 0,8 mg KOH/g). Assim, quanto maior for o

indice de acidez do azeite, maior € o seu nivel de deterioracao.

v« f«5,61/p=indice de acidez (Equacdo 2)

Onde: v = mL da solucdo de NaOH gasto na titulacéo; f = fator da solucdo de NaOH; 5,61 =

fator de conversdo; p = g de amostra.

O ensaio foi determinado pela concentracdo de &cidos graxos livres, medida por
titulacdo volumeétrica segundo a norma do Instituto Adolfo Lutz (1985). O processo baseou-se
na neutralizacdo da amostra com uma solucédo alcalina de hidroxido de potéssio, utilizando
fenolftaleina como indicador, e os resultados foram expressos em porcentagem (%) de acido
oleico por 100 g de o6leo.

Para esta determinacdo foram utilizados frascos Erlenmeyer com capacidade de 125
mL, proveta de 50 mL, bureta de 10 mL e agitador magnético. Preparou-se uma solucéo de
éter-alcool na proporcao 2:1, obtida mediante 400 mL de éter misturado a 200 mL de alcool
etilico. Para a identificacdo do ponto final da titulacdo, foi utilizada uma solucdo de
fenolftaleina a 1 %, preparada a partir da pesagem de 1 g de fenolftaleina p.a., dissolvida em

100 mL de &lcool etilico a 95 % (v/v). Por fim, a solucdo titulante utilizada foi o hidroxido de



45

sodio (NaOH) 0,01 M.

As amostras de AOE + OE foram homogeneizadas e pesadas (2 + 0,05 g) em balanca
analitica, em um frasco Erlenmeyer. Em seguida, 25 mL de solucdo éter-alcool (2:1) foram
adicionados ao frasco e agitados levemente. Depois, adicionaram-se 2 gotas do indicador
fenolftaleina, e a mistura foi titulada com solucéo de NaOH (0,1 M) sob agitacéo continua, até
0 aparecimento e a permanéncia da cor rosea (Figura 9).

Figura 9 - (A) Mudanca na colorag&o, (B) na titulagdo volumétrica

Fonte: autora, 2025.

4.5.2 Indice de perdxido

O indice de peroxido determina as substancias oxidativas capazes de interferir nos
compostos naturais do AOE trazendo deterioracdo e rancidez ao produto. A analise foi
realizada conforme a metodologia 326/1V descrita por Adolfo Lutz (1985), utilizando o
tiossulfato de sddio (Na,S,03) como agente titulante para determinar o indice de peroxido. Os
resultados foram expressos em (mEg/kg) a partir da equacdo 3. Segundo o Codex
Alimentarius (2003) e RDC 270 da ANVISA (2005), o indice de peroxidos deve ser no
méaximo 20 meq/kg para o AOE.

(A-B) N » f« 1000 / p = indice de peroxido (Equacdo 3)
Onde: A = mL da solugéo de tiossulfato de sodio gasto na titulagdo da amostra; B = mL da

solucdo de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo do branco; N = normalidade da solugédo de
tiossulfato de sddio; f = fator da solucéo de tiossulfato de sodio; P = g de amostra.
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Para a realizacdo deste ensaio foram utilizados frascos Erlenmeyer com capacidade de
125 mL, proveta de 50 mL, pipeta graduada de 1 mL, bureta de 10 mL com subdivisdes de
0,05 mL e agitador magnético.

Os reagentes empregados foram: solucéo de tiossulfato de sodio 0,01 N, cloroférmio e
acido acético; Solucdo aquosa de amido soltvel a 1 % (m/v); Solucdo saturada de iodeto de
potéssio, preparada mediante a pesagem de 30 g do sal, seguido da adi¢do de 21 mL de &gua
destilada e solugdo mista de acido acético e cloroférmio na proporcao de 3:2 (v/v).

As amostras de AOE+OE foram homogeneizadas e pesadas (5 + 0,05 g) em balanca
analitica. Em seguida, foram adicionados 30 mL da solucdo de acido acético-cloroférmio
(3:2) e a mistura foi agitada até a completa dissolugdo da amostra. Depois, 0,5 mL de solugdo
saturada de iodeto de potassio (KI), deixando a solucdo em repouso ao abrigo da luz por
exatamente um minuto. Posteriormente, foram adicionados 30 mL de agua e, sob agitacao
constante, a solucdo de amido a 1 %. A titulagéo foi realizada com solucdo de tiossulfato de
sodio (0,1 N) até o desaparecimento da coloracdo azulada (Figura 10). Uma amostra em

branco foi preparada nas mesmas condicdes.

Figura 10 - (A) Mudanca na coloracéo, (B) na titulagdo volumétrica
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Fonte: autora, 2025.

4.5.3 Determinacéo do indice de TBARS

O indice de TBARS é amplamente utilizado como parametro indicativo da oxidagado
lipidica em alimentos ricos em gordura, como Oleos e azeites. Esse método baseia-se na

quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, principalmente o malonaldeido
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(MDA), um dos principais produtos formados durante a decomposi¢do de &cidos graxos
insaturados. A andlise foi realizada conforme a metodologia descrita por Buege e Aust (1978).
Embora ndo haja um valor limite regulamentado oficialmente para o indice de TBARS
em azeites, valores inferiores a 1,0 mg MDA/kg séo geralmente aceitos na literatura como
indicativos de baixa oxidac&o lipidica, preservando a qualidade e estabilidade do azeite.

Para a andlise, foi preparada uma solucdo estoque de TBA, contendo 0,375 % de &cido
tiobarbitarico (0,75 @), 15 % de acido tricloroacético (30 g), &cido cloridrico 0,25 N,
completando-se o volume final para 100 mL. Foi pesada 1 g da amostra de azeite e transferida
para um tubo de centrifuga. Em seguida, adicionaram-se 5 mL da solugdo estoque de TBA. A
mistura foi entdo homogeneizada e submetida ao aquecimento em banho-maria a 100 °C por
10 minutos, com o objetivo de promover a reacdo entre 0s compostos oxidativos da amostra e
0 &cido tiobarbitdrico (Figura 11). Com o auxilio de uma pipeta, uma porcao do sedimento foi
transferida para uma cubeta de leitura. A absorbancia foi medida a 532 nm em
espectrofotbmetro, utilizando-se como branco uma solugdo contendo todos os reagentes,
exceto a amostra de azeite. Os resultados foram expressos em ppm de malonaldeido, com
base no coeficiente de extincdo molar da complexacdo TBA-malondialdeido, considerado

como 1,56 x 10° M cm™.

Figura 11 - (A) Amostras em Banho-Maria; (B) Separacdo do sobrenadante/sedimento

Fonte: autora, 2025.

As analises foram realizadas em triplicata e o valor de TBARS presente nas amostras

foi calculado a partir da equacéo 4.

Amostra Asz, X 2,77 = Valor de TBARS (ppm) (Equacéo 4)
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Onde: Amostra Ass, = leitura da absorbancia; 2,77 = fator de conversao.

4.6 Analises estatisticas

As analises dos parametros fisico-quimicos (indice de acidez, indice de peroxidos e
TBARS) foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos pela média + desvio
padrdo. Os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana foram expressos em
concentracdo inibitoria minima (CIM — pug/mL) e concentracdo bactericida minima (CBM —

pg/mL).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlises dos OEs por CG-EM

Os OEs das folhas de alecrim (Rosmarinus officinalis L.), da casca do fruto de limao
siciliano (Citrus limon) e das folhas de orégano (Origanum vulgare) investigados neste
trabalho foram analisados por CG-EM e os resultados estdo apresentados nos itens 5.1.1, 5.1.2
e 5.1.3 a seguir.

Embora os OEs tenham sido obtidos comercialmente e acompanhados de laudos do
fabricante que indicam seus principais constituintes, realizou-se a analise por CG-EM com o
objetivo de obter o perfil quimico completo dos OEs.

A caracterizagdo quimica por CG-EM foi conduzida exclusivamente com os OEs
puros, considerando que o azeite de oliva apresenta elevada propor¢do de triglicerideos e
outros compostos de alto peso molecular, os quais ndo podem ser analisados sob as mesmas

condicdes empregadas para os OEs.

5.1.1 Anotacéo dos constituintes do OEA por CG-EM

O OEA foi analisado por CG-EM e o cromatograma obtido esta apresentado na Figura
12. Os constituintes quimicos anotados estdo apresentados na Tabela 4. Um total de 47
compostos foi anotado, compreendendo 99,62 % da composicdo do OEA. A classe de
metabdlitos majoritaria no OE é composta por monoterpenos oxigenados. O Grafico 1

apresenta a distribuicdo das classes de compostos encontradas no OEA.

Figura 12 - Cromatograma do OEA obtido por CG-EM
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Fonte: autora, 2025.



Tabela 4 - Compostos anotados no OEA por CG-EM
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1A

Compostos

Classe de

a C e

N, TR (Lit)° A (Cal) anotados® metabolito 70

1 3,44 - 818 N.1 -- 0,10
2 4,10 -- 857 N.1 -- 0,05
3 5,40 921 922 Tricicleno MH 0,07
4 5,51 924 925 a-Tujeno MH 0,05
5 5,70 932 933 a-Pineno MH 9,72
6 6,09 946 948 Canfeno MH 1,52
7 6,24 953 953 Tuja-2,4(10)-dieno MH 0,01
8 6,77 969 973 Sabineno MH 0,05
9 6,89 974 977 S-Pineno MH 6,64
10 7,13 979 986 Octan-3-one Cetona 0,03
11 7,24 990 990 S-Mirceno MH 0,49
12 7,70 1002 1006 a-Felandreno MH 0,05
13 7,91 1008 1011 3-Careno MH 0,02
14 8,11 1014 1017 a-Terpineno MH 0,12
15 8,40 1020 1024 p-Cimeno MH 1,28
16 8,72 1026 1033 Eucaliptol (1,8-Cineol) MO 37,6
17 9,51 - 1055 N.1 -- 0,04
18 9,60 1054 1057 y-Terpineno MH 0,22
19 9,96 1068 1067 Sabineno hidrato MO 0,01
20 10,16 1067 1073 Linalol oxido MO 0,01
21 10,73 1086 1088 Terpinoleno MH 0,12
22 11,19 1098 1101 Linalol MO 1,34
23 11,78 1114 1115 a-Fenchol MO 0,05
24 12,26 1122 1126 a-Canfolenal MO 0,01
25 12,85 1135 1140 (E)-Pinocarveol MO 0,13
26 13,12 1141 1146 Canfora MO 20,12
27 13,81 1160 1162 Pinocarvona MO 0,06
28 13,95 1165 1166 Borneol MO 1,70
29 14,43 1174 1177 Terpinen-4-ol MO 0,35
30 14,79 1179 1186 p-cimen-8-ol MO 0,06
31 15,01 1186 1191 a-Terpineol MO 1,26
32 15,27 1194 1197 Mirtenol MO 0,20
33 15,85 1204 1210 Verbenona MO 0,07
34 16,26 1215 1219 (Trans)-Carveol MO 0,01
35 16,64 - 1228 N.I -- 0,03
36 18,50 1266 1270 Trans-Ascaridol glicol MO 0,01
37 18,90 - 1279 N.I -- 0,02
38 19,20 1287 1286 (Iso)bornil acetato DMO 0,32
39 19,61 1289 1295 Timol MO 0,01
40 20,02 1298 1304 Carvacrol MO 0,15
41 20,16 - 1307 N.I -- 0,03
42 20,94 - 1325 N.I -- 0,03
43 22,35 1356 1357 Eugenol CF 0,28
44 22,95 1373 1371 Ilangeno SH 0,01
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45 23,14 1374 1375 a-Copaeno SH 0,03
46 24,49 1408 1406 (2)-Cariofileno SH 0,03
47 25,06 1419 1419 (E)-Cariofileno SH 5,28
48 25,40 - 1427 N.I - 0,02
49 26,32 - 1449 N.I - 0,01
50 26,48 1452 1453 a-Humuleno SH 0,19
51 27,47 1478 1476 y-Muuroleno SH 0,01
52 28,81 1505 1508 [-Bisaboleno SH 0,04
53 29,06 1513 1514 y-Cadineno SH 0,02
54 29,43 1522 1523 0-Cadineno SH 0,02
55 30,62 - 1553 N.I - 0,02
56 31,86 1582 1583 Cariofileno 6xido SO 0,37
57 32,91 1608 1609 Humuleno epdxido SO 0,02
58 33,98 1639 1637 N.I - 0,02
59 42,90 - 1879 N.I - 0,01

Fonte: autora, 2025.
Legenda: ® Tempo de Retencdo (minutos). ® indices aritméticos tabelados de acordo com Adams (2007).¢ indices
aritméticos calculados sobre uma coluna DB-5 em comparacdo com padrdes de alcanos C7 a C40. ¢ Compostos
anotados a partir da comparacio dos espectros de massas com o banco de dados NIST (2023). ® Area relativa de
cada pico no cromatograma. MH: Monoterpeno hidrocarboneto. MO: Monoterpeno oxigenado. SH:
Sesquiterpeno hidrocarboneto. SO: Sesquiterpeno oxigenado. CF: Composto fendlico. DMO: Derivado de
monoterpeno oxigenado.

Gréfico 1 - Classes dos metabolitos anotadas por CG-EM no OEA

Cetona

Fonte: autora, 2025.
Legenda: NI: Composto ndo identificado. MH: Monoterpeno hidrocarboneto. MO: Monoterpeno oxigenado. SH:
Sesquiterpeno hidrocarboneto. SO: Sesquiterpeno oxigenado. CF: Composto fendlico. DMO: Derivado de
monoterpeno oxigenado.

A composicdo quimica do OEA é constituida principalmente de monoterpenos
oxigenados (62,24 %), monoterpenos hidrocarbonetos (20,23 %) e sesquiterpenos
hidrocarbonetos (5,6 %). Os constituintes majoritarios foram os monoterpenos eucaliptol (1,8-
cineol) (37,6 %), canfora (20,1 %), a-pineno (9,7 %) e p-pineno (6,6 %) e ainda (E)-

cariofileno (5,2 %), um sesquiterpeno hidrocarboneto.
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As estruturas desses compostos estdo apresentadas na Figura 13.

Figura 13 - Compostos majoritarios no OEA
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Fonte: autora, 2025.

Os compostos anotados no OEA analisado neste estudo estdo em concordancia com o
perfil quimico descrito em diversos trabalhos realizados no Brasil e em outros paises,
incluindo os compostos majoritarios eucaliptol (1,8-cineol), canfora e a-pineno (Borges et al.,
2019; Walid et al., 2022; Jiang et al., 2011; Rathore et al., 2022). O OEA apresentou
porcentagens desses compostos majoritarios dentro do relatado nesses estudos comparativos
supracitados, nos quais as concentragdes de 1,8-cineol variaram entre 26,54 % e 57,55 %, as
de canfora entre 7,05 % e 31,5 % e a-pineno entre 8,83 % e 20,14 %. Além disso, 0 OEA
investigado apresentou a mesma tendéncia observada quanto a distribuicdo por classes de
compostos, seguindo a ordem: monoterpenos oxigenados > monoterpenos hidrocarbonetos >
sesquiterpenos hidrocarbonetos (Walid et al., 2022; Rathore et al., 2022 ).

No trabalho de Soliman et al. (2024) com o OEA obtido de exemplares de R.
officinalis coletados na costa oeste do Egito, o composto majoritario foi o monoterpeno
verbenona (39,48 %), sequido por a-pineno (17,52 %), 1,8-cineol (10,17 %) e canfora (8,57
%). Neste trabalho, verbenona foi anotada, entretanto, com porcentagem de 0,07 % na
composicao do 6leo. Embora cada espécie vegetal tenha um metabolismo biossintético capaz
de direcionar a sintese para determinados metabolitos especiais, variacbes qualitativas e
guantitativas podem ser observadas quando diferentes estudos na literatura com OEA e outros
OEs sdo comparados.

Varios fatores podem promover alteracfes na composi¢do quimica do OEs tais como
localizacdo geogréfica, sazonalidade, condi¢Bes climéticas, tipo de solo, estagio de
crescimento, condi¢des de cultivo, condi¢cdes de estocagem, métodos de extracdo, além de
métodos e técnicas analiticas. Portanto, devido a esses varios fatores, é importante realizar a

caracterizacdo fito-quimica e verificar as concentragdes dos compostos ativos no Oleo
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essencial. E relevante destacar que as propriedades bioldgicas dos OEs podem variar de
acordo com suas composi¢des quimicas, o que reforca a necessidade de identificar os
constituintes presentes e suas respectivas concentracdes (Borges et al., 2019; Rathore et al.,
2022; Yu, 2025).

Com relacdo ao laudo apresentado pelo fornecedor, os principais componentes do
OEA foram eucaliptol (46,27 %), canfora (17,70 %), a-pineno (13,45 %), S-pineno (7,79 %) e
limoneno (2,61 %). Com exce¢do do monoterpeno limoneno, que nao foi detectado dentro da
analise por CG-EM, os demais compostos foram encontrados como majoritarios. As variacdes
nas concentracGes entre a analise deste estudo e o laudo podem ser justificadas pelos fatores
apontados anteriormente.

Outro ponto a ser observado é que a propria manipulacdo do OEA para 0s
experimentos possibilita a volatilizacdo de constituintes modificando a concentracdo inicial

informada pelo fornecedor.

5.1.2 Anotagéo dos constituintes do OELS por CG-EM

O perfil cromatografico do OELS por CG-EM esta apresentado na Figura 14 e na
Tabela 5 estéo os constituintes quimicos anotados na composic¢do quimica do OELS.

Um total de 70 compostos foi detectado e 60 compostos foram anotados,
compreendendo 99,0 % da composicdo do OELS. A classe de metabdlitos majoritaria no OE
é composta por monoterpenos hidrocarbonetos.

O Gréfico 2 apresenta a distribuicdo das classes de compostos encontradas no OELS.

Figura 14 - Cromatograma do OELS obtido por CG-EM
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Fonte: autora, 2025.



Tabela 5 - Compostos anotados no OELS por CG-EM

a 1A 1A Compostos Classe de e
N TRY i (calye anotados’ metabolito 70
1 4,10 -- 857 N.I -- 0,05
2 5,49 924 925 a-Tujeno MH 0,40
3 5,69 932 933 a-Pineno MH 2,30
4 6,01 946 948 Canfeno MH 0,11
5 6,77 969 973 Sabineno MH 2,37
6 6,90 974 978 S-Pineno MH 11,94
7 7,14 986 985 6-metilhept-5-en-2-ona Cetona 0,02
8 7,26 991 991 a-Mirceno MH 1,54
9 7,64 998 1004 Octanal Aldeido 0,05
10 7,72 1002 1006 a-Felandreno MH 0,03
11 8,12 1014 1017 a-Terpineno MH 0,15
12 8,67 1024 1032 D-Limoneno MH 47,82
13 8,84 1032 1036 (2)-p-Ocimeno MH 0,06
14 9,20 1044 1046 (E)-p-Ocimeno MH 0,11
15 9,64 1059 1058 y-Terpineno MH 9,32
16 9,96 1065 1067 4-Thujanol MO 0,06
17 10,73 1088 1088 a-Terpinoleno MH 0,45
18 10,94 1090 1094 6,7-Epoximirceno MO 0,02
19 11,07 1093 1097 Rosefuran MH 0,02
20 11,19 1098 1101 Linalool MO 0,26
21 11,35 1100 1104 Nonanal Aldeido 0,09
22 12,05 1119 1121 Trans-Menta-2,8-dien-1-ol MO 0,03
23 1256 1132 1133 Cis-Limoneno 6xido MO 0,21
24 12,75 1137 1137 Trans-Limoneno 6xido MO 0,20
25 13,07 1141 1145 Canfora MO 0,18
26 13,39 1148 1153 Citronelal MO 0,05
27 13,96 -- 1166 N.I -- 0,10
28 14,44 1174 1177 Terpinen-4-ol MO 0.30
29 14,79 1179 1185 p-Cimen-8-ol MO 0,03
30 15,02 1186 1191 a-terpineol MO 0,44
31 1524 -- 1196 N.I -- 0,08
32 1565 1201 1205 Decanal Aldeido 0,05
33 16,25 1215 1219 Trans-Carveol MO 0,03
34 16,44 -- 1223 N.I -- 0,14
35 16,67 1229 1229 Nerol MO 0,06
36 16,87 -- 1233 N.I -- 0,22
37 17,21 1235 1241 Neral MO 0,69
38 17,82 1249 1254 Geraniol MO 0,06
39 18,53 1264 1270 Geranial (Citral) MO 1,35
40 18,67 1269 1274 Perila aldeido MO 0,07
41 18,91 -- 1279 N.I -- 0,03
42 19,61 1289 1295 Timol MO 0,05
43 20,03 1298 1304 Carvacrol MO 0,61
44 20,94 -- 1325 N.I -- 0,04
45 21,60 -- 1340 N.I -- 0,15
46 22,19 1352 1353 Citronelil acetato MO 0,04



47 22,36
48 22,69
49 23,52
50 24,18
51 24,86
52 25,04
53 25,74
54 26,50
55 26,64
56 26,78
57 2741
58 27,60
59 27,82
60 28,18
61 28,43
62 28,83
63 29,08
64 29,43
65 30,22
66 31,66
67 31,87
68 32,92
69 35,89
70 46,26

1356
1359
1379
1400
1411
1419
1432
1452
1456
1457
1476
1481

1496
1500
1505
1513
1523
1542
1577
1582
1608
1685

1357
1365
1384
1399
1415
1419
1435
1453
1456
1460
1475
1479
1484
1493
1499
1508
1514
1523
1542
1578
1583
1609
1686
1974

Eugenol
Neril acetato
Geranil acetato
Tetradecano
Cis-a-bergamoteno
(E)-Cariofileno
Trans-a-bergamoteno
a-Humuleno
(E)-p-Farneseno
B-Santaleno
Geranil propanoato
a-Curcumeno
N.I
Valenceno
Pentadecano
f-Bisaboleno
y-Cadineno
o-Amorfeno
(2)-a-Bisaboleno
Espatulenol
Cariofileno 6xido
Humuleno epdxido
a-Bisabolol
N.1

CF
MO
MO
H
SH
SH
SH
SH
SH
SH
DMO
SH
SH
H
SH
SH
SH
SH
SO
SO
SO
SO

0,28
1,07
0,57
0,05
0,07
0,51
1,24
0,05
0,07
0,05
0,01
0,01
0,06
0,09
0,03
1,88
0,06
0,02
0,05
0,12
0,21
0,02
0,06
0,10

Legenda: ® Tempo de Retencdo (minutos). ° indices aritméticos tabelados de acordo com Adams (2007).°
indices aritméticos calculados sobre uma coluna DB-5 em comparacéo com padrdes de alcanos C7 a C40. °
Compostos anotados a partir da comparagédo dos espectros de massas com o banco de dados NIST (2023). °
Area relativa de cada pico no cromatograma. MH: Monoterpeno hidrocarboneto. MO: Monoterpeno
oxigenado. SH: Sesquiterpeno hidrocarboneto. SO: Sesquiterpeno oxigenado. CF: Composto fenolico. DMO:

Derivado de monoterpeno oxigenado.

Gréfico 2 - Classes dos metabolitos anotadas por CG-EM no OELS.

Fonte: autora, 2025.
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Fonte: autora, 2025.
Legenda: NI: Composto ndo identificado. MH: Monoterpeno hidrocarboneto. MO: Monoterpeno oxigenado. SH:
Sesquiterpeno hidrocarboneto. SO: Sesquiterpeno oxigenado. CF: Composto fendlico. DMO: Derivado de
monoterpeno oxigenado.
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A composi¢do quimica do OELS é constituida principalmente de monoterpenos
hidrocarbonetos (76,62 %). Monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos hidrocarbonetos
representaram 6,38 % e 4,1 % da composi¢cdo do OELS, respectivamente. O monoterpeno D-
limoneno (47,8 %) é o principal componente quimico deste OE, seguido por -pineno (11,94
%), y-terpineno (9,32 %), sabineno (2,4 %), a-pineno (2,3 %), S-Bisaboleno (1,88 %) e citral
(1,35 %). As estruturas desses compostos estdo apresentadas na Figura 15.

Figura 15 - Compostos majoritarios no OELS
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Fonte: autora, 2025.

Esses compostos também sdo relatados como principais constituintes ha composicao
do OELS em vérios outros estudos, sendo os monoterpenos hidrocarbonetos a classe de
metabolitos majoritaria (Kacaniova et al., 2024; Aboubi et al., 2023; Viana et al., 2020; Bora
et al., 2020; Himed et al., 2019; Everton et al., 2025). No trabalho de Paw et al. (2020), os
compostos majoritarios no OELS foram D-limoneno, trans-verbenol, neral e decanal. No
OELS investigado por Ben Hsouna et al. (2017), D-limoneno, seguido por a-terpineol, a-
pineno, linalil acetato, geranil acetato e linalol foram encontrados como majoritarios.

No presente trabalho, decanal, a-terpineol, geranil acetato, elinalol foram encontrados
em baixas concentragdes, enquanto trans-verbenol, linalil acetato ndo foram detectados, nem
nos estudos de Kacaniova et al. (2024), Aboubi et al. (2023), Viana et al. (2020), Bora et al.
(2020) e Himed et al. (2019). As variacbes qualitativas e quantitativas observadas
comparando os varios estudos com o OELS podem ocorrer e 0s possiveis fatores que
justificam essas situac¢des foram discutidos com o0 OEA.

No laudo apresentado pelo fornecedor sdo destacados como componentes principais
apenas d-limoneno e citral, ndo sendo mencionados f-pineno, y-terpineno, sabineno e a-
pineno. Entretanto, a composi¢cdo quimica determinada para o OELS estd de acordo com

outros trabalhos que analisaram o OELS.




5.1.3 Anotacéao dos constituintes do OEO por CG-EM

O cromatograma OEO obtido por CG-EM esta apresentado na Figura 16 e na Tabela 6
estdo os constituintes quimicos anotados na composicdo quimica do OEO. Vinte e quatro
compostos foram detectados e 21 foram anotados, compreendendo 98,13 % da composi¢éo do
OEO. As classes de metabdlitos majoritarios no OEO foram 0s monoterpenos oxigenados

(61,0 %) e monoterpenos hidrocarbonetos (36,0 %), O Gréafico 3 apresenta a distribuicdo das

classes de compostos encontradas no OEO.

Figura 16 - Cromatograma do OEO obtido por CG-EM
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Fonte: autora, 2025.

Tabela 6 - Compostos anotados no OEO por CG-EM

Compostos
N.oTR (Il'iot\)b IA (Cal) anotgtdosd rr?;?asggﬁfo %’
1 3,43 -- 818 N.I -- 0,10
2 4,09 - 857 N.I -- 0,06
3 5,49 924 925 a-Tujeno MH 0,27
4 5,68 932 933 a-Pineno MH 2,10
5 6,08 946 948 Canfeno MH 0,56
6 6,88 974 977 S-Pineno MH 0,64
7 7,23 990 990 S-Mirceno MH 1,23
8 7,69 1002 1005 a-Felandreno MH 0,13
9 8,10 1017 1017 a-Terpineno MH 1,11
10 8,37 1020 1024 p-Cimeno MH 18,32
11 851 1024 1027 D-Limoneno MH 1,67
12 8,63 1026 1031 Eucaliptol (1,8-Cineol) MO 0,23
13 8,85 -- 1037 N.I -- 0,06
14 9,59 1054 1057 y-Terpineno MH 8,25
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15 9,95 1065 1067 4-Thujanol MO 0,09
16 11,19 1098 1101 Linalol MO 1,58
17 13,94 1165 1166 Endo-Borneol MO 0,47
18 14,43 1174 1177 Terpinen-4-ol MO 0,21
19 15,01 1186 1191 a-Terpineol MO 0,07
20 17,32 1241 1243 Carvacrol metil éter DMO 0,37
21 19,61 1289 1295 Timol MO 3,53
22 20,07 1305 1305 Carvacrol MO 50,50
23 25,03 1419 1419 (E)-Cariofileno SO 0,77
24 28,81 1505 1508 S-Bisaboleno SH 0,14

Fonte: autora, 2025.
Legenda: * Tempo de Retengdo (minutos). ® Indices aritméticos tabelados de acordo com Adams (2007).° indices
aritméticos calculados sobre uma coluna DB-5 em comparagdo com padrdes de alcanos C7 a C40. ¢ Compostos
anotados a partir da comparacao dos espectros de massas com o banco de dados NIST (2023). ® Area relativa de
cada pico no cromatograma. MH: Monoterpeno hidrocarboneto. MO: Monoterpeno oxigenado. SH:
Sesquiterpeno hidrocarboneto. SO: Sesquiterpeno oxigenado. CF: Composto fendlico. DMO: Derivado de
monoterpeno oxigenado.

Gréfico 3 - Classes dos metabdlitos anotadas por CG-EM no OEO.
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Fonte: autora, 2025.
Legenda: NI: Composto ndo identificado. MH: Monoterpeno hidrocarboneto. MO: Monoterpeno oxigenado. SH:
Sesquiterpeno hidrocarboneto. SO: Sesquiterpeno oxigenado. CF: Composto fenélico. DMO: Derivado de
monoterpeno oxigenado.

A composicdo quimica do OEO apresentou o predominio de carvacrol (50,5 %), um
monoterpeno oxigenado de natureza fendlica, seguido por p-cimeno (18,3 %), y-terpineno (8,3
%) e timol (3,5 %). As estruturas quimicas desses compostos estdo presentes na Figura 17.
Em contetdos mais baixos, ainda foram também anotados a-pineno (2,1 %), D-limoneno
(1,67 %) e linalol (1,6 %).

Os compostos majoritarios anotados bem como a predominancia de monoterpenos

oxigenados no OEOQ estéo de acordo com Morshedloo et al. (2018) e Avola et al. (2020).
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No OEO analisado por Hao, Li e Shi (2021) foram encontrados como majoritarios
coincidentes com o presente estudo carvacrol (84,38 %) e p-cimeno (5,07 %).

Figura 17 - Compostos majoritarios no OEO
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Fonte: autora, 2025.

No trabalho de Ihamdane et al. (2023) foram encontrados carvacrol, timol, (E)-S-
ocimeno e a-terpineno como fito-quimicos majoritarios no OEO. Comparando todos 0s
estudos mencionados acima, mesmo com variaches qualitativas consideraveis entre 0s
constituintes principais, 0 monoterpeno oxigenado carvacrol, foi em todos eles o fito-quimico
majoritario. Entretanto, Jnaid et al. (2016) evidenciaram terpinen-4-ol (24,90 %), y-terpineno
(10,57 %), o-cimeno (8,90 %), cis-S-terpineol (8,73 %), p-felandreno (4,84 %), a-terpineol
(4,18 %) como os componentes mais abundantes e carvacrol revelou um conteildo de apenas
3,5 % da composicédo do OEO.

Comparando todos esses estudos, é possivel verificar a complexidade da composicédo
guimica dos OEs. Os OEs mesmo que preparados a partir de mesmas espécies, porém em
localizagbes geograficas e condicBes climaticas diferentes, podem apresentar variacdes
consideraveis na sua composicdo refletindo diretamente na sua qualidade e nos seus efeitos
bioldgicos (Rabeh et al., 2025).

5.2 Avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método de difuséo em disco

O ensaio preliminar de difusdo em disco foi conduzido com o objetivo de verificar o
efeito antibacteriano dos tratamentos propostos com azeites adicionados de OEs frente as
cepas bacterianas investigadas.

Os resultados obtidos para os azeites suplementados com OEA, OELS e OEO, nas
concentragdes de 0,05 %, 0,10 % e 0,15 % (v/v), avaliados pelo método de difusdo em disco,

estdo apresentados na Tabela 7. Como referéncia para comparagdo da atividade
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antimicrobiana, utilizaram-se 10 pg do antibidtico gentamicina, empregado como controle
positivo, conforme descrito em estudos semelhantes na literatura. Zonas de inibigdo foram
consideradas resultados positivos, indicando capacidade de inibir o crescimento microbiano;
ja a auséncia de halos foi interpretada como resultado negativo, evidenciando o crescimento

do microrganismo.

Tabela 7 - Resultados do ensaio de difusdao em disco

Amostras
AOE + OEA AOE + OELS AOE + OEO AOE C+

Microrganismo

= X = X X = X X X ~
Lo o Te] Te] o Te] To] o Lo o
S + <4 o 4 < o A o S
o o o o o o o o o i
S. aureus - - - - - - - - +
- +
E. coli - - - - - - + + +
- +
S. typhimurium - - - - - - + + + _ .

Fonte: autora, 2025.
Legenda: OEA: 6leo essencial de alecrim. OELS: 6leo essencial de limé&o siciliano. OEQ: 6leo essencial de
orégano. Controle +: Gentamicina.

O AOE puro (controle) ndo demonstrou efeito antibacteriano contra as cepas testadas
pelo método de difusdo em disco e o controle positivo apresentou atividade contra todos os
micro-organismos testados. Os OEA e OELS também ndo evidenciaram atividade nas
concentracgdes testadas de 0,05%, 0,10% e 0,15% em v/v.

O OEO demonstrou atividade frente a E. coli, verificando-se relacdo positiva entre a
concentracdo e a intensidade de inibicdo. Contra S. aureus, a atividade inibitdria foi observada
exclusivamente na concentracdo de 0,15%. Ja frente a S. typhimurium, observou-se inibicdo
com halo menor em todas as concentracdes testadas (0,05%, 0,10% e 0,15% v/v).

Dentro dessa triagem inicial, entre as amostras analisadas, apenas o0 OEO apresentou

efeito antibacteriano contra todas as bactérias testadas.

5.3 Avaliacdo da atividade antibacteriana pelo método da microdiluicdo em caldo

A avaliagdo quantitativa da atividade antibacteriana foi realizada utilizando o ensaio

de microdiluicdo em caldo para CIM e CBM expressas em pg/mL. A CIM é a menor
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concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano e a CBM é a menor concentragao
capaz de matar o micro-organismo. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para os azeites
com a adi¢cdo dos OEA, OELS e OEO.

O AOE e os azeites com a adicdo dos OEs de alecrim e limédo siciliano nao
apresentaram atividade no intervalo de concentracdo testado (1,46 a 3000 pg/mL), uma vez
que os valores de CIM e CBM foram superiores a 3000 pg/mL para todas as cepas avaliadas.

O OEO apresentou atividade antibacteriana frente as trés cepas avaliadas, com valores
de CIM/CBM iguais a 1500/1500 pg/mL para S. aureus e S. typhimurium e para E. coli
750/750 pg/mL Quando a CIM/CBM foram de 1500 pg/mL h& uma concentracdo de 1 % em
v/v de OEO; para CIM/CBM igual a 750 pg/mL h& uma concentracdo de 0,5 % em v/v de
OEO.

Esses resultados indicam que o OEO promove um efeito antibacteriano adicional ao
azeite, seja inibindo o crescimento ou promovendo a morte das bactérias investigadas,

especialmente contra a cepa de E. coli que apresentou menores valores de CIM e CBM.

Tabela 8 - CIM e CBM dos azeites incorporados com OEs

Resultados de CIM/CBM (pg/mL)

Amostras
S. aureus ? E. coli® S. typhimurium °
AOE >3000/>3000 >3000/>3000 >3000/>3000
AOE + OEA >3000/>3000 >3000/>3000 >3000/>3000
AOE + OELS >3000/>3000 >3000/>3000 >3000/>3000
AOE + OEO 1500/1500 750/750 1500/1500

Fonte: autora, 2025.
Legenda: AOE: azeite de oliva extravirgem. OEA: 6leo essencial de alecrim. OELS: dleo essencial de liméo
siciliano. OEO: 6leo essencial de orégano. Bactéria:  Gram-positiva anaerdbia facultativa, ® Gram-negativa
anaerobia facultativa, © Gram-negativa anaerdbia facultativa. Bactérias controle para validagdo do método de
acordo com o protocolo M11-A7 CLSI (2012): S. aureus — CIM/CBM: 0,3688/0,3688 pg/mL; E. coli -
CIM/CBM: 0,7375/0,7375 pg/ml.

Embora as comparacBes sejam dificultadas pelas diferencas metodoldgicas entre o0s
estudos, é possivel encontrar na literatura alguns trabalhos que relatam a atividade
antimicrobiana do OEO e podem justificar os resultados obtidos.

Jnaid et al. (2016) relataram que o OEO apresentou atividade antimicrobiana contra

Candida albicans, P. aeruginosa, E. coli e S. aureus com valores de CIM variando entre 312
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e 50 pug/mL e para K. pneumoniae, P. aeruginosa e Staphylococcus saprophyticus, foram
observados valores de CIM de 256 pg/mL. Além disso, 0 OEO também demonstrou efeito
sinérgico quando combinado com os antibidticos ampicilina, gentamicina e ceftazidima.

Em outro estudo, Bussata et al. (2007) o OEO foi avaliado frente a diferentes
microrganismos incluindo, E. faecalis, E. coli, K. pneumonae, Salmonella choleraensius e
Shigella flexneri apresentando CIM’s entre 230 e 460 pg/mL, quando incorporado em
linguicas, o OEO contribuiu para 0 aumento do tempo de vida Util do produto

Outros trabalhos ainda podem ser citados evidenciando o efeito antimicrobiano do
OEO. Em estudo conduzido por Hao, Li e Shi (2021), o OEO (rico em carvacrol) apresentou
atividade contra S. aureus com valores de CIM e CBM de 125 e 250 pg/mL, respectivamente.
Nesse trabalho o mecanismo de acdo do OEO contra S. aureus foi relacionado com alguns
fatores como alteracBes na integridade da membrana celular, efeitos sobre a sintese de
proteinas e desordens no metabolismo de aminoacidos. No estudo de Tejada-Mufioz et al.
(2024), o OEO indicou valores de CIM/CBM frente a S. aureus de 1900 e 7900 pg/mL, e
frente a E. coli de 490 e 990 pg/mL. Particularmente nesse trabalho com o OEO, carvacrol
ndo foi identificado e os compostos majoritarios foram 2-menten-1-ol, linalil acetato e
terpinen-4-ol, os quais foram relacionados com propriedades antimicrobianas. Como pode ser
observado, o OEO tem atividade contra uma ampla variedade de microrganismos, incluindo S.
aureus e E. coli. Dessa forma, a atividade encontrada para OEO corrobora esses estudos
anteriormente mencionados.

As atividades biologicas dos OEs sdo geralmente relacionadas com dois a quatro
compostos majoritéarios, os quais podem representar de 20 % a 95 % da composicdo do OE.
Contudo, os constituintes minoritarios também podem exercer um papel relevante,
contribuindo para as propriedades dos OEs por meio de interacBes sinérgicas com oS
compostos majoritarios (Abdelmohsen; EImaidomy, 2025).

Os monoterpenos carvacrol (50,5 %), p-cimeno (18,3 %), y-terpineno (8,3 %) e timol
(3,5 %) foram os constituintes majoritarios no OEO.

Maczka et al. (2023) descrevem que o carvacrol € um monoterpeno fendlico que,
isoladamente ou em combinagdo com outros compostos, apresenta reconhecidas propriedades
bioldgicas, destacando-se pela atividade antimicrobiana frente a um amplo espectro de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Os autores relatam eficacia significativa
contra E. coli e S. aureus, com valores de CIM variando entre 150 e 300 ug/mL e 78 e 450

pg/mL, respectivamente. O mecanismo de ag¢do do carvacrol estd principalmente associado a
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sua capacidade de provocar danos @ membrana celular, sendo a presenca do grupo hidroxila e
a deslocalizacdo eletrénica do anel aromatico fatores estruturais determinantes para sua
atividade biologica. Em funcdo de suas propriedades flavorizantes e antimicrobianas, o
carvacrol é amplamente empregado na industria de alimentos como conservante natural.

No trabalho de llktac et al. (2025), o carvacrol e seu isdOmero timol testados
isoladamente evidenciaram valores de CIM contra E. faecalis, S. aureus, E. coli eK.
pneumoniae de 250 e 500 pg/mL, respectivamente. Nesse mesmo estudo, os OEs investigados
ricos em carvacrol indicaram maior atividade antibacteriana que aqueles com baixas
concentracgdes de carvacrol.

O monoterpeno p-cimeno é o precursor para a biossintese do carvacrol e também é
reconhecido por apresentar atividade antimicrobiana, tanto isoladamente quanto em
combinacdo com outros constituintes. No entanto, os dados de atividade quando p-cimeno é
testado isoladamente evidenciam que ele ndo é o principal responsavel pelo efeito
antimicrobiano observado em extratos ou OEs de plantas medicinais e alimenticias. Além
disso, embora o0 p-cimeno possa contribuir para a atividade, ele tem sido descrito como menos
eficiente como um agente antimicrobiano em comparacdo ao seu derivado carvacrol
(Marchese et al., 2017).

O monoterpeno y-terpineno foi recentemente relacionado com diversas atividades
farmacoldgicas incluindo o efeito antimicrobiano contra S. aureus, Salmonella alony, Bacillus
subtilis, E. coli e P. aeruginosa (Corréa; Pina, 2025). No entanto, quando y-terpineno foi
testado a uma concentragdo de 250 pg/mL contra B. cereus, S. typhimurium, E. coli e S.
aureus ndo foi verificado atividade (Guimardes et al., 2019). No trabalho de Baginska et al.
(2023) varios estudos foram levantados indicando o potencial antimicrobiano de y-terpineno,
especialmente nagueles OEs em que esse monoterpeno é encontrado em altas concentragdes.
Nesse estudo € destacado também o efeito antimicrobiano dos OEs ricos em y-terpineno e p-
cimeno.

Com relagdo aos OEs, é bem entendido que suas propriedades antimicrobianas ndo sao
determinadas por apenas um componente. O efeito antimicrobiano geralmente resulta da
interacdo complexa e sinergica entre os diferentes compostos presentes no 6leo. Ou seja, a
atividade do OE pode ser dependente das interacGes entre 0s seus constituintes majoritarios e
minoritarios. Ainda é importante considerar que o efeito antimicrobiano de um composto
pode ser modulado ou potencializado pela presenca de outros compostos presentes no OE
(Baginska et al., 2023).
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5.4 Analises dos parametros fisico-quimicos de qualidade

Os resultados dos parametros de indice de acidez, indice de perdxidos e teor de
TBARS nos azeites de oliva extravirgem incorporados com OEA, OELS e OEO nas
concentragdes de 0,05 %, 0,15 %, 0,30 % e 0,50 % e do azeite puro (controle) estdo

apresentados nas Tabelas 9, 10 e 11, respectivamente.

Tabela 9 - indice de acidez (mg KOH/g) dos azeites incorporados com OEs

Concentragbes  \oE OEA  AOE+OELS — AOE+OEO AOE
(% em viv) Controle
0,0 N - N 0,87 + 0,06
0,05 0,73+0,06 0,90 % 0,00 0,70 + 0,00
0,15 0874006 0,87 0,06 0,80 + 0,00
0,30 0,63+006  0,73%0,06 0,70 + 0,10
0,50 0,704£0,00  0,77+0,06 0,63 + 0,06

Fonte: autora, 2025.
Legenda: Valores expressos com média + desvio padrdo (n = 3). AOE: Azeite de oliva extravirgem; OEA: 6leo
essencial de alecrim. OELS: 6leo essencial de liméo siciliano. OEQ: 6leo essencial de orégano.

O AOE foi utilizado como parametro de referéncia para avaliar o efeito da adi¢cdo dos
OEs na acidez do produto final, no qual apresentou média de 0,87 + 0,06 mg KOH/g.
Segundo a legislacdo brasileira, para um azeite ser classificado como extra virgem, deve
apresentar a acidez maxima de 0,8 mg KOH/g (Brasil, 2012). O valor médio encontrado para
o controle discretamente acima pode estar relacionado com possiveis alteracbes promovidas
na manipulacdo do AOE para o preparo dos experimentos. Alguns fatores como temperatura,
luz, tempo de prateleira, presenga de micro-organismos e umidade favorecem a conversao de
triglicerideos em acidos graxos livres, aumentando o indice de acidez do AOE.

As amostras contendo OEA apresentaram reducdo do indice de acidez nas
concentragdes de 0,05 %, 0,30 % e 0,50 %, com valores entre 0,63 e 0,73 mg KOH/g. O OEA
adicionado na concentracdo de 0,15 % ndo apresentou reducdo, mas evidenciou 0 mesmo
valor do obtido para o controle (AOE = 0,87 + 0,06 mg KOH/g). As amostras com OELS
indicaram reducdo da acidez em relagdo ao controle nas concentragdes de 0,30 % e 0,50 %,
com valores de 0,73 e 0,77 mg KOHY/g, respectivamente. Nas menores concentragdes testadas
(0,05 % e 0,15 %), os valores obtidos foram iguais ou superiores ao controle, sugerindo que o

OELS em concentracbes mais altas, pode promover maior estabilidade na amostra. Os
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tratamentos com OEO apresentaram valores inferiores ao controle em todas as concentragdes
testadas, sendo os resultados obtidos variando de 0,63 a 0,80 mg KOH/g.

Os resultados evidenciaram que, com exce¢do da amostra AOE+OELS na
concentracdo de 0,05 %, a adicdo dos OEs de alecrim, limédo siciliano e orégano nao
promoveu aumento do indice de acidez, pelo contrario, a maioria das amostras apresentou
valores mais baixos que o observado para o AOE.

Na Tabela 10 estdo apresentados os valores de indices de peroxidos determinados para

as amostras de azeite com a adicao dos OEs.

Tabela 10 - indice de peréxidos (mEq/kg) dos azeites aromatizados com OEs

Concentragoes AOE+OEA  AOE+OELS  AOE+OEO AOE
(% em v/v)
00 - - - 123+1728
0,05 9.00+0.12 12.3+0,23 17.3+ 0,06 -
0.15 11.4+0,12 145+ 0,35 12.1+0,06 -
0.30 11.4+0,35 13.6 + 0,12 14.9 + 0,06 -
0,50 57+035 13.7 + 0,06 152 + 0,12 -

Fonte: autora, 2025.
Legenda: Valores expressos com média + desvio-padrdo (n = 3). AOE: Azeite de oliva extravirgem; OEA: 6leo
essencial de alecrim. OELS: 6leo essencial de liméo siciliano. OEO: éleo essencial de orégano.

O AOE usado como controle apresentou valor de 12,3 + 1,28 mEg/kg, e esse valor foi
utilizado como referéncia para avaliar os efeitos oxidativos da adicdo dos diferentes OEs ao
AOE. Segundo o Codex Alimentarius (2003) e a RDC n° 270 da ANVISA (2005), o indice de
perdxidos para azeites deve ser inferior a 20 mEq/kg, sendo esse o limite maximo aceitavel
para garantir qualidade e auséncia de rancidez primaria. De forma geral, todos os valores para
o indice de perdéxidos permaneceram dentro do limite considerado aceitavel.

As amostras que receberam a adicdo do OEA apresentaram 0s menores valores entre
os tratamentos, variando de 5,7 a 11,4 mEqg/kg, sugerindo melhor controle da oxidagéo
primaria do AOE que é representada principalmente pela formacdo de perdxidos e
hidroperdxidos. A reducdo observada em comparagdo ao controle (AOE) pode estar associada
com a presenca de terpenos no OEA adicionado ao AOE e, com compostos fenolicos
presentes em menor concentragdo no OE. Esses componentes podem atuar como
antioxidantes, estabilizando radicais livres e interrompendo a etapa inicial da oxidagéo

lipidica.
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Especialmente entre 0os compostos majoritarios do OEA, eucaliptol (1,8-cineol),
canfora, a-pineno e fS-pineno sdao bem conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes
(Khan, 2025, El Elmari et al., 2023; Salehi et al., 2019) e, portanto, podem ser 0s principais
contribuintes para a atividade observada. E importante destacar que os demais terpenos
anotados em menor concentracdo no OEA e que possuem potencial antioxidante também
podem agir de forma sinérgica com os compostos majoritarios reduzindo a oxidagdo lipidica
no AOE.

Em estudo anterior, 0 OEA adicionado ao azeite j& demonstrou capacidade para agir
na oxidacdo lipidica. No trabalho de Juhaimi et al. (2016), a adi¢cdo de OEA ao azeite reduziu
significativamente a oxidagdo em comparacdo com o controle, medida em valor de peréxidos,
corroborando os achados deste estudo, no qual o OEA exerceu efeito antioxidante,
diminuindo o indice de perdxidos.

Nos tratamentos que receberam o OELS, apesar dos resultados de indice de perdxidos
estarem abaixo do limite de referéncia (20 mEqg/kg), os valores determinados para as
concentragdes de 0,15 %, 0,3 % e 0,5 % foram superiores ao controle, variando entre 13,6 e
14,5. Apenas na concentracdo mais baixa testada de 0,05 %, houve um valor de indice de
peroxidos semelhante ao controle. No OELS o constituinte majoritario € o D-limoneno, o qual
é relacionado a varias propriedades farmacoldgicas, incluindo a atividade antioxidante (Chen
et al., 2024). Mesmo com sua presenca em elevada concentragdo no OELS, ndo houve a
reducdo do indice de perdxidos em relacdo ao controle em nenhuma das concentragdes
testadas.

Cruz et al. (2022) avaliaram o AOE enriquecido com diferentes OEs e observaram
que a adicdo de OE de limdo influenciou os parametros de qualidade. Os azeites aromatizados
apresentaram aumento no indice de perdxidos, indicando alteracdo na estabilidade oxidativa,
embora 0s valores permanecessem dentro dos limites aceitaveis para azeites.

Nas amostras de azeite com OEOQ, os valores variaram entre 12,1 e 17,3 mEg/kg. Com
excecdo da amostra com 0,15 % de OEO que obteve um valor de indice de peroxido de 12,1
mEqg/kg, as demais concentracbes apresentaram valores superiores ao controle, porém abaixo
do valor de referéncia.

Olmedo et al. (2019) demonstraram que o0 OEO tem potencial antioxidante, sobretudo
qguando associado a outros antioxidantes ou inserido em matriz favoravel. Esse achado
contribui para explicar por que o OEO pode reduzir perdxidos em determinadas condicdes.

Asensio, Nepote e Grosso (2011) adicionaram OEO ao azeite extravirgem (0,05 %) e



67

acompanharam a oxidagdo sob diferentes condicdes (luz, temperatura e escuro). As amostras
com OEO tiveram valores de perdxidos menores durante 0 armazenamento, em comparacao
com o azeite sem OEO que retardou o processo de oxidacao lipidica, ajudando a preservar o
azeite.

Rathore et al. (2022) observaram que em sistemas oleosos, 0 OEO apresenta boa agéo
antioxidante, mas esse efeito pode ser menos evidente em concentracdes moderadas. Jnaid et
al. (2016) relataram que o OEO reduziu discretamente a oxidacdo em alimentos ricos em
lipidios.

Na Tabela 11 estdo apresentados os valores de TBARS encontrados nas amostras de
azeite com a adicédo dos OEs.

Tabela 11 - Valores de TBARS (mg MDA/kg) dos azeites incorporados com OES

Concentracoes

(% em VIV) AOE+OEA AOE+OELS AOE+OEO AOE
0,0 -- -- -- 1,2+0,21
0,05 09+0,15 1,8 +0,10 1,3+0,15 --
0,15 1,2+0,10 1,3+0,15 1,1+0,20 --
0,30 1,2+0,21 1,9+0,10 1,0+0,14 --
0,50 2,0+0,16 1,3+0,15 2,2+0,20 --

Fonte: autora, 2025.
Legenda: Valores expressos com média + desvio-padrdo (n = 3). AOE: Azeite de oliva extravirgem; OEA: éleo
essencial de alecrim. OELS: 6leo essencial de liméo siciliano. OEO: 6leo essencial de orégano.

Os valores de TBARS estdo relacionados com os efeitos secundarios da oxidacéo,
especialmente 0 malonaldeido (MDA). De acordo com a legislacdo brasileira para azeite de
oliva, valores de TBARS inferiores a 1,0 mg MDA/kg sdo considerados adequados para
produtos de boa qualidade oxidativa (Frankel, 2014; Shahidi; Zhong, 2015). No presente
estudo, o valor encontrado para o controle 1,2 + 0,21 mg MDA/kg foi préximo ao limite
recomendado de 1,0 mg MDA/kg.

As amostras com OEA apresentaram valores de TBARS variando entre 0,9 e 2,0 mg
MDA/kg, demonstrando bom desempenho nas concentragdes de 0,05 %, 0,15 % e 0,30 %,
gue se mantiveram iguais ou abaixo do controle. No entanto, a concentracdo de 0,50 %
indicou possivel atividade pré-oxidante, o que pode estar relacionado a elevada concentracéo
de determinados terpenos ou a saturagdo da capacidade antioxidante do sistema, favorecendo

a formacdo de produtos oxidativos. Todas as amostras com OEA resultaram em indices de
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peroxido inferiores ao controle e também valores de TBARS iguais ou abaixo do controle
para as concentracgdes de 0,05 % a 0,30 %.

Os azeites enriquecidos com OELS apresentaram valores de TBARS entre 1,3 e 1,9
mg MDAV/kg, sendo esses resultados discretamente superiores ou superiores ao controle. Os
resultados sugerem que o OELS ndo é adequado para prolongar a estabilidade oxidativa do
azeite. Desta forma, destaca-se a importancia de considerar ndo apenas a presenca de
compostos antioxidantes no OE, mas também sua especificidade de atuacdo nas diferentes
etapas da oxidacdo lipidica, sendo que cada OE apresentou um parametro distinto, conforme
ja observado em estudos prévios (Burt, 2004; Wang et al., 2021).

As amostras com OEO apresentaram os melhores resultados nas concentracgdes de 0,15
% e 0,3 % com valores de 1,1 e 1,0 mg MDA/Kg, respectivamente. Esses dados podem estar
associados com 0s monoterpenos oxigenados majoritarios carvacrol e timol presentes no
OEO. Esses compostos tém natureza fendlica e por sua vez apresentam consideraveis efeitos
antioxidantes (Alagi et al., 2017) e portanto, capacidade para reduzir a oxidacdo lipidica.
Entretanto, quando o azeite foi testado contendo 0,50% do OEO, o valor subiu para 2,2 mg
MDA/kg, indicando possivel efeito pro-oxidante do OEO em concentra¢es mais elevadas.

Assim, os AOE enriquecidos com OEA (0,05 % a 0,30 %) e com OEO (0,15 % e 0,30
%) apresentaram os melhores desempenhos de acordo com as analises de TBARS. Esses
resultados evidenciam que o efeito antioxidante dos OEs depende de sua composi¢do quimica
e concentracdo. Além disso, o OE pode apresentar um comportamento pré-oxidante quando
compostos fendlicos ou terpenos excedem o intervalo 6timo de atuacdo. Assim, os dados
obtidos para os azeites enriquecidos com OEs sugerem um platd de eficiéncia, o que ja foi
relatado por Herrero et al. (2010), indicando que doses mais elevadas do OE, néo
necessariamente ampliam o efeito protetor.

Os parametros de qualidade avaliados, indice de acidez, indice de perdxidos e
TBARS, demonstraram que a estabilidade oxidativa do AOE enriquecido com OES est
diretamente relacionada tanto ao tipo quanto a concentragdo do 6leo essencial incorporado. O
azeite adicionado de OEA apresentou o melhor desempenho antioxidante, evidenciado pela
menor formacdo de produtos priméarios e secundarios da oxidagdo lipidica. Em seguida, o
OEO, especialmente em concentragdes intermediarias, também contribuiu para a melhoria da
estabilidade oxidativa do sistema.

Por outro lado, o OELS exibiu comportamento mais instavel, com tendéncia pro-

oxidante em determinadas condigdes, possivelmente associada & composi¢do rica em
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monoterpenos volateis.
De modo geral, os resultados indicam que combinac@es especificas de OEs possuem
potencial para aumentar a estabilidade do azeite, reforcando a acdo antioxidante atribuida aos

seus principais compostos bioativos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os OEA, OELS e OEO analisados por CG-EM apresentaram composicdo quimica
coerente com outros trabalhos encontrados na literatura e com os laudos apresentados pelo
fornecedor, principalmente com relacdo aos constituintes majoritarios.

Com relacgdo a atividade microbioldgica, a adicdo do OEO ao AOE promoveu inibicao
do crescimento de todas as bactérias testadas, tanto pelo método de difusdo em disco quanto
pelo método de microdiluicdo em caldo. Essas descobertas confirmam estudos anteriores que
apontam o carvacrol, componente majoritario no OEO, como um forte agente antimicrobiano
de amplo espectro. Como ja indicado em alguns estudos, carvacrol e timol sdo compostos
fenolicos cuja atividade esta fortemente relacionada com a presenca da hidroxila fendlica e do
anel aromético presente nas suas estruturas, elementos essenciais para a atividade
antimicrobiana destes compostos.

Por outro lado, quando os OEA e OELS foram adicionados ao AOE, ndo apresentaram
atividade inibitéria nas concentracdes testadas em nenhum dos métodos utilizados contra as
cepas pesquisadas. Dessa forma, o menor percentual de compostos fendlicos na composicao
do OE ou a menor interagdo com os alvos bacterianos avaliados podem estar relacionados
com a ndo atividade encontrada.

A adicdo dos OEs ao AOE promoveu efeitos nas caracteristicas fisico-quimicas
guando os dados foram comparados ao AOE puro. Em relacdo ao indice de acidez, todos os
azeites enriquecidos com os OEs apresentaram concentracfes abaixo do limite legal de acidez
para 0 AOE, indicando que nenhum OE comprometeu a classificagdo do produto. Os OEA e
OEO promoveram as maiores reducdes no indice de acidez.

Para o indice de perdxidos, o OEA apresentou o melhor desempenho antioxidante,
com todas as concentracOes testadas resultando em valores abaixo do AOE utilizado como
controle.

Nos valores de TBARS, os OEA e OEO demonstraram maior eficacia no controle da
oxidacdo secundaria, sendo os resultados dependentes da concentracdo de OE utilizada. O
OELS néo apresentou um desempenho satisfatorio, elevando o indice de perdxidos e
mantendo os valores de TBARS iguais ou superiores ao controle, sem evidéncia de protecao
oxidativa nas concentracdes testadas.

O presente estudo contribui para 0 avango no desenvolvimento de estratégias naturais
voltadas a conservacdo e ao enriquecimento funcional de produtos alimenticios,

demonstrando que a incorporacdo de OEs ao AOE representa uma alternativa promissora para
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a obtencdo de produtos com maior estabilidade oxidativa e potenciais beneficios a saude.
Considerando o0s resultados obtidos, recomenda-se a realizagdo de estudos
complementares que avaliem o impacto sensorial dessas formulacdes, por meio de analises de
sabor, odor e aparéncia, a fim de verificar a aceitabilidade do produto pelo consumidor. Além
disso, e sugerido o monitoramento do tempo de estabilidade oxidativa e microbioldgica
durante o armazenamento, bem como a avaliacdo da influéncia das condigdes de
processamento e conservacdo sobre a manutencdo das propriedades bioativas. Essas
abordagens poderdo contribuir para consolidar a aplicacdo tecnologica dos azeites
aromatizados como alimentos funcionais e ampliar seu potencial de uso na industria

alimenticia.
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ANEXO A - LAUDO TECNICO DO OEA

LAUDO TECNICO
O FERQUIMA Oleo Essencial de Alecrim

(Rosmarinus Officinalis)

INCI: Rosmarinus officinalis Leaf Oil

Lote: 187 CAS Number: 8000-25-7
Fabricacdo: Setembro/2023 Validade: Setembro/2025
Itens Controlados Resultados Especificacoes

Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo Palha Incolor a Amarelo Palha
Impurezas Isento Isento

QOdor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0,9169 0,900-0,930
Indice de Refracdo (20°C) 1,4665 1,460 — 1,475
Rotacdo Otica +5,10° [-2° ; +69

Data da Analise 17/10/2023

Resultado Aprovado

Origem Marrocos

Extracdo Destilacdo a vapor das folhas

Principais componentes Eucalyptol = 46,27% Camphre = 17,70%
(aprox.) Alpha pinene = 13,45% Beta pineno = 7,79%

Limonene =2,61%

Obs.: nao contém OGM nem foi utilizado para teste em animais.

Este produto & 100% puro, isento de solvente e diluente e segundo a RDC 481/99, nao
suscetivel a contaminacdo microbiologica.

Recomendagdes Especiais
Manuseio Uso de luvas, culos de seguranca ampla vis3o recomendavel.

N&o ingerir. Evitar contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente
com agua limpida em abundancia.

Em caso de derramamento, absorver o 1al d do com ial absorvente (areia,
tarra).
Riscos Produto inflamavel a temperatura acima de 47°C. Perigo de fogo se exposto ao calor ou fonte

de igni¢3o. O liquido provoca ifmitagdo na pele, olhos, aparelho respiratdrio e digestivo. Contato
intensivo pode causar leves queimaduras na pele e ou dermatites. Evitar contato com agua,
100% biodegradavel em 28 dias, ndo afeta a camada de 0zdnio, ndo tem potencial para

aguecimento global.
Incéndio Caso haja fogo, utilzar extintor de pé quimico seco & agua em forma de neblina, ndo utilizando
jatos de gua para ndo espalhar o produto. Usar equip to de protec3o individual.
Explosividad Nenhum perigo em icdes normais.
Uso Este produto destina-se ao uso profissional / industrial e como & elaborado a partir de

substincias naturais pode ap! tar peq ¢ de cor e cromatografia sem causar
gualquer probl na performance do produto.

A rar em local seco, longe de umidade e do calor, p
bem vedado. N3o reutilizar a embalagem vazia.
Transporte Numero de risco:30 / NGmero da ONU:1188 / Classe ou Subcl de risco: 3 / Descricdo da
classe ou subclasse: Liquidos Inflamaveis / Grupo de Embalagem: 11|

A

gido da luz, em recipi iginal

P g

As informagdes contidas nesta publicagdo representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicacéo.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: IV 04330754




ANEXO B - LAUDO TECNICO DO OELS

FERQUIMRA LAUDO TECNICO

Oleo Essencial de Liméo Siciliano
(Citrus limon (L.) Burm)

INCI: Citrus limon Peel Oil

Lote: 192 CAS Number: 84929-31-7
Fabricacdo: Setembro/2023 Validade: Marco/2025

Itens Controlados Resuitados Especificagoes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Cor Amarelo a Castanho Amarelo a Castanho
Impurezas Isento Isento
Odor Caracteristico, citrico Caracteristico, citrico
Densidade (20°C) 0,8462 0,835—0,865
Iindice de Refracdo (20°C) 1,4731 1,465 — 1485
Data da Analise 25/09/2023
Resultado Aprovado
Origem Brasil
Obtencao Prensagem a frio das cascas dos frutos.
Principais Componentes d-limomeno = 68,18% Citral = 1,65%
(valores aproximados)

Obs.: nao contém OGM nem foi utilizado para teste em animais.
Este produto & 100% puro, isento de solvente e diluente e segundo a RDC 481/99, ndo
suscetivel a contaminacdo microbiologica.

R dagbes Especiais
Manuseio Uso de luvas, oculos de seguranga ampla vis3o recomendavel.
Evitar contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente com agua
limpida em abundancia.
Em caso de derramamento, absorver o matenal derramado com material absorvente (areia,
terra).
Riscos Produto inflamavel a temperatura acima de 480C. Perigo de fogo se exposto ao calor ou fonte
de ignic3o. O liquido provoca urna;ao na pele, olhos, aparelho respiratorio e digestivo. Contato
intensivo pode causar leves quelmaduras na pele e ou dermatites. Evitar contato com agua.
100% biodegradavel em 28 dias, n3o afeta a camada de ozdnio. ndo tem potencial para

aquecimento global.

Incéndio Caso haja fogo, utilizar extintor de pé quimico seco e dgua em forma de neblina, n3o utilizando
jatos de 3gua para ndo espalhar o produto. Usar equip to de protec3o individual.

Explosividade Nenhum perigo em condicdes normais.

Uso Esﬁe produtc desma—se a0 uso profissional / industrial @ como € elaborado a partir de

wias nat pode ap tar pequenas vanagoes de cor & cromatografia sem causar

gualguer problema na performance do produto.

A em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz, em reciph original
bem vedado. N3o reutilizar 3 embalagem vazia.

| Transporte Numero de risco:30 / Numero da Onu:2319 / Classe: 3 / LIQUIDO INFLAMAVEL

As informagdes contidas nesta publicacdo representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicacdo.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: IV 04330754




ANEXO C - LAUDO TECNICO DO OEO

LAUDO TECNICO
O FERQUIMA Oleo Essencial de Orégano

(Origaman vuigare)

INCI: Origanum vuigare Leaf Oil

Lote: 250 CAS Number: 84012-24-8
Fabricacdo: Agosto/2023 Validade: Agosto/2025
Itens Controlados Resultados Especificagoes
Aparéncia Liquido Limpido Liquido Limpido
Amarelo Claro Esverdeado
-~ e a Marrom Escuro
Impurezas Isento Isento
QOdor Caracteristico, especiaria | Caracteristico, especiaria
Densidade (20°C) 0.9387 0,935-0.970
indice de Refracdo (20°C) 1,5088 1,500 — 1,520
Rotacdo Otica -0,95° [-5°; +29]
Data da Analise 01/09/2023
Resultado Aprovado
QOrigem Moldavia
Extracdo Destilacdo a vapor das folhas
Principais componentes Carvacrol= 62,44% Timol= 2,48%
(valores aproximados) Gama-terpineno=4,61% Para-cimeno=4,88%
Linalol= 2,74% Beta-cariofileno= 3.24%

Obs.: ndo contém OGM nem foi utilizado para teste em animais.
Este produto & 100% puro, isento de solvente e diluente e segundo a RDC 481/99, ndo
suscetivel a contaminacdo microbiologica.

Recomendagdes Especiais

Manuseio Nao ingerir. Evitar contato com a pele, olhos & mucosa. Se isso ocorrer, lavar imediatamente
com agua limpida em abundancia.

Em caso de derramamento, absorver o ial d do com ial absorvente (areia,
terra).

Incéndio Produto inflamavel a temperatura acima de 85°C. Caso haja fogo, utilizar extintor de po
quimico seco e dgua em forma de neblina, ndo utilizando jatos de dgua para ndo espalharo
produto.

Explosividade Nenhum perigo em condicdes normais.

Uso Este produto destina-se ao uso profissional / industrial e como é elaborado a partir de

bstanci is pode ap peq iagdes de core grafia sem causar
gqualguer problema na performance do produto.

Amazenamento Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegide da luz, em recipiente onginal
bem vedado. Nao reutilizar a embalagem vazia.

Transporte Nimero de risco:80 / Nimero da ONU:2810 / Classe ou Subclasse de risco: 8.1 / Descricdo da
classe ou subc} Substancias téxicas / Grupo de Embalagem: /1|

As informacGes contidas nesta publicagdo representam o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios ensaios para determinar a viabilidade da aplicagéo.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: IV 04330754




ANEXO D - COMPOSICAO DO OEA

Vargem Grande Paulista, 26 de outubro 2023.

Assuato: Composigdo Breakdown

Oleo Essencial de Alecrim

Prezado Cliente,

Conforme solicitado, estamos remetendo em carater estritamente confidencial a composi¢do
breakdown do produto em referéncia.

INCI name Concentragio (%)

Rosmarinus Officinalis Leaf Oil 100.00

Colocamo-nos a disposigio para esclarecimentos que julgar necessarios

Atenciosamente,

Alece '14?&‘9{1:‘-(14

Alice Lasthaus
Responsavel Técnico
CRQ: IV 04330754
Ferquima Ind Com Ltda.
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ANEXO E - COMPOSICAO DO OELS

Vargem Grande Paulista. 26 de outubro 2023.

Assunto: Composigdo Breakdown

Oleo Essencial de Limdo Siciliano

Prezado Cliente,

Conforme solicitado, estamos remetendo em carater estritamente confidencial a composigdo
breakdown do produto em referéncia.

INCI name Concentragio (%)

Citrus limon Peel Oil 100.00

Colocamo-nos a disposi¢do para esclarecimentos que julgar necessarios

Atenciosamente,

Rrinw L zalhvicsa

Alice Lasthaus
Responsavel Técnico
CRQ: IV 04330754
Ferquima Ind Com Ltda.
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ANEXO F - COMPOSICAO DO OEO

Vargem Grande Paulista, 26 de outubro 2023.

Assuato: Composigdo Breakdown

Oleo Essencial de Otégano

Prezado Cliente,

Conforme solicitado, estamos remetendo em carater estritamente confidencial a composigdo
breakdown do produto em referéncia.

INCI name Concentragdo (%)

Onganum vulgare Leaf Oil 100,00

Colocamo-nos a disposi¢do para esclarecimentos que julgar necessarios

Atenciosamente,

Abor Laethars

Alice Lasthaus
Responsavel Técnico
CRQ: IV 04330754
Ferquima Ind Com Ltda.

91



92

ANEXO G - FLUXOGRAMA DA EXTRACAO DO OEA

' FEROUIMA Fluxograma — Extragdo de Oleo Essencial de Alecrim

Folhas de Alecrim Vapor de Agua

_l J_ Hidrolato
l = =
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it —J l—separador Agua-Oleo

— — — — — —_—— —_—— ———

Resfriador I-—J Condensador |
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Vargem Grande Pautista, 27 de outubro de 2023
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ANEXO H - FLUXOGRAMA DA EXTRACAO DO OELS

. FERQUIMR Fluxograma - Extragdo de Oleo Essencial de Limdo Siciliano

NG o

Fruto -~ Limdo | |

| Filtro '—o Suce de Limdo Bruto
— — d
fe T [
ua y :
Centrifuga I—' ua
Emulsdo Agua - L ¢ Ag
— st
Oleo I-
I— —_ L —- Oleo Bruto
Residuos  [e—— Filtro l L
I_ — i il l_ — — 9 Residuos
]'- Resfriadora |
Emuls3o Agua - S
Oleo Oleo Essencial de
Lim3o Siciliano

‘Vargem Grande Paulista, 27 de outubro de 2023



ANEXO | - FLUXOGRAMA DA EXTRACAO DO OEO

Fluxograma — Extragdo de Oleo Essencial de Orégano

folhas de Orégano

Vapor de Agua
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Vargem Grande Paulista. 27 de outubro de 2023



