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Estudo comparativo do OET rendimento e da composi¢éo quimica do 6leo
essencial do Thymus Vulgaris (lamiaceae) cultivado sob diferentes niveis de
sombreamentos em malhas

Autor: Mateus Sousa Porto
Orientadora: Rosane Moura Aguiar

Resumo: Esta pesquisa tem como foco analisar a composicao quimica dos 6leos
essenciais Thymus vulgaris (Lamiaceae), popularmente conhecido como
tomilho. O objetivo foi avaliar o rendimento do OE, a composi¢cdo quimica, a
atividade antimicrobiana e os parametros morfolégicos dos espécimes cultivados
sob diferentes niveis de sombreamento. Os espécimes de T. vulgaris foram
cultivados em quatro tratamentos, em relacdo aos niveis de sombreamento
aplicados: 100%, 70%, 50% e pleno sol. Foram avaliados os parametros
morfologicos altura da planta, diametro do caule, matéria fresca e OETs de
clorofila. Os 6leos essenciais de T. vulgaris (OET) foram obtidos dos diferentes
grupos (OET100, OET70, OET50 e OETPS), por hidrodestilagdo. Os
rendimentos foram calculados pelas propor¢des entre o contetdo de rendimento
do OE e a massa da planta usada. Os constituintes quimicos do OE foram
identificados por GC-MS e quantificados por GC-FID, com Fatores de Resposta
Relativa (RRFs). O timol foi identificado como o principal constituinte do OE nos
diferentes tratamentos. A acdo antibacteriana foi estudada contra as bactérias
gram-positivas Escherichia Coli (ATCC 8739), Salmonella spp (CBAM 0015),
Pseudomas aeruginosa (ATCC 25853) e gram-negativas Enterococcus Faecalis
(ATTC 31299), Staphylococcus 47 Saprophyticus (ATCC 35552) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25921). A analise de componentes principais
(PCA) permitiu estabelecer a correlacdo entre as variaveis de composicao
quimica do OE, rendimento e fatores morfolégicos com os diferentes tratamentos
de sombreamento aplicados no cultivo das plantas, apontando o0s
comportamentos diferenciados entre os tratamentos. Assim, conclui-se que, no
TOEFS, foram demonstrados melhores parametros de desenvolvimento e
sintese de constituintes quimicos relacionados ao estresse por radiacao

luminosa na cultura.

Palavras-chave: Oleo essencial, Thymus vulgaris, Sombreamento, PCA,

Antimicrobiano, RRF
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Chemical composition and microbiological potential of Thymus vulgaris
L. essential oil grown under different shading levels

Autor: Mateus Sousa Porto
Orientadora: Rosane Moura Aguiar

ABSTRACT: This research aims to study the chemical composition of Thymus
vulgaris (Lamiaceae) essential oils (EO), popularly known as thyme. The
objective was to evaluate EO yield, chemical composition, antimicrobial activity
and morphological parameters of specimens grown under different shading levels
with shading screens. T. vulgaris specimens were grown under four treatments,
in relation to the shading levels applied: 100%, 70%, 50% and full sun. The
morphological parameters plant height, stem diameter, fresh matter and
chlorophyll content were evaluated. T. vulgaris EOs (OET) were obtained from
the different groups (OET100, OET70, OETs0 and OETPS), by hydrodistillation.
Yields were calculated by the ratios between EO yield content and the plant mass
used. The chemical constituents of EO were identified by GC-MS and quantified
by GC-FID, with Relative Response Factors (RRFs). Thymol was identified as
the major constituent in EO in the different treatments. The antibacterial action
was studied against the gram-positive bacteria Escherichia Coli (ATCC 8739),
Salmonella spp (CBAM 0015), Pseudomas aeruginosa (ATCC 25853) and gram-
negative Enterococcus Faecalis (ATTC 31299), Staphylococcus Saprophyticus
(ATCC 35552) and Staphylococcus aureus (ATCC 25921). Principal component
analysis (PCA) allowed to establish the correlation between the chemical
composition variables of EO, yield and morphological factors to the different
shading treatments applied in plant cultivation, pointing out the differentiated
behaviors among treatments. Thus, it is concluded that, in TOErs, better
parameters of development and synthesis of chemical constituents related to

stress by light radiation on the crop were demonstrated.

Keywords: Essential oil; Thymus vulgaris; Shading; PCA; Antimicrobial; RRF.
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Apresentacao

A dissertacdo de mestrado apresentada é fruto do desenvolvimento do projeto
de pesquisa "Estudo comparativo do OET, rendimento e da composi¢céo quimica
do 6leo essencial de Thymus vulgaris (Lamiaceae) cultivado sob diferentes
niveis de sombreamento em malhas". Esse projeto foi contemplado no edital de
bolsa de mestrado da Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).

A pesquisa foi realizada em parceria com o Laboratério de Produtos Naturais da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Campus de Itapetinga,
juntamente com o Laboratério de Oleos Essenciais e o Laboratério de
Cromatografia Dr. Jailson Bittencourt, ambos no Campus de Jequié. No Campus
de Itapetinga, foi conduzido o cultivo e acompanhamento da espécie em area
experimental e as analises microbiolégicas no Laboratorio de biotecnologia e
microbiologia ambiental coordenado por Prof. Dr2. Simone Andrade Gualberto.
Em seguida, no Campus de Jequié, foram realizadas as analises quimicas do
Oleo essencial obtido.

Este trabalho foi elaborado no formato de publicacéo, conforme as orientacdes
do Manual para Elaboracao de Dissertacdes do Programa de Pés-Graduacao
em Quimica (PGQUI-UESB). A escrita da dissertacdo seguiu as diretrizes do
periodico Natural Product Research para submisséo, e o contetdo sera ajustado
conforme as sugestdes da banca, caso necessario.

Além do trabalho principal apresentado nesta dissertacdo, foram realizadas
colaboragbes com outros pesquisadores do programa e de instituicbes externas,
resultando em publicacdes (apresentadas nos anexos) em revistas cientificas ou

capitulos de livros.

Link para acesso ao Manual de dissertagbes do PGQUI:
http://www2.uesb.br/ppg/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-
paraelabora%C3%A7%C3%A30-de-disserta%C3%A7%C3%A30-
Vers%C3%A3o-Final- _01.04.pdf
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INTRODUGCAO

O Thymus vulgaris L. pertence a familia Lamiaceae e € uma erva medicinal
aromatica, conhecida popularmente como tomilho ou poejo no Brasil. Nativa
do Mediterraneo, é distribuida em diferentes regifes de varios paises, devido
ao seu uso como condimento [1].

O uso dessa erva aromética se estende a ch&’s e infusdes na medicina
popular, além de expectorantes, antitussigenos, antibroncoliticos,
antiespasmaodicos, anti-helminticos, carminativos e diuréticos [2]. Além dos
extratos botanicos, a T. vulgaris tem um rendimento consideravel de Oleo
essencial, 0 que agrega mais valor ao seu cultivo, ampliando sua aplicabilidade
em setores das industrias farmacéutica e alimenticia [3].

Pesquisas voltadas para a analise da composi¢cao quimica e bioatividade
de extratos botanicos e 6leos essenciais (OE) demonstram atividade biol6gica
contra fungos, bactérias, patdgenos orais, antioxidantes, tratamento de
problemas gastrointestinais e inflamatorios, além da presenca de metabdlitos
secundarios, que sdo 0s compostos bioativos responsaveis pelos efeitos
farmacolégicos [4-6].

O método de cultivo de espécies botanicas do género Thymus determina
as principais caracteristicas da espécie e influencia a biossintese de metabdlitos
secundarios. Além disso, permite a racionalizagcdo do cultivo, garantindo a
disponibilidade para uso [7-10]. Pesquisas que buscam entender como os fatores
agroecologicos externos de temperatura, luz, umidade e solo influenciam véarias
espécies de plantas foram desenvolvidas e encontraram relacfes diretas com
o crescimento, o rendimento e o desenvolvimento reprodutivo [11-14].

A luminosidade e a temperatura de cultivo destacam-se como os fatores
gue mais carecem de compreensao, pois, segundo Silva et al. [15], s&o
cruciais para o processo fotossintético, contribuindo para o desenvolvimento
fisiologico das plantas, além de atuarem direta ou indiretamente no regime
térmico para a geracao de fitomassa e nos processos de evapotranspiracao.

A variagdo na composicdo quimica dentro da espécie permite a
identificacdo de seis quimiotipos, nomeados de acordo com o constituinte
principal, tais como: geraniol, linalol, gama-terpineol, carvacrol, timol e trans-

thujan-4-ol/terpinen-4-ol. A composic¢ao quimica e o OETr de OE da T. vulgaris
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sofrem grandes variagbes devido a diversos fatores, como ambientais,
geograficos, manejo da cultura, nutricdo foliar e estresse hidrico controlado [16-
18].

Ferramentas estatisticas multivariadas, como a analise de componentes
principais (PCA), tém sido cada vez mais usadas no campo da quimica de produtos
naturais para detectar adulteragbes, anomalias ou tendéncias de
agrupamento de dados. Nesse contexto,investigamos a composicao
fitoquimica de compostos volateis de espécies de Thymus usando GC-MS. Em
estudos, Ali-Arab et al. aplicaram a PCA para avaliar a variabilidade na
composicdo do Oleo essencial em diferentes popula¢des de Thymus daenensis
Celak. do Ira. Os dois primeiros PCs foram responsaveis por 80,0% da variacédo
total [20]. Nutrizio et al. usaram a PCA como uma ferramenta multivariada para
avaliar o potencial de solventes verdes para a extragdo de compostos
bioativos e 0leos essenciais do Thymus serpyllum L.; 69,9% da variacéo total
foi explicada na PC1 e PC2, e o principal composto fendlico encontrado nos
extratos foi o acido rosmarinico, enquanto o composto volatil predominante foi
o carvacrol [21-25].

Nesta pesquisa local selecionado foi municipio de Itapetinga-BA que faz
parte da Regido Sudoeste da Bahia e esta localizado em uma zona de transicéo
entre as areas Umidas do litoral e a regido semiarida do interior baiano.
Destaca-se também por ser um municipio com intensa producdo agricola, o
que o torna benéfico para o estudo da viabilidade do cultivo de plantas, com
vistas a producdo econémica. O potencial farmacolégico e comercial da T.
vulgaris deve ser avaliado em relacdo a diferentes formas de cultivo, permitindo
compreender as condi¢des promissoras aluz da fisiologia da planta.

Ndo ha registros de estudos sobre o cultivo de T. vulgaris na regiao
mencionada na literatura. Assim, este estudo teve como objetivo verificar a
influéncia da producéo de matéria fresca, o rendimento e a composi¢ao qualitativa
e guantitativa dos componentes quimicos do OE por meio da metodologia
fatores de resposta relativos RRF, além do potencial microbiologico por meio
da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da atividade
bactericida (CBM), caracteristicas do desenvolvimento da planta em Thymus

Vulgaris L. exposta a diferentes niveis de sombreamento. A PCA foi usada para
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avaliar as correlagcbes entre a composi¢cao quimica e os aspectos morfologicos

sob os diferentes modos de sombreamento.

2. METODOLOGIA
2.1. Cultivo de espécies e area experimental

A amostra utilizada neste estudo foi coletada sob as coordenadas latitude
15°15'16.61"S e longitude 40°16'26.14"W, no periodo de agosto/2022 a
mar¢o/2023, cujo clima é tropical umido com estacédo seca, de acordo com a
classificacdo de Koppen; regides com essa caracteristica climatica apresentam
amplitudes pluviométricas entre 750 e 1800 mm/ano, e temperatura entre 20 e 29
°C.

As mudas foram cultivadas em casa de vegetacéo, germinando 1.300 mg
de sementes de ISLA Thymus vulgaris compradas em lojas locais. As sementes
foram colocadas em trés bandejas de germinagdo com 128 células contendo
substrato comercial, e quatro sementes foram distribuidas em cada célula. Onze
dias apoés o plantio, as mudas emergiram de forma uniforme e homogénea. Apés
45 dias, com altura média de trés cm, foram transferidos para 286 sacos de
mudas.

Quando atingiram a altura de 15 cm, as plantas foram transferidas para o
campo, com uma area de 30 metros quadrados cercada e dividida em 5 fileiras,
previamente adubadas com aproximadamente 10 kg de esterco de Cavia
porcellus (popularmente conhecido como cobaia). As plantas foram submetidas a
quatro niveis de sombreamento: 100%, 70%, 50% e 0% (pleno sol), protegidas
com telas de sombreamento que controlam a passagem da luz
fotossinteticamente ativa, adquiridas em lojas agricolas da regiéo.

Dados climéticos como temperatura, umidade e precipitacéo pluviométrica
foram obtidos a partir de coleta diaria com termo-higrometro; Os dados climaticos
da cidade foram coletados com a Estacdo Metereoldgica de Superficie Automéatica
[26].
2.2.Parametros morfoldgicos

Os parametros morfologicos altura e diametro da haste foram obtidos
usando paguimetros analdgicos universais de 200 mm / 8" (Eda™) O teor de

clorofila foi obtido por meio da medicdo com um medidor de clorofila CL-01
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Hansatech™ e matéria fresca, por meio da pesagem do material vegetal coletado
instantaneamente.

O delineamento experimental do plantio foi inteiramente casualizado; Para
analise do crescimento e diametro do caule, vinte e cinco repeticdes foram
utilizadas em cada tratamento; para analise do indice de clorofila, foi utilizado um
medidor portatil SPAD, trés repeticdes foram realizadas em cada tratamento.

Na colheita, apos 62 dias de tratamento, foram determinados os seguintes
dados: diametro do caule (cm) com paquimetro digital, altura da planta (cm) com
régua graduada, peso da matéria fresca e do Oleo essencial (g) com balanca
analitica, e a porcentagem de 6leo essencial (%) foi calculada pela razéo entre a
massa de Oleo essencial e a massa vegetal utilizada em cada tratamento. A
andlise de variancia e os graficos foram plotados usando o SigmaPlot™ (Statistics
Software Inc.)

2.3. Obtencéo e identificacdo dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais de T. vulgaris (OET)

As brotacfes de T. vulgaris foram coletadas no inicio do florescimento 62
dias apos o transplantio. O material vegetal foi triturado, homogeneizado, pesado,
separado em triplicatas e armazenado sob refrigeracao, padronizado para um
corte de 5 cm do solo, as 8 horas. O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilacao
[27], com amostras de parte aérea da planta, de cada tratamento,
separadamente. O procedimento foi realizado por 120 minutos, a 52 + 2 °C. Apés
extracdo e secagem, o0s 6leos essenciais de T. vulgaris foram obtidos para os
diferentes tratamentos de sombreamento.

Os componentes quimicos do OET foram identificados por GC-MS
(Shimadzu, QP2010), nas seguintes condi¢cdes cromatograficas: coluna capilar
DB-5 de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, com filme de 0,25 ym constituido
por dimetilpolissiloxano (95%) e fenil (5%), utilizando He como gas carreador, com
fluxo de 1,8 mL-™"1: temperatura do injetor de 220 °C; programa de aguecimento
da coluna entre 40 °C e 240 °C, com uma taxa de 3 °C-Mn1 A temperatura da
interface foi de 240 °C, fonte de ions, 220 °C (70 eV) e faixa de varredura de massa

de 40 a 400 m.u. Os componentes do 6leo essencial foram identificados por
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comparacgdo com seus indices de retencao (IR), calculados em uma série de n-
alcanos (Csc 24), analisados nas mesmas condi¢gbes e por comparagéo de seus

espectros de massa com a biblioteca NIST-14.

2.4. Quantificacdo dos constituintes quimicos no OET

Os constituintes do OET foram quantificados por cromatografia gasosa
(GC-2010 Plus, Shimadzu) com detector de ionizacdo de chama (GC-FID). Os
parametros de ajuste para tipo de coluna, forno e temperatura foram os mesmos
aplicados em CG-EM. As taxas de fluxo dos gases usados como carreadores
(colunade ventilagdo dividida e purga de Hz), chama FID (Hz2) e composi¢ao (Nz)
foram de 14,0 mL-min't: 40 mL-mint e 30 mL-mint respectivamente. Uma vazéo
de 400 mL-mint de ar sintético alimentou a chama FID. A razédo de divisdo da
amostra foi de 1:10. Os parametros operacionais foram estabelecidos apds a
verificagdo da melhor resolugdo. As amostras foram injetadas em triplicata e os
volumes de injecéo foram de 1,0 L.

Para os calculos de quantificacdo dos constituintes, foi aplicada a
metodologia de quantificacdo por fatores de resposta relativa (RRF). De acordo
com Cachet et al. [28], esta técnica pode ser usada com qualquer cromatdgrafo
gasoso hifenizado a um detector de ionizacdo de chama.

Os RRFs foram calculados para cada componente quimico OET, conforme

equacéo relatada por Tissot et al. [29]:

RRF=-103 (Mwz)/
(MW - 61,5 + 88,8nc +18,75nH - 41,3no0 + 6,4nn+ 64,0ns + 127ngenz (1)

Onde Mw, sdo as massas moleculares do analito; Mwpi € a massa do
padréo interno (Geraniol); nc, NH, No, NN, Ns, Neenz S0 0 hUumero de atomos de
carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, enxofre e nimero de anéis aroméaticos,
respectivamente.

Posteriormente, para o célculo do valor de massa dos componentes da
amostra real, relacionou-se a area cromatografica e a massa do padrao interno e

do FRR, com base na seguinte equacao:

A1 Mp RRF

M, =
1 Ap

(2)

Em que A1 é a area constituinte quimica, Mp€ a massa do padrédo
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interno, RRF é o fator de resposta relativo e Ap é a area cromatografica do padréao
interno.

Para estabelecer uma comparacao entre os valores obtidos por meio da
equacéo (1) e atestar a eficiéncia do método, os constituintes foram quantificados
sem o uso do FRR, de acordo com a equacao.

M = 22
3)
Onde A1 é a é&rea constituinte quimica, Mpé a massa do padrdo
interno, Ap € a area cromatografica do padrdo interno. Os resultados estédo

descritos nas Tabela S1(material suplementar).

2.5. Ensaio de atividade antibacteriana

Cepas bacterianas: As cepas bacterianas utilizadas nos ensaios foram
obtidas da Colecao de Bactérias da Amazonia (CBAM), pertencente a Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), a saber: Escherichia coli (ATCC 8739), Salmonella
spp. (CBAM 0015), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), Enterococcus
faecalis (ATTC 31299), Staphylococcus saprophyticus (ATCC
35552) Staphylococcus aureus (ATCC 25921). As cepas foram inoculadas em
placas de Petri contendo meio de cultura em agar Mueller Hinton (KASVI K25-
1058) a 37+2°C em condicdes aerdbias em incubadora bacteriolégica (Thoth

digital bacteriology and culture incubator) (TH.520).

2.6. Determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada de acordo com o
protocolo CLSI (2003) [30], com modificacBes. A andlise foi realizada em placas
de microtitulagao de 96 pocos com fundo em "U", nas quais 90 uL de caldo Mueller
Hinton (KASVI K25-610034) foram pipetados em todos os pogos. Posteriormente,
90 pL do dleo essencial foram adicionados a linha A (colunas 1 a 9) a 20 mg-mL"
L e diluicdes sucessivas foram realizadas até a linha H, descartando os 90 pL
restantes da linha H apos a homogeneizacéo, resultando em oito diferentes
concentracdes testadas (10; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078 mg-mL™).

Para o teste, foi preparada uma solugéo padréo de cada microrganismo em
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solucéo salina (0,9%), ajustando a concentracdo a da escala de McFarland (0,5),
que corresponde a  1,5x10%unidades formadoras de  col6nias
(UFC)/mL. Posteriormente, 10 yL de suspensao do microrganismo teste foram
adicionados aos poc¢os a serem testados e a placa foi incubada a 35 °C £ 2, por
24 horas.

Os controles foram realizados para cada microrganismo em teste. O
primeiro controle utilizado foi o antibidtico Ofloxacina (0,3%). O segundo controle
foi realizado cultivando os microrganismos testados em meio de cultura para
verificar sua viabilidade. A esterilidade do meio também foi verificada em outros
pOCos por pipetagem sem microrganismos. Todas as andlises foram realizadas
em triplicata.

Apos o periodo de incubagao da placa, para o desenvolvimento final, 30 uL
de uma solucdo aquosa de Resazurina (Sigma-Aldrich R7017) a 0,01% foram
adicionados e incubados a 35 °C + 2, por trés horas. A presenca de uma cor azul
indica que a concentracao testada foi capaz de inibir o crescimento, e uma cor
rosa indica viabilidade celular, ou seja, na concentracdo em questdo, o Oleo
essencial ndo é capaz de inibir o crescimento bacteriano. Essa mudancga se deve
a reacao de reducdo que ocorre quando a resazurina encontra um metabolismo
ativo. A concentracao inibitéria minima (CIM) foi considerada como a menor

concentracdo do 6leo capaz de inibir o crescimento do microrganismo.

2.7. Avaliacdo da concentracao bactericida minima (CBM)

Apés a determinacdo da CIM, avaliou-se a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) dos Oleos essenciais que apresentaram resultado positivo no
ensaio anterior para verificar se 0s mesmos apresentavam atividade bactericida,
Ou seja, se sao capazes de matar o microrganismo. Assim, foram coletados 5 L
da solugcao nos pocos das placas de microtitulacdo que apresentaram atividade
inibitéria contra 0 microrganismo, inoculados em uma placa de Petri contendo
meio agar Mueller Hinton e colocados em estufa a 35 °C. A analise foi realizada
apos 24 horas. A auséncia de crescimento bacteriano na placa é um indicativo de

atividade bactericida.
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2.8. Andlise estatistica

Os resultados foram avaliados por meio da Andlise de Componentes
Principais (PCA) para investigar as correlacbes entre os atributos quimicos e
morfolégicos em diferentes modos de cultivo (sol ou sombra). O Excel® (Microsoft
Company) foi utilizado para o tratamento estatistico basico e o Statistica 12.0 (Stat

Soft Company) foi utilizado para gerar os componentes principais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Monitoramento da &rea experimental
Durante o preparo das mudas, foram monitoradas as variagbes médias de

temperatura (Ta) na area de campo experimental de 19,3 °C a 37,7 °C, sendo 27,1
°C a temperatura instantanea, definida na coleta. A umidade média do ar foi de
68,90%, sendo 72,01% a maxima e 65,86% a minima (Figura. 1).
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Figura. 1 Registro do percentual de umidade e temperatura da regido de cultivo.

3.2. Composicdo quimica da OET

Os resultados das analises cromatograficas para os diferentes tratamentos
(OET100; OET70; OETs0; OETPS, permitiu a identificacdo de dez constituintes
guimicos, seis dos quais foram identificados em todos os tratamentos (Tabela S1
- Tabela S4, Material suplementar). Certos constituintes quimicos eram exclusivos
de alguns tratamentos, como o a-thujanol, encontrado apenas no
OETPS; Borneol, 4-terpineol e b-cariofileno, observados apenas em OETsoe

OET+0; 0s compostos hidrato de cis-sabeno, 6xido de cariofileno e a-Thujene, em
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OET100.

O rendimento de Oleo essencial, a matéria fresca, a clorofila total e as
dimensdes da estrutura da planta sdo apresentados na Tabela 1. O constituinte
majoritario encontrado em todos os tratamentos foi o timol, variando de 15,217%
a 29,848% da composicao quimica identificada, levando a indicagdo do quimiotipo
correspondente.

Na quantificacdo por RRF, um modelo matematico baseado na entalpia de
combustdo, uma propriedade termodinamica pré-estabelecida na literatura
[29]. Em conjunto, 0 método envolve a adigdo de um padrdo interno, permitindo
avaliar o efeito da matriz componente nas amostras, sem a necessidade de uma
curva de calibracdo externa (ECC).

O modelo matematico RRF apresenta-se como uma alternativa a
quantificacdo por CEC, assegurada por um fator de corre¢cdo calculado por
entalpia de combustao pré-estabelecida por formula molecular, propriedade fisico-
quimica intrinseca do composto quantificado, levando em consideracéo o efeito
matriz e aspectos estruturais de cada constituinte presente na mistura.

Nos tratamentos analisados neste estudo, observou-se que aquele com
maior exposic¢ao solar das mudas, a pleno sol, apresentou o maior OETr de 6leo
essencial, além da observacdo do maior valor quantitativo de timol, 3,208 mg,
correspondendo a 29,567% da massa de 6leo essencial identificada (Tabela S1-
S6, Material suplementar). No estudo realizado por Lalevi¢ et al. [31] sobre os
niveis de sombreamento na espécie T. vulgaris, resultados semelhantes foram
observados em tratamentos a pleno sol, onde os autores relacionam o resultado
obtido ao ambiente de cultivo com alta radiacdo luminosa e temperatura. As
complexas interacdes de fatores (temperatura, luz, umidade, incidéncia solar,
balanco hidrico) podem resultar em variacdes significativas na producdo e
composi¢ado quimica dos 6leos essenciais, demonstrando a participacdo do meio

ambiente nos processos vitais da planta e na constru¢ao de sua fisiologia
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Tabela 1. Niveis de sombreamento e OETr de rendimentos de 6leo essencial Thymus vulgaris
L.

OET H(cm) DC (mm) FM (g9) MOE (g) POE (%) CLa(mg-'g?)

OETi0 24.50a 3.52a 25.97 a 0.36 a 0.55a 38.18 b
OET7n 20.45a 3.84ab 21.20ab 023a 042 a 31.10 a
OETso 24.93a 459b 35.73b 0.90 a 0.98 b 42.41b
OETPS 23.77a 5.18 b 37.05b 0.90 a 0.97b 3194 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey HSD ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05). H: altura; DC: diametro do caule; FM: matéria fresca; MOE:
massa de 6leo essencial; POE: percentual de 6leo essencial; CLa: Clorofila a (mg g-1).

3.3. Andlise exploratéria (ACP)

A andlise multivariada de PCA foi realizada em uma matriz de
autoescalonamento para 15 varidveis e 4 diferentes niveis de
sombreamento. PCA é uma técnica que reduz a dimensionalidade do conjunto de
dados original por meio de novas variaveis ortogonais, chamadas de componentes
principais (PCs), mantendo a maior porcdo possivel de variancia [32]. Este
tratamento matematico € uma alternativa interessante para melhorar a
compreensao e interpretacdo dos dados, explorando a presenca ou auséncia de

clusters entre as amostras [33].
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Figura. 2 (a) apresenta o grafico de carregamento com os PCs mais significativos para os dados
nas Tabelas S1-S4 (Material suplementar). Esse grafico permite avaliar a contribuicdo de cada
variavel estudada na separacéo dos grupos. A Fig. 2 (b) apresenta o grafico de pontuagéo para
PC1 x PC2.
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Quando cultivada a pleno sol (sem sombreamento), é possivel verificar
que a OETPS apresentou maior concentracdo das espécies alfa-pineno, beta-
mirceno, linalol e timol. O timol € um constituinte majoritario presente na matriz
do dleo essencial e a presenca de maior incidéncia solar favorece o estresse
hidrico das plantas, levando a sintese de compostos terpénicos. Tais compostos
podem sofrer reac6es metabdlicas e sdo convertidos por rea¢gbes de oxidacao
enzimatica, produzindo terpenos oxigenados ou terpendides, como o timol e o
linalol [34,35].

Com o cultivo sob 50% de sombreamento (OET50), foram encontradas
concentracdes mais elevadas de carvacrol, y-terpineno, o-cimeno, éter metilico
de isotimol e clorofila total. Uma vez que o carvacrol € um monoterpeno fendlico
isbmero do timol, a sua atividade 6tica € diferenciada pela acdo enzimatica na
sintese biometabdlica [36]. Uma vez que a atividade enzimética pode ser
estimulada pela incidéncia solar, a baixa radiagéo solar (neste caso 50%) pode
possivelmente inibir a sintese de timol, estimulando a producéo de carvacrol.

Relatos da literatura demonstram que o 0-cimeno € um precursor do timol,
o que reduz a quantidade de moléculas, pois sao convertidas em timol. O terpeno
y-terpineno € comum na espécie T. vulgaris e quantidades razoaveis sao sempre
relatadas na literatura, assim como o terpeno éter metilico de isotimol [37].

No caso da clorofila, 0 metabolismo foliar jA& esta bem estabelecido,
mesmo em quantidades intermediarias de incidéncia de luz. A producdo de
maiores teores de clorofila em menores niveis de incidéncia solar pode estar
associada ao mecanismo de adaptacdo da espécie em ambientes sombreados,
como forma de maximizar a captacao de luz. Esse resultado € consistente com
a proposicao de Taiz et al. [38], que afirmam que plantas submetidas ao cultivo
em locais sombreados sintetizam maior quantidade de clorofila por centro de
reacao.

Em relagdo a porcentagem de Oleo essencial (POE), os maiores
rendimentos foram obtidos sob pleno sol e também sob 50% de sombreamento.
De acordo com Nielsen et al. [39] e Honorato et al. [40], o desenvolvimento da
espécie estimula o crescimento dos estdmatos da planta, garantindo maior
producédo de dleo essencial. Isso esta diretamente associado a incidéncia de luz,

seja em maior ou intermediaria quantidade.
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O parametro morfologico didametro do caule foi obtido em maior proporgéo
a pleno sol. Para a matéria fresca, os maiores valores foram obtidos a pleno sol
e 50% de sombreamento. Em relacdo a altura, as diferencas obtidas para o
cultivo a pleno sol e sombreamento de 50% e 100% foram muito pequenas.
Apenas o cultivo a 70% de sombreamento apresentou resultados inferiores. Sob
esta percentagem de sombreamento, a matéria fresca e a percentagem de 6leos
essenciais também foram baixas.

De acordo com Gomes et al. [41], os parametros morfolégicos sdo os
maiores indicadores do desenvolvimento das mudas, caracterizando de forma
padronizada a qualidade do crescimento da espécie com base na altura,
diametro do caule, relacéo altura/diametro, massa do caule, da raiz e total. Além
disso, tais parametros estdo associados a fatores genéticos e condicdes
ambientais.

De acordo com os resultados apresentados na PCA, as PC1 e PC2 juntas
concentram 77,05% da variancia total dos dados, demonstrando que grande
parte da variabilidade dos dados esta concentrada nas duas primeiras PCs,
gerando estimativas confiaveis. A PC1 descreve 42,23% da variancia total e é
explicada pelas varidveis o-cimeno, y-terpineno, éter metilico de isotimol, timol,
carvacrol, clorofila total, altura e OETr de 6leo essencial. A PC2 descreve 34,82%
da variancia total e as variaveis alfa-pineno, beta-mirceno, linalol, diametro do
caule e matéria fresca sédo explicadas nesta PC.

A PC3tem pouca contribuicdo para a variancia total dos dados e descreve
apenas as variaveis alfa-tujeno e octen-3-ol. Vale ressaltar que o tamanho do
vetor associado ao alfa-tujeno é muito pequeno, ou seja, apresenta uma carga
muito proxima da origem do sistema cartesiano. Assim, esse vetor representa
pouca importancia na descricdo do comportamento dos dados.

A Tabela 2. apresenta a importancia de cada atributo na variancia dos
dados para os trés primeiros PCs. A variavel com valor de correlagédo acima de
0,6 (destacada em negrito na tabela) foi considerada com contribuicdo
significativa. Os compostos hidrato de cis-sabeno e oxido de cariofileno néo

foram incluidos na PCA devido a critérios de Homogeneidade dos dados.
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Tabela 2. Valores dos coeficientes de correlagao gerados em relagdo a cada variavel
distribuida em cada componente principal (CP)

Compostos PC1 PC2 PC3
Alfa-tujeno -0.1010 0.05353 0.9934
Alfa-pineno 0.0237 -0.7160 0.6977
1-octen-3-ol 0.2280 0.4558 0.8604
Beta-mirceno -0.4927 -0.8643 0.1005
O-cimeno -0.8822 0.4658 0.06925
Y-terpineno -0.7993 0.5449 0.2535
Linalol 0.2849 -0.6901 0.6653
Eter metilico de isotimol -0.8630 0.4397 -0.2489
Timol -0.8104 -0.5027 0.3010
Carvacrol -0.743405 0.663347 0.085559
Altura -0.852149 -0.247895 0.460858
Didmetro da haste -0.265998 -0.871605 -0.411763
Matéria fresca -0.669967 -0.679000 -0.300172

Conteldo de 6leo essencial -0.694327 -0.664831 -0.275518

Clorofila -0.920952 0.389636 0.005688

3.4. Analise Microbiolégica

Os resultados obtidos da analise microbiologica sédo apresentados na
Erro! autoreferéncia de indicador nao valida.. Para o OETPS e o OET100,
a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima
(CBM) foram determinadas nos ensaios microbioldgicos para gram-negativos. E.
Coli (ATCC 8739), Salmonella spp. (CBAM 0015), P. aeruginosa (ATCC 25853),
e bactérias gram-positivas, E. Faecalis (ATTC 31299), S. Saprophyticus (ATCC
35552) e S. Aureus (ATCC 25921). Em conjunto, nos testes de determinacéo de
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MBC, a acao bactericida foi observada apenas para |OETPS contra P.
Aeruginosa (ATCC 25853).

Erro! Autoreferéncia de indicador ndo valida.- Analise microbioldgica de 6leos essenciais em
tratamentos a pleno sol e 100% de sombreamento.
CIM (mg'mL?) CBM (mg-mL™%)

Bacteria testada Gram*
OETPS OETioo OETPS OETiwo

Escherichia coli 2 - 10 25 - -
Salmonella spp. ° - 1.25 1.25 - -
Pseudomonas aeruginosa ¢ - 25 2.5 5.0 --
Enterococcus faecalis ¢ + 5.0 5.0 - --
Staphylococcus saprophyticus © + 5.0 2.5 -- --
Staphylococcus aureus ' + 10 5.0 -- --

(-) Gram-negativos; Gram-positivo (+); (--) Nenhuma concentragéo testada matou as bactérias;
Cepas: a(ATCC 8739), b(CBAM 0015), ¢ (ATCC 25853), d(ATCC 31299), e(ATCC 35552),
f(ATCC 25921).

A menor concentracdo inibitéria (CIM) foi observada para a bactéria
Gram-negativa Salmonella spp. em ambos os tratamentos a 1,25 mg-mL-1. Um
estudo realizado por Galgano et al. [42] avaliou a atividade inibitéria da OET no
crescimento de peliculas bacterianas em Salmonella spp. (CBAM 0015),
demonstrando a maior atividade antibacteriana em comparagdo com diferentes
classes de antibidticos. Da mesma forma, Yassin et al. [43] avaliaram a atividade
contra bactérias do género E. coli, Salmonella typhimurium, E. Faecalis e
Staphylococcus aureus de origem alimentar, associando a atividade observada
a presenca de compostos bioactivos no 6leo essencial e sugerindo a sua
utilizagdo como agente conservante.

Em geral, o OET100 apresentou melhor atividade contra bactérias do que
o OETPS, com excecdo de E. faecalis e P. aeruginosa, que apresentaram o
mesmo valor de CIM; em relacdo a atividade bactericida (CBM), apenas o
OETPS a apresentou na concentracdo de 5,0 mg-mL™2.

Em contrapartida, Sateriale et al. [44] afirmam que a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais se deve a presenca de um conjunto de
monoterpenos, que se difundem pela matriz de exopolissacarideos, impedindo
a extenséao de biofilmes bacterianos e interferindo na adeséo de proteinas.

Em geral, a atividade antibacteriana dos 6leos essenciais ndo esta ligada
a um unico mecanismo, mas sim a uma seérie de reacc¢des que envolvem todo o
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metabolismo bacteriano. A hidrofobicidade comum aos OEs pode levar a rutura
de estruturas bacterianas e ao aumento da permeabilidade em funcdo da
incapacidade de separacdo do OE da membrana celular, o que pode interferir
diretamente no metabolismo bacteriano, uma vez que a membrana celular atua
como barreira de permeabilidade e é essencial na manutencdo do estado
energético celular, no transporte de solutos e na regulagdo metabdlica [45].

Ao estudar o efeito de Oleos da espécie T. vulgaris contra bactérias
patogénicas, Nazzaro et al. [46] estabeleceram que a atividade atribuida esta
ligada a composi¢éo quimica e a estrutura molecular como fator diferencial. No
estudo citado, os autores destacam que o Carvacrol e o Timol tém actividades
antibacterianas semelhantes com propriedades proeminentes de desintegracao
da membrana externa. Em consenso, o estudo realizado por Boukhatem et al.
[47] relaciona a agao antibacteriana com a presenga de monoterpenos oxidados.

A pesquisa de Daugan e Abdullah [48] aponta a presenca dos fendlicos
timol e hidrocarbonetos terpénicos como 0s principais responsaveis e aborda o
efeito sinérgico como o principal responsavel pela acdo contra as bactérias,
efeito esse superior aos seus constituintes principais ou as suas misturas. Outros
estudos também relacionam o potencial antibacteriano com a composicao
guimica do 6leo essencial de Thymus vulgaris em bactérias [49-52].

A atividade bactericida encontrada apenas no OETPS neste estudo
possivelmente esta relacionada aos componentes quimicos deste tratamento
que intensificaram o efeito sinérgico, com a acao do timol, composto com ac¢ao

antibacteriana reconhecida na literatura cientifica.

4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram valores mais elevados com os tratamentos a
50% e a pleno sol para as variaveis matéria fresca, diametro do caule e teor de
Oleo essencial. A espécie € originaria de paises de clima temperado. Foi
cultivada na regido do ecétono em uma area de transi¢do entre a zona da mata
e a caatinga. A presenca de luz favoreceu o ganho de matéria fresca, o diametro
do caule e o teor de 0leo essencial, bem como a sintese do constituinte quimico

majoritario timol. O resultado relatado também pode demonstrar a complexa
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quimiotaxia do género e a suscetibilidade as variacbes dos fatores
edafoclimaticos.

A metodologia de quantificacdo por FRR & demonstrada como uma
alternativa pratica em medi¢cdes quantitativas de constituintes de Oleos
essenciais, pois utilizando um padrao interno, avalia-se a interferéncia da matriz,
sem a necessidade de uma curva de calibragéo.

Assim, conclui-se que niveis com maior presenca de luz favoreceram o
teor de 6leo essencial e 0 enriqguecimento da composi¢cao quimica da espécie
aromatica Thymus vulgaris em condi¢des controladas de cultivo.

A atividade microbiolégica do OET100 e do OETPS foi avaliada,
mostrando potencial de inibicdo, sendo a acdo antibacteriana exclusiva do
OETPS.

A anadlise de componentes principais foi muito atil para observar como a
incidéncia de luz contribui para a composi¢do quimica e o desenvolvimento do
Thymus Vulgaris L. Os dois PCs principais concentraram 77,05% da variancia
total dos dados.

Agradecimentos

Este estudo foi financiado em parte pela Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001 e
pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq -
namero de bolsa 307904/2022-9).

29



5. REFERENCIAS

[1] E. Stahl-Biskup, R.P. Venskutonis, 27 - Thyme,Editor(s): K.V. Peter,In
Woodhead Publishing Series in Food Science, Technology and
Nutrition,Handbook of Herbs and Spices (Second Edition),Woodhead Publishing
(2012) 499-525, https://doi.org/10.1533/9780857095671.499.

[2] A.K Al-Asmari, M.d Tanwir Athar, A.A Al-Faraidy, M.S Almuhaiza,Chemical
composition of essential oil of Thymus vulgaris collected from Saudi Arabian
market, Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine 7, 147-150 (2017) 2221-
1691, https://doi.org/10.1016/].apjth.2016.11.023.

[3] L. A. S. Pereira, P.C, Silva, J. P Pagnossa, K. W. E Miranda, E. S Medeiros,
R. H. Piccoli, J. E de Oliveira, , Antimicrobial zein coatings plasticized with garlic
and thyme essential oils, Brazilian Journal of Food Technology 22 (2019)
2018135, https://doi.org/10.1590/1981-6723.13518

[4] A.A Arpanahi, M. Feizian, G. Mehdipourian, N.D. Khojasteh, Arbuscular
mycorrhizal fungi inoculation improve essential oil and physiological parameters
and nutritional values of thymus daenensis celak and Thymus Vulgaris L. Under
normal and drought stress conditions. European journal of soil biology 100
(2020) 103217, https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2020.103217 .

[5] M. Moghaddam, L. Mehdizadeh, Chemical composition and antifungal activity
of essential oil of thymus vulgaris grown in Iran against some plant pathogenic
fungi. Journal of essential oil bearing plants 2 35 (2020) 1072-1083,
https://doi.org/10.1080/0972060x.2020.1843547.

[6] M. Moazeni, A. Davari, S. Shabanzadeh, J. Akhtari, M. Saeedi, K. Mortyeza-
semnani, M. Abastabar, M. Nabili, H.F Moghadam, B.Roohi, H. Kelidari, A.
Nokhodchi, In vitro antifungal activity of thymus vulgaris essential oil
nanoemulsion, Journal of herbal medicine 28 (2021),100452,
https://doi.org/10.1016/j.hermed.2021.100452 .

[7] M.A Donega, G. Ferezini, C.S mello, K. Minami, R.S Silva, Recipientes e
substratos na producéo de mudas e no cultivo hidropénico de tomilho (thymus
vulgaris L.), Revista brasileira de plantas medicinais, v. 16, (2014), 271-274,
https://doi.org/10.1590/s1516-05722014000200016 .

30


https://doi.org/10.1533/9780857095671.499
https://doi.org/10.1016/j.apjtb.2016.11.023
https://doi.org/10.1590/1981-6723.13518
https://doi.org/10.1016/j.ejsobi.2020.103217
https://doi.org/10.1080/0972060x.2020.1843547
https://doi.org/10.1016/j.hermed.2021.100452
https://doi.org/10.1590/s1516-05722014000200016

[8] A. A Ghaderi, B. Fakheri, M.N Nezhad, Evaluation of the morphological and
physiological traits of thyme (thymus vulgaris L.) Under water deficit stress and
foliar application of ascorbic acid. Journal of crops improvement .19 (2018) 1- 4,
https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/20193463474 .

[9] M.F Lourenco, Metodologia do teste de envelhecimento acelerado em
sementes de tomilho (thymus vulgaris L.) E mini tomate (solanum lycopersicum
var. Cerasiforme) (2018), https://repositorio.unesp.br/handle/11449/153260.

[10] H. A Barichello, R.Stefanello, G. G. Bastiani, , L. A. S. Das Neves, Effect of
salt stress on germination and initial development of Ruta graveolens L.
Hoehnea. 48, (2021) 1202020, https://doi.org/10.1590/2236-8906-120/2020.

[11] R. M Pimentel, G.F.V Bayao, D.L Lelis, A.J Cardoso F.V Saldarriaga,C.C.V
Melo, F.B Souza, A.C Pimentel, D.M Fonseca, M.E.R Santos, Ecofisiologia de
plantas forrageiras, Pubvet .10 (2016) 636—720,
https://doi.org/10.22256/pubvet.v10n9.666-679 .

[12] H. Pinheiro, L. Giacomin, |. Reis, L . Baratto, Avaliacdo do desenvolvimento
e da producéo de flavonoides de kalanchoe pinnata (lam.) Pers. (crassulaceae)
em diferentes condicdes de luz e nutricdo, Revista fitos 10 (2017),
https://doi.org/10.5935/2446-4775.20160029 .

[13] N. Cruz, A. Pires, D. Fries, R. Jardim, B. Sousa, D. Dias, P. Bonomo, B.
Ramos, M. Sacramento, Fatores que afetam as caracteristicas morfogénicas e
estruturais de plantas forrageiras, Research, society and development, . 10
(2021) 5410716180, https://doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16180 .

[14] A.J.M Campos, M.S Santos, |.R.F.F Nacarath, Estresse hidrico em plantas:
uma revisao, Research, society and development . 10 (2021) €311101523155,
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23155.

[15] T.R.G Silva, M.L.A Costa, L.R.A Farias, M.A Santos, J.J.L Rocha, J.V Silva,
Fatores abidticos no crescimento e florescimento das plantas, Research, Society
and Development. 10 (2021) 19710413817, https://doi.org/10.33448/rsd-
v10i4.13817 .

[16] L. Galovicova, P. Borotova, V. Valkova, N.L. Vukovic, M. Vukic, J.

Stefanikovd, H. Duranova, P.t. Kowalczewski, N. Cmikova, M.
31


https://www.cabdirect.org/cabdirect/abstract/20193463474
https://repositorio.unesp.br/handle/11449/153260
https://doi.org/10.1590/2236-8906-120/2020
https://doi.org/10.22256/pubvet.v10n9.666-679
https://doi.org/10.5935/2446-4775.20160029
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16180
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23155
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13817
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i4.13817

Kacaniova, Thymus vulgaris Essential Oil and Its Biological
Activity. Plants 2021. 10 (2021) 1959, https://doi.org/10.3390/plants10091959

[17] R. Pavela, P. Sedlak, Post-application temperature as a factor influencing
the insecticidal activity of essential oil from Thymus vulgaris, Industrial Crops and
Products . 113 (2018) 46—49, https://doi.org/10.1016/].indcrop.2018.01.021.

[18] K. Kucharska-Ambrozej, J. Karpinska, The application of spectroscopic

techniques in combination with chemometrics for detection adulteration of some
herbs and spices, Microchem. J. 153 (2020) 104278,
https://doi.org/10.1016/j.microc.2019.104278.

[20] H. Ali-Arab, F. Bahadori, M. Mirza, H.N. Badi, S. Kalate-Jari, Variability in
essential oil composition and phenolic acid profile of Thymus daenensis Celak.
populations from Iran, Ind. Crops. Prod. 178 (2022) 114345,
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2021.114345

[21] M. Nutrizio, G. Pataro, D. Carullo, S. Carpentieri, L. Mazza, G. Ferrari, F.
Chemat, M. Banovi¢, A.R. Jambrak, High Voltage Electrical Discharges as an
Alternative Extraction Process of Phenolic and Volatile Compounds from Wild
Thyme (Thymus serpyllum L.): In Silico and Experimental Approaches for
Solubility Assessment, Molecules 25 (2020) 4131,
https://doi.org/10.3390/molecules25184131.

[22] R.M.A Assis, J.H Chagas, J.J Leite,J.P Santos, S.K.V Bertolucci, J.E.B.P
Pinto, Effect of irradiance levels on biomass production, essential oil content and
anatomy of Artemisia alba Turra, Research, Society and Development . 11 (2022)
€377111335565, https://doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35565.

[23] L.L.N Araujo, H.C Melo, J.R PAULA, F.R.R ALVES, T.A PORTES, Yield and
Composition of the Essential oil of Tetradenia riparia (Hochst) Codd (Lamiaceae)
Cultivated Under Different Shading Levels, Planta Daninha .36 (2018)
e018164745, , https://doi.org/10.1590/S0100-83582018360100066.

[24] L. Milenkovié, Z.S lli¢, L. Suni¢, N. Tmusié, L. Stanojevi¢, D. Cvetkovi¢,
Modification of light intensity influence essential oils content, composition and
antioxidant activity of thyme, marjoram and oregano, Saudi Journal of Biological
Sciences . 28 (2021) 6532—-6543, https://doi.org/10.1016/].s]bs.2021.07.018

32


https://doi.org/10.3390/plants10091959
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2018.01.021.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2019.104278
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2021.114345
https://doi.org/10.3390/molecules25184131
https://doi.org/10.33448/rsd-v11i13.35565
https://doi.org/10.1590/S0100-83582018360100066
https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2021.07.018

[25] Z. S lli¢, L. Milenkovi¢, L. Stanojevi¢, B. Danilovié, L. Sunié, A. Milenkovi¢, Z

KevreSan, J. Stanojevi¢, D. Cvetkovi¢, Phytochemical composition and
antimicrobial activities of the essential oils from summer savory (Satureja
hortensis L.) growing in shading condition, Journal of Essential Oil Bearing Plants
. 26 (2023) 1397-1409, https://doi.org/10.1080/0972060X.2023.2289055 .

[26] Inmet. Instituto nacional de meOETrologia, http://www.inmet.qgov.br.

[27] J.J.F. Clevenger, Apparatus for the Determination of Volatile Oil, The Journal
of the American Pharmaceutical Association.12 (1928) 345-349,
https://doi.org/10.1002/jps.3080170407 .

[28] T. Cachet, H. Brevard, A. Chaintreau, J. Demyttenaere, L. French, K.
Gassenmeier, D. Joulain, T. Koenig, H. Leijs, P. Liddle, G Loesing, M. Marchant,
P.H Merle, K. Saito, C. Schippa, F. Sekiya,T. Smith, IOFI recommended practice
for the use of predicted relative-response factors for the rapid quantification of
volatile flavouring compounds by GC-FID: IOFI recommended practice - use of
predicted relative-response factors, Flavour and Fragrance Journal . 31 (2016)
191-194, https://doi.org/10.1002/ff].3311 .

[29] E. Tissot, S. Rochat, C. Debonneville, A. Chaintreau, Rapid gc-fid
quantification technique without authentic samples using predicted response
factors, Flavour and fragrance journal . 27 (2012), 290-296,
https://doi.org/10.1002/ff].3098.7

[30] CLSI. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That
GrowAerobically.Clinical and Laboratory Standards Institute, Document M7-A6,
Wayne. 2003

[31] D. Lalevié, Z. S.ilié, L. Stanojevi¢, L. Milenkovié, L. Suni¢, R. Kovag, D.
Kovacevi¢, B. Danilovi¢, A. Milenkovi¢, J. Stanojevi¢, D. Cvetkovi¢, Shade-
Induced Effects on Essential Oil Yield, Chemical Profiling, and Biological Activity
in Some Lamiaceae Plants Cultivated in Serbia, Horticulturae .9 (2023) 84
https://doi.org/10.3390/horticulturae9010084 .

[32] P. R. M. Correia, M. M. C. Ferreira, Reconhecimento de padrdes por

meétodos nao supervisionados: explorando procedimentos quimiomeétricos para

33


https://doi.org/10.1080/0972060X.2023.2289055
http://www.inmet.gov.br./
https://doi.org/10.1002/jps.3080170407
https://doi.org/10.1002/ffj.3311
https://doi.org/10.1002/ffj.3098.7
https://doi.org/10.3390/horticulturae9010084

tratamento de dados analiticos, Quimica Nova. 30 (2007) 481,
https://d0i.org/10.1590/S0100-40422007000200042.

[33] A. S. Souza, M. A. Bezerra, U.M. F. M Cerqueira, C J. O. Rodrigues;,B. C.
Santos, C. G. Novaes, E. R. V. Almeida, Food Science and Biotechnology. 33
(2024) 1323-1336, https://doi.org/10.1007/s10068-023-01509-5.

[34] G. J. A. Hernandez, H. Y. O. Macias, R. I. L Roman, O. A. C. Hernandez, A.
R. Sahagun, Aislamiento y clonacion parcial de un gen de terpeno sintasa de
orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth), Biotecnologia y Sustentabilidad. 3
(2018) 10-10, https://doi.org/10.57737/biotecnologiaysust.v3i2.500 .

[35] D.F.M NETO, Domingos Ferreira de. Analise metabolémica aplicada a dois
gendtipos de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) com niveis contrastantes de
ésteres de forbol Tese (Doutorado em Agronomia/ Fitotecnia) — Universidade
Federal do Ceard, Fortaleza, 2023, http://repositorio.ufc.br/handle/riufc/72627.

[36] S. T Krause, P. Liao, C. Crocoll, B. Boachon, C. Forster, F. Leidecker, N.
Wiese, Zhao, J. C. Wood, C. R. Buell, J. Gershenzon, N. Dudareva, J.
Degenhardt, The biosynthesis of thymol, carvacrol, and thymohydroquinone in
Lamiaceae proceeds via cytochrome P450s and a short-chain
dehydrogenase, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America. 118 (2021) 2110092118,
https://doi.org/10.1073/pnas.2110092118 .

[37] Z. S. Carvalho, R. N. Souza, J. J. Moreira, S. Teles, J. A pereia, F. Silva,
Atividade antifungica do Oleo essencial de Lippia alba em Aspergillus
welwitschiae, Magistra, .33 (2023),
https://www3.ufrb.edu.br/index.php/magistra/article/view/4436

[38] L.Taiz, E. Zeiger, I. M Moller, A. Murphy, Fisiologia e desenvolvimento
vegetal .6 Porto Alegre, (2017).

[39] J. A. Nielsen, E. Grgndahl, R. M. Callaway, K. J. M. Dickinson, B. K. Ehlers,
Home and away: biogeographical comparison of species diversity in Thymus
vulgaris communities, Biological Invasions .19 (2017) 2533-2542,
https://doi.org/10.1007/s10530-017-1461-x.

34


https://doi.org/10.1590/S0100-40422007000200042
https://doi.org/10.1007/s10068-023-01509-5
https://doi.org/10.57737/biotecnologiaysust.v3i2.500
http://repositorio.ufc.br/handle/riufc/72627
https://doi.org/10.1073/pnas.2110092118
https://doi.org/10.1007/s10530-017-1461-x

[40] A.C. Honorato, G. A. Nohara, R. M. A. Assis, J. F. A. Maciel, A. A. Carvalho,
J. E. B. P. Pinto, S. K. V. Bertolucci, Colored shade nets and different harvest
times alter the growth, antioxidant status, and quantitative attributes of glandular
trichomes and essential oil of Thymus vulgaris L, Journal of Applied Research on
Medicinal and Aromatic Plants .35 (2023) 100474,
https://doi.org/10.1016/j.jarmap.2023.100474 .

[41] S. H. M. Gomes, F. B. Goncalves, R. A. Ferreira, F. R. M. Pereira, M. M. J.
Ribeiro, Avaliacdo dos parametros morfologicos da qualidade de mudas de
Paubrasilia echinata (pau-brasil) em viveiro florestal, Scientia Plena. 15 (2019),
https://doi.org/10.14808/sci.plena.2019.011701.

[42] M. Galgano, D. Mrenoshki, F. Pellegrini, L. CAPOZZI, M. CORDISCO, L.
Del Sambro, A. Trotta, M. Camero, M. Tempesta, D. Buonavoglia, P. Laricchiuta,
C. Catella, A. Pratelli, A. Buonavoglia, M. Corrente, Antibacterial and Biofilm
Production Inhibition Activity of Thymus Vulgaris L. Essential Oil against
Salmonella spp. Isolates from Reptiles, Pathogens .12 (2023) 804,
https://doi.org/10.3390/pathogens12060804 .

[43] M. T Yassin, A. A.F Mostafa, , A. A. Al-askar, s. R. M. sayed, In vitro
antimicrobial activity of thymus vulgaris extracts against some nosocomial and
food poisoning bacterial strains, Process biochemistry .115 (2022), 152-159
https://doi.org/10.1016/j.prochio.2022.02.002 .

[44] D. Sateriale, G. Forgione, G. A. Cristofaro, C. Pagliuca, R. Colicchio, P.
Salvatore, M. Paolucci, C. Pagliarulo, Antibacterial and antibiofilm efficacy of
thyme (Thymus Vulgaris L. Essential oil against foodborne illness pathogens,
salmonella enterica subsp. Enterica serovar typhimurium and bacillus cereus,
Antibiotics . 12 (2023) 485, https://doi.org/10.3390/antibiotics12030485.

[45] F. Reyes-jurado, T. Cervantes-rincon, H. Bach, A. Lopez-malo, E. Palou,
Antimicrobial activity of mexican oregano (lippia berlandieri), thyme (Thymus
vulgaris L), and mustard (brassica nigra) essential oils in gaseous phase,
Industrial crops and products 131 (2019), 90-95
https://doi.org/10.1016/}.indcrop.2019.01.036 .

35


https://doi.org/10.1016/j.jarmap.2023.100474
https://doi.org/10.14808/sci.plena.2019.011701
https://doi.org/10.3390/pathogens12060804
https://doi.org/10.1016/j.procbio.2022.02.002
https://doi.org/10.3390/antibiotics12030485
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.01.036

[46] F. Nazzaro, F. Fratianni, L. Martino, R. Coppola, V. Feo, Effect of essential
oils on pathogenic bacteria, Pharmaceuticals .6 (2013) 1451-1474,
https://doi.org/10.3390/ph6121451 .

[47] M. N. Boukhatem, N. H. E. Darwish, T. Sudha, S. Bahlouli, D. Kellou, A. B.
Benelmouffok, H. Chader, M. Rajabi, Y. Benali, S. A. Mousa, In Vitro Antifungal
and Topical Anti-Inflammatory Properties of Essential Oil from Wild-Growing
Thymus vulgaris (Lamiaceae) Used for Medicinal Purposes in Algeria: A New
Source of Carvacrol, Scientia Pharmaceutica . 88 (2020) 33,
https://doi.org/10.3390/scipharm88030033 .

[48] E. M. A. Daugan, A. Abdullah, Medicinal and functional values of thyme
(thymus vulgaris L.) Herb, Journal of applied biology and biotechnology .5 (2017)
017-022, https://doi.org/10.7324/jabb.2017.50203 .

[49] A. AKhan, S.M. S. Amjad, Gc-ms analysis and biological activities of Thymus
vulgaris and mentha arvensis essential oil, Turkish journal of biochemistry . 44
(2019) 388-396, https://doi.org/10.1515/tjb-2018-0258 .

[50] g. Benameur,; T. Gervasi, V. Pellizzeri, M. Pluchtova,; H. Tali-maama,; F.
Assaous, B. Guettou, K. Rahal, D. Grulova, G. Dugo, A. Marino, M.H Ben-mahdi,
Antibacterial activity of Thymus vulgaris essential oil alone and in combination
with cefotaxime against blaesbl producing multidrug resistant enterobacteriaceae
isolates. Natural product research .33 (2019) 2647-2654,
https://doi.org/10.1080/14786419.2018.1466124

[51] M. H. Labiad, W. Belmaghraoui, A. Ghanimi, C. El-guezzane, N. Chahboun,
H. Harhar, C. Egea-gilabert, A. Zarrouk, M. Tabyaoui, Biological properties and
chemical profiling of essential oils of thymus (vulgaris, algeriensis and
broussonettii) grown in morocco, Chemical data collections .37 (2022) 100797,
https://doi.org/10.1016/j.cdc.2021.100797 .

[52] R. M. Alkufeidy, D. A. Al farraj,; R. M. Aljowaie, M. A. Ali, M. S. Elshikh,

Chemical composition of Thymus Vulgaris extracts and antibacterial activity

against pathogenic multidrug resistance bacteria, Physiological and molecular

36


https://doi.org/10.3390/ph6121451
https://doi.org/10.3390/scipharm88030033
https://doi.org/10.7324/jabb.2017.50203
https://doi.org/10.1515/tjb-2018-0258
https://doi.org/10.1080/14786419.2018.1466124
https://doi.org/10.1016/j.cdc.2021.100797

plant pathology . 117

https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2021.101745

(2022)

101745,

37


https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2021.101745

Material Suplementar

38



N

N o o1 b

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25

26

Composigcdo quimica e potencial microbiolégico do éleo essencial de

Thymus Vulgaris L. cultivado sob diferentes niveis de sombreamento

Mateus S. Porto?, Rubens S. Barreto®d, Yane N. ValadaresP, Cleber G.
Novaes?, Djalma M. de Oliviera?, Barbara A. Dutra?, Hion O. de Jesus®, Simone A.

Gualberto®, Rosane M. Aguiar®

a Departamento de Ciéncias e Tecnologias, Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, 45208-091, Jequié-BA, Brazil.

b Departamento Ciéncias Exatas e Naturais, Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, 45700-000 Itapetinga-BA, Brazil.

¢ Departamento de Ensino, Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e
Tecnologia da Bahia, 45201-767, Jequié-BA, Brazil.

d Programa de Poés-graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais,
Universidade Estadual de Feira de Santana, 44036-900, Feira de Santana-BA,

Brazil.

®Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Campus Ondina,
40170-280 Salvador — BA, Brazil.

*rosaneaguiar@uesb.edu.br (corresponding author)

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9803-8183

39


https://orcid.org/0000-0002-9803-8183

27
28

Tabela S1. Andlise analitica dos principais constituintes quimicos quantificados para éleo essencial de T. vulgaris cultivado em nivel sombreado sem tela

identificados

(OETPS)
RRF RRF | SEM RRF | SEM RRF
S e DU L PR B e
Si Geraniol C1oH1s0 - - - 0.2504 | 2.304 0.250 2.304
1 a-thujanol CioH160 928 924 0910 | 0021 | 0.194 0.023 0.212
2 a-Pinene CroHhe 926 932 0.784 | 0064 | 0.590 0.082 0.756
3 1-octen-3-ol CsH1s0 976 974 0916 | 0017 | 0.157 0.018 0.166
4 B-myrcene CroHis 981 990 0784 | 0102 | 0.940 0.130 1.199
5 O-cymene CroHa 1051 1040 0799 | 0118 | 1.088 0.148 1.364
6 y—terpinene CroHis 1059 1062 0784 | 0038 | 0.350 0.049 0.452
7 Linalool C1oH1s0 1091 1096 0891 | 0241 | 2221 0.271 2.498
8 'SOthyZ:ﬁ;nethy' CiH160 1289 1235 0819 | 0027 | 0.248 0.033 0.304
9 Thymol C1oH140 1298 1290 0.829 | 3208 | 29.567 3.868 35.650
10 Carvacrol CoH140 1301 1299 0829 | 0043 | 0.396 0.052 0.479
Massa total de ) ) i i i 4.130 i 4.923 i
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29

31
32

33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

Massa total de ndo

identificados 6.470 5677
Massa total 10.850 10.850
Massa de amostra 10.600 10.600

IK: indice de Kovats; RRF: Quantificacdo utilizando os Fatores de Resposta Relativa; S| = Norma Interna; OETPS: Oleos Essenciais de T. vulgaris (Pleno

Sol).
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44

Tabela S2. Andlise analitica dos principais constituintes quimicos quantificados para 6leo essencial de T. vulgaris cultivado em nivel de sombreamento de
tela 50% (OET50).

RRF RRF SEM RRF SRER“:

Ordem de eluigao Cons’titfjintes Férmula IK _ IK RRFcac Mass Massa Massa Massa
Quimicos molecular Calc Literatura a(mg) (%) (mg) (%)

SI Geraniol C10H180 - - - 0.250 2.370 0.250 2.370

1 B-mirceno CioH1e 981 990 0.784 0.061 0.578 0.078 0.739

2 O-cimeno CioH1e 1046 1040 0.784 1.523 14.436 1.941 18.398

3 y-terpineno CsH160 1060 1062 0.916 0.464 4.398 0.507 4.806

4 Linalol C1oH160 1070 1070 0.910 0.026 0.246 0.059 0.559

5 Bornéol CioH14 1090 1096 0.799 0.097 0.919 0.121 1.147

6 4-terpineol CioH16 0.784 0.059 0.559 0.075 0.711

7 Eter metilico de C1oH180 1234 1235 0.891 0.139 1.317 0.155 1.469

isotimol

8 Timol C11H160 1299 1290 0.819 3.149 29.848 3.846 36.455

9 Carvacrol C1oH140 1306 1299 0.829 0.180 1.706 0.217 2.057

10 B-cariofileno C1oH140 1423 1419 0.829 0.085 0.806 0.102 0.967

Massa total de 6.033 7.351

identificados
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

57

Massa total de ndo ) ) ) i i 4.267 i 2.949 i
identificados
Massa total - - - - - 10.550 - 10.550 -
Massa de amostra - - - - - 10.300 - 10.300 -

IK: indice de Kovats; RRF: Quantificac&o utilizando os Fatores de Resposta Relativa; S| = Norma Interna; OET50: Oleos Essenciais de T. vulgaris (50% de

sombreamento).
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Tabela S3. Andlise analitica dos principais constituintes quimicos quantificados para 6leo essencial de T. vulgaris cultivado em nivel de sombreamento de

tela 70% (OET70).

RRF RRF SEM SEM
RRF RRF
Ordem de eluicio Constituintes Férmula IK IK RRF Mass Massa Massa Massa
¢ Quimicos molecular Calc | Literatura e | a(mg) (%) (mg) (%)
Sl Geraniol C10H180 - - - 0.250 2.415 0.250 2.415
1 1-octen-3-ol CsH160 982 974 0.784 0.045 0.435 0.049 0.473
2 O-cimeno CioH14 1045 1040 0.784 0.115 1.111 0.143 1.382
3 y-terpineno CioH1s 1060 1062 0.916 0.064 0.618 0.081 0.782
4 Hidrato de cis- CioH150 1071 1070 0784 | 0.108 1.043 0.040 0.386
sabineno
5 Linalol C1o0H180O 1102 1096 0.799 0.086 0.831 0.097 0.937
Eter metilico de
6 L C1H160 1234 1235 0.784 0.037 0.357 0.041 0.396
isotimol
7 Timol C10H140 1308 1290 0.891 1.575 15.217 1.693 16.357
8 Carvacrol C10H140 1306 1299 0.819 0.078 0.754 0.094 0.908
9 B-cariofileno CisH24 1294 1299 0.829 0.023 0.222 0.031 0.299
10 Oxido de cariofileno Ci15H240 1424 1419 0.829 0.033 0.319 0.046 0.444
Massa total de ) i ) i i 2414 i 2 566

identificados
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60
61

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

Massa total de ndo

identificados ) ) ) i i 7.686 i i 7.534
Massa total - - - - - 10.350 - - 10.350
Massa de amostra - - - - - 10.100 - - 10.100

IK: indice de Kovats; RRF: Quantificac&o utilizando os Fatores de Resposta Relativa; S| = Norma Interna; OET70: Oleos Essenciais de T. vulgaris (70% de

sombreamento).
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77

Tabela S4. Andlise analitica dos principais constituintes quimicos quantificados para 6leo essencial de T. vulgaris cultivado em nivel de sombreamento de
tela 100% (OET100).

RRF RRF SEM SEM

RRF RRF
Ordem de eluigiio Cons’tit_uintes Férmula IK _ IK RRFcaic Massa Massa Massa Massa

Quimicos molecular Calc Literatura a(mg) (%) (mg) (%)

Sl Geraniol C10H180 - - - 0.250 2.283 0.250 2.283

1 o—tujeno CioH1e 926 930 0.784 0.061 0.557 0.078 0.712

2 a-pineno CioH1e 933 939 0.784 0.044 0.402 0.057 0.521

3 1-octen-3-ol C1oH160 973 974 0.916 0.115 1.050 0.125 1.141

4 B-mirceno C1oH180 1007 998 0.784 0.039 0.356 0.050 0.457

5 O-cimeno CioH14 1056 1040 0.799 1.105 10.091 1.382 12.621

6 y-terpineno CioH16 1059 1060 0.784 0.447 4.082 0.570 5.205

7 Linalol C1oH180 1101 1096 0.891 0.174 1.589 0.195 1.781

8 Eter metilico de C1oH140 1240 1235 0.819 0.074 0.676 0.090 0.822

isotimol

9 Timol C1oH140 1298 1290 0.829 2.932 26.776 3.535 32.293

10 Carvacrol C10H140 1296 1299 0.829 0.157 1.434 0.190 1.735

Massa total de 5.397 5.303

identificados
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Massa total de ndo i i ) i 6.520 i 4.180 i
identificados
Massa total - - - - 10.950 - 10.700 -
Massa de amostra - - - - 10.950 - 10.700 -

78 IK: indice de Kovats; RRF: Quantificac&o utilizando os Fatores de Resposta Relativa; S| =

79  sombreamento).

Norma Interna; OET100: Oleos Essenciais de T. vulgaris (100%
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CAPITULO I
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USANDO OS REAGENTES DE FAST BLUE E FOLIN-CIOCALTEAU SOBRE
EXTRATO ETANOLICO E OLEO ESSENCIAL COMERCIAL DE THYMUS
VULGARIS L. (LAMIACEAE)

Comparative study between phenolic content tests using Fast blue and
Folin-Ciocalteau reagents on ethanolic extract and commercial essential oil
of Thymus Vulgaris L. (Lamiaceae)

Estudio comparativo entre pruebas de contenido fendlico utilizando los
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RESUMO

Os Oleos essenciais e extratos vegetais tém se tornado foco de estudos e
interesse da comunidade cientifica, principalmente na area farmacéutica, onde
a busca por fitoterapicos de ampla utilidade torna-se crucial. Muitas das espécies
vegetais endémicas e exoticas sado importantes produtoras de 6leos essenciais.
Essas espécies tém contribuido de maneira importante para as induastrias,
principalmente como aditivos em alimentos e em aplicacdes terapéuticas. Esse
trabalho teve por objetivo tracar um comparativo sobre a composicao de
fendlicos totais, das partes aéreas de Thymus vulgairs L. e seu 6leo essencial
comercial, avaliada pelos métodos de Folin Ciocalteau e Fast blue. O 6leo
essencial foi adquirido em loja comercial e o material vegetal coletado na cidade
de Itapetinga - BA. Observou-se um elevado teor de fendlicos totais para o
extrato bruto, Folin Ciocalteau (12,561 + 0,005 g EAG.100 g-!) e Fast blue
(12,713+0,037 g EAG.100 g-'), para o 6leo essencial Folin Ciocalteau (4,95 +
0,23 ¢.100 g?') e Fast blue (5,65 * 0,18 g.100 g!) os valores foram
provavelmente relacionada ao timol e ao carvacrol, os constituintes majoritarios
presentes na amostra.

Palavras-chave: Folin Ciocalteau , Fast blue, Fendlicos, Thymus vulgaris.
ABSTRACT

Essential oils and plant extracts have become the focus of study and interest in
the scientific community, especially in the pharmaceutical field, where the search
for widely useful phytotherapics has become crucial. Many endemic and exotic
plant species are important producers of essential oils. These species have made
an important contribution to industries, mainly as additives in food and in
therapeutic applications. The aim of this study was to compare the total phenolic
composition of the aerial parts of Thymus vulgairs L. and its commercial essential
oil, assessed using the Folin Ciocalteau and Fast blue methods. The essential oil
was purchased from a commercial store and the plant material was collected in
the city of Itapetinga - BA. A high content of total phenolics was observed for the
crude extract, Folin Ciocalteau (12.561 = 0.005 g EAG.100 g_1) and Fast blue
(12.713+£0.037 gEAG.100 g_1), for the essential oil Folin Ciocalteau (4.95 + 0.23
g.100 g-1) and Fast blue (5.65 + 0.189.100 g-1) the values were probably related

to thymol and carvacrol, the majority constituents present in the sample.

Keywords: Folin Ciocalteau , Fast blue, Fendlicos, Thymus vulgaris
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INTRODUGCAO

Os Oleos essenciais (OEs) sdo metabdlitos secundarios formados por
compostos volateis e semivolateis, produzidos por mais de 17.500 espécies de
plantas e armazenados em diferentes 6rgdos vegetais, como folhas, frutos,
flores, raizes e sementes. Esses Oleos possuem uma composi¢do quimica
complexa, que inclui diversas classes organicas, como hidrocarbonetos, fenadis,
alcoois, cetonas e aldeidos, e geralmente sdo extraidos por hidrodestilacdo, o
método mais comum (Santos, 2022).

Estudos vém sendo conduzidos para identificar, detectar e quantificar os
compostos bioativos presentes nos OEs, assim como para compreender suas
propriedades fitoterapicas(Menezes et al., 2018; Pombo et al., 2018; Lima;
Pinheiro; Barros ; Barros, 2021), com o objetivo de desenvolver alternativas para
o tratamento de diversas doencgas, beneficiando em especial populagbes em
situacdo de vulnerabilidade socioecon6mica, além do incentivar a exploracéo
dos recurso naturais promovendo 0 uso sustentavel e a presevacdo de
ecossistemas.

A bioatividade dos 6leos essenciais (OES) e dos extratos botanicos (EBs)
esta diretamente ligada as caracteristicas da espécie vegetal utilizada, visto que
ambos sdo obtidos por métodos especificos de extracdo. Para a extracao de 6leo
essencial, a hidrodestilacdo € o método mais amplamente utilizado, onde partes
da planta, como ramos ou a planta inteira, s&o submetidas ao arraste a vapor
em condicdes controladas de temperatura e pressao, possibilitando a extracao
dos compostos volateis (Castilhos; Felisbino; Rodrigues, 2021).

Por outro lado, os extratos brutos sdo geralmente obtidos por extracéo
com solventes organicos de polaridades especificas, permitindo o fracionamento
e a extracdo de classes de compostos distintos conforme a polaridade do
solvente (Souza; Gasparoti; de Paula, 2022). Assim, 0 uso de métodos de
extracdo variados permite a obtencdo de compostos com propriedades e
potenciais bioativos diversos, ampliando as possibilidades de aplicagcdo dos
produtos finais.

Entre os compostos bioativos, os fendlicos se destacam pela ampla

variedade de bioatividade, incluindo atividades antibacteriana, antifungica,

51



antioxidante, antiparasitaria e citotéxica. Nas plantas, esses compostos atuam
como agentes protetores contra patdgenos e outros fatores externos, além de
oferecerem protecao contra a radiacao ultravioleta (Penarrieta et al., 2014; Hister
et al., 2017; Deus et al., 2019). Nos alimentos, desempenham um papel
importante nas caracteristicas sensoriais, como cor e sabor, além de atuarem
como potentes antioxidantes (Guerra et al., 2016), e na saude humana, oferecem
inimeros beneficios, que vado desde a anti-inflamatorias, analgésicas e
neuroprotetoras, prevencao de doencas cardiovasculares, auxiliam na perda de
peso e na reducdo dos niveis de glicose sanguineo (Leal et al., 2017,
Fernandes, 2019).

Uma espécie que vem despertando interesse cientifico é a espécie

Thymus Vulgaris L, conhecida popularmente como tomilho, € uma erva perene
do Mediterraneo amplamente utilizada na culinaria. Pertencente a familia
Lamiaceae, apresenta-se como um subarbusto de 15 a 30 cm de altura, com
ramos lenhosos de coloracéo verde a cinza, folhas pequenas e lanceoladas de
tonalidade lilds e flores que surgem em pequenos cachos, principalmente na
primavera (Hosseinzadeh et al., 2015; Kuete, 2017).
Dentre os componentes do 6leo essencial de tomilho, o timol e o carvacrol séo
0S compostos majoritarios encontrados em diversos estudos (Rocha et al., 2012;
Liu et al., 2021). O timol é um composto fendlico presente como constituinte
majoritario em diversos quimiotipos de tomilho e possui atividades biol6gicas
constatadas, entre elas, a acdo antibacteriana (Wang et al., 2017). Ambos
contribuem para suas propriedades terapéuticas, com usos no tratamento de
infeccdes respiratérias, problemas digestivos e inflamacdes. No entanto, estudos
voltados para a elucidacdo do mecanismo antimicrobiano nas células ainda vém
sendo realizados e estimulado cada vez mais a investigacao das propriedades
do timol frente a diversos organismos (Khallil. et al, 2018; Kachura & Suntres,
2020a; ).

Recentemente, o uso do 6leo essencial da T. vulgaris tem se destacado
como recurso alternativo na terapia de pacientes acometidos pelo virus SARS-
CoV-2 (Khan, et al., 2019a; Catella et al., 2021), reforcando a necessidade de

gue mais estudos sejam desenvolvidos(Sadaria et al., 2021).
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A avaliacdo do potencial botanico de espécies por meio de metodologias
espectrofotométricas tem se mostrado uma ferramenta valiosa para a analise
quimica. Essas metodologias utilizam reagentes quimicos especificos para
identificar e quantificar os componentes presentes na matriz vegetal e seus
subprodutos. No caso dos compostos fendlicos, os reagentes Salt Fast Blue B e
Folin-Ciocalteu sdo amplamente empregados para a deteccdo e quantificagao
de fendlicos totais, permitindo mensurar a bioatividade dos constituintes
quimicos das espécies (Moises et al., 2021; Oliveira et al., 2023; Maia et al.,
2024).

A interpretacdo composicdo quimica esta intimamente ligada a
compreensao dos mecanismos de acdo farmacologica, o que contribui para
resultados mais precisos e confidveis. No entanto, ainda sdo escassos na
literatura estudos que busquem explorar e esclarecer em profundidade esses
mecanismos quimicos, evidenciando a necessidade de maiores investigacdes
nesse campo (Soares et al., 2016).

Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar o OETr de
fendlicos totais no extrato bruto, das partes aéreas e no 6leo essencial comercial
da espécie Thymus Vulgaris, estabelecendo uma anélise comparativa entre os

testes Fast Blue e Folin-Ciocalteu.

1. MATERIAL E METODOS

O OE de T. vulgaris foi obtido de casa comercial (OEC), especializada na
venda de produtos naturais. Sendo aquisi¢cdo, uma indicacdo da marca de maior
frequéncia de consumo da loja. O material vegetal utilizado neste estudo foi
coletada sob as coordenadas latitude 15°15'16.61 “S e longitude 40°16'26.14 "W,
no periodo de agosto/2022 a marco/2023, cujo clima é tropical mido com uma
estacdo seca, segundo a classificacdo de Koppen; regides com essa
carateristica climatica apresentam faixas de precipitacéo pluviométrica entre 750
e 1800 mm/ano, e temperatura entre 20 e 29°C( INMET, 2022).

As partes aéreas foram separadas para secagem em estufa de circulagéo de
ar forcada, com temperatura de 50 °C, de 10 g do material seco e triturado foi
percolado com 100ml de etanol a 80%(v/v) 3 vezes, sonificados por 30 minutos
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a 40°C no intervalo de 2 dias. Apds esse periodo, o percolado foi filtrado e o
solvente removido em evaporador rotativo, a temperatura de 50 °C. O extrato
seco (3,0 g) foi suspenso em hexano, visando a remocao de clorofila. A fracdo
percolada passou por secagem em temperatura ambiente, resultando no Extrato

Bruto Percolado (EBP), guardado em freezer até 0 momento dos testes.

1.1DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS PELO METODO FOLIN-
CIOCALTEAU

A determinacdo do OET de fendlicos totais (FT) presentes nas amostras
fo realizada por meio da espectroscopia na regido do ultravioleta, pelo método
de Folin-Ciocalteaucom adaptacfes do descrito por Whaterhouse (2002). As
amosstras foram solubilizadas em etanol, para se obter solucbes de
concentragdes de 0,5 mg.mLt. Em seguida, foram transferidas aliquotas de 500
ML de cada solugédo para tubos ambar, adicionados 2500 uL do reagente de
Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de solucdo de carbonato de sédio a 4%. Em
seguida, os tubos foram agitados por 1 minuto em vortex. A seguir, as solucdes
foram armazenadas ao abrigo da luz por um periodo de duas horas. Ao término
do periodo, foram realizadas as leituras em um espectrofotdmetro Shimadzu
SPECTROPHOTOMETER UV-1800® no comprimento de onda de 720 nm.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

O OET de FT foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragcdo, construida utilizando &cido galico
como padréo (40 a 160 mg.mL™1) e expressos como mg de EAG (equivalente de

acido galico) por g de amostra.

1.2 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS PELO METODO FAST BLUE

O OET de FT também foi determinado utilizando-se o reagente Fast Blue, de
acordo com a metodologia descrita por Medina (2011), com modificacbes. As
solugcbes do OEC e EBP foram preparadas em etanol absoluto PA na
concentracdo de 0,5 mg.mL*. Posteriormente, aliquotas de 4 mL de cada uma
das solu¢bes foram transferidas para tubos ambar e, de imediato, adicionou-se

0,4 mL do reagente 4-benzamido-2-ethoxy-5-methoxybenzene-1-diazonium
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(Fast Blue B) a 0,01% (p/v) e 0,4 mL da solucdo de NaOH a 5% (p/v). Em
seguida, as solugcdes foram agitadas por 1 minuto e deixadas em repouso ao
abrigo da luz por 90 minutos.

Para a construcdo da curva de regressao linear foram preparadas
solugdes de acido galico PA nas concentragdes de 40a 400 ug.mL*. Estas foram
submetidas as mesmas condi¢bes das amostras e as leituras das absorbancias
foram realizadas em um espectrofotdmetro Shimadzu
SPECTROPHOTOMETER UV-1800® no comprimento de onda de 720 nm.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para estimar os OET de FT nas amostras, segundo os meétodos
propostos, foram feitas a andlise de regressao linear, a partir das quais foram
observados um r? = 0,998, para o método de Folin-Ciocalteau e r?> = 0,997, para
o método de Fast Blue, demonstrando a linearidade das andlises realizadas. Os
valores foram expressos em grama equivalente a acido géalico por 100 gramas
de amostra. Nos testes de quantificagdo de compostos FT para o OET, na
concentracdo de 0,1 mg.mL, observa-se 4,95 + 0,23 g EAG.100 g usando o
método de Folin-Ciocalteau e de 5,65 + 0,18 g EAG.100 g%, na metodologia
baseada no reagente Fast Blue.. Para EBP observa-se valores maiores de FT e,
consequentemente, uma maior atividade antioxidante de acordo com a Tabela
1.

Tabela 1. Resultados dos testes de avaliagcao da atividade antioxidante do 6leo essencial de
tomilho com seus respectivos desvios padréo.

Concentracdo Salt Fast Blue Folin —Ciocalteau
( mg/mL% (9 EAG.100 g —de amostra) (g- EAG.100 g-1 de amostra)
OET 0,500 5,65+0,18 4,95+0,23
EBP 0,500 12,561 + 0,005 12,713+0,037

EAG (Equivalente de quercentina); EBP(Extrato Bruto Percolado); OET (6leo essencial
Thymus Vulgaris L)
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

O maior OETr de FT, no método de Fast Blue, é observado para EBP,
indicando que o extrato possui uma maior concentragao e, possivelmente, uma
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variedade mais ampla de compostos bioativos em comparagdo ao 6leo
essencial, mesmo tendo o constituinte fendlico timol como majoritario. Este perfil
€ comum em extratos brutos, que costumam reter uma diversidade maior de
compostos (Mello e et al 2017)

No teste de Folin-Ciocalteau, a tendéncia se manteve, com o EBP
apresentando uma atividade antioxidante superior ao OET. Além disso, 0s
resultados do EBP no teste de Fast blue foram mais consistentes, com menor
desvio padréo, indicando maior reprodutibilidade dos dados para essa amostra.
Essa constancia reforca a confiabilidade das metodologias empregadas
demonstrando que ambos os métodos de analise corroboram que o EBP
apresenta maior concentracdo de FT, indicando um possivel maior potencial
antioxidante.

Compostos fendlicos sdo antioxidantes naturais e podem ser estimados
por métodos espectrofotométricos, utilizando os reagentes Folin-Denis, Folin-
Ciocalteau e Fast Blue. O método mais usado € o Folin-Ciocalteau , nesse o
reagente € uma mistura de molibdénio e o tungsténio, em seus estados de
oxidagao 6*, de coloracdo amarela. Em meio alcalino e em presenca de agentes
redutores, tem-se a formag&o de molibdénio azul e tungsténio azul, resultando
de uma média de espécies nos estados de oxidacdo 5* e 6*. Porém a reacéo
com agentes redutores ndo se limita a compostos fendlicos, podem ser, por
exemplo, acido ascoérbico, glicose, frutose e sulfitos, o que interfere nos
resultados da quantificacdo de compostos fendlicos. Segundo Gondim et al.
(2005) e Stefanello & Rosa (2012), extratos de frutas possuem diversos
compostos vitaminicos, carboidratos, lipideos e minerais, podendo atuar como
agentes redutores e favorecer a reducao dos ions molibdénicos e tungsténicos
presentes no reagente Folin-Ciocalteau. Em comparacdo com o método do
Folin-Ciocalteau, o resultado adquirido com o reagente Fast Blue ndo produz
esta interferéncia, de modo que a natureza da amostra nao interfere nos
resultados.

Os oOleos essenciais geralmente sdo constituidos por metabolitos
secundarios da classe dos terpenos e terpendides e sdo uma matriz biolégica
livre de compostos que podem desencadear rea¢des quimicas com o reagente

de Folin-Ciocalteau e ocasionar desvios nos resultados. Em vista disso, a
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quantificacdo dos compostos fendlicos usando as duas metodologias auxilia na
confirmacéo dos resultados pelos métodos utilizados e a buscar compreender 0s
mecanismos reacionais envolvidos, reafirma a confianca dos resultados.

O reagente de Fast Blue trata-se de um sal de diaz6énio, que promove uma
substituicdo eletrofilica nos compostos fendlicos, o que resulta na formacao de
um complexo azo que absorve a radiac@o na regiao do visivel. Em meio alcalino
o grupo hidroxila de composto fendélicos sofrem desprotonacéo, resultando em
maior ativacdo do anel frente ao eletréfilo, ataque que ocorre nas posicées orto
ou para, a depender de fatores estéricos do composto fendlico envolvido (Figura
1). O ion diazbnio atua como eletrofilo, levando uma reacédo de acoplamento azo
com o anel, cujo produto absorve na regido do visivel a 720 nm. Por
consequéncia, o reagente Fast Blue reagira especificamente com compostos
gue possuam anéis aromaticos com grupos ativadores, visto que 0 mecanismo

de reacao é de substituicdo eletrofilica aromatica (Figura 2 ).

Figura 1: Contribuintes de resson&ncia no ion fenéxido

NaOH

Timol R= Isopropil; R? = Metil / Carvacrol R'= Metil; R?>= Isopropil
Fonte: Autor, 2024.
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Figura 2 — Mecanismo esquematico de reacdo sal de Fast Blue e composto fendlico.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Os constituintes majoritarios encontrados no 6leo essencial de T. vulgaris
foram o timol e o carvacrol (Figura 3 ), ambos monoterpendides fendlicos
(Trombetta et al., 2005). Varios estudos envolvendo o OET relatam a presenca
desses compostos como constituintes majoritarios (Agili, 2014; Marguerite et al.,
2015; Khan et al., 2019b).

No timol, o radical metil esta ligado ao atomo de carbono 5 (C-5) e o
radical isopropil esta no C-2; enquanto no carvacrol, o radical metil esta no C-2
e o0 substituinte isopropril esta no C-5, em relacéo a hidroxila que se encontra no
C-1 nos dois compostos. A presenca do grupo hidroxila contribui para o sistema
de deslocalizacdo de elétrons (Kachura & Suntres, 2020b), conduzindo as
reacoes de reducdo/oxidacdo no reagente Folin-Ciocalteau e favorecendo a
liberacdo do proton devido a ressonancia no anel, enquanto no reagente Fast
Blue, a hidroxila desempenha o papel de grupo ativador do anel aromético,
favorecendo as reacdes de substituicao eletrofilica nos carbonos orto e para do

anel aromatico, devido a sua maior densidade eletronica.

Figura 3 - Estrutura do Timol e Carvacrol

CH, CH,
OH
OH
H,C CH, H,C”~ CH,
Timol Cavarcral

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024
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O ataque eletrofilico do grupamento diazina do reagente Fast Blue, tanto
no timol quanto no carvacrol, é favorecido na posicéo para (C-4) em relacdo a
hidroxila fendlica, devido a maior densidade eletronica neste atomo de carbono,
provocada pelas estruturas de ressonéancia do anel, e pelo fato das posi¢des orto
estarem ocupadas ou com impedimento estérico. Além disso, como a posi¢cao
para (C-4) no timol tem um impedimento estérico menor, devido a presenca do
grupo metil no C-5, em relacéo a posicéo para (C-4) no carvacrol, que tem um
grupo isopropil no C-5, a reagéo de substituicdo eletrofilica aromatica no timol &
favorecida em relagao ao carvacrol (Figura 5).

Dessa forma, o reativo Fast blue mostra-se como reagente de alta
seletividade para deteccéo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes em
matrizes diversas, com alta sensibilidade através da formacdo do complexo
minimizando a interferéncia de outros compostos nao fendlicos presentes na
amostra em concentra¢cdes minimas.

Embora o extrato bruto de T. vulgaris e outras espécies tenha uma
diversidade de compostos, ele pode apresentar uma concentracdo mais baixa
de alguns componentes especificos que estdo presentes em maior quantidade
no Oleo essencial (Costa et al., 2019; Saboia et al., 2022). O 6leo essencial, por
ser obtido por meio de processos que isolam componentes volateis, costuma
concentrar monoterpenos e fendis com alta atividade antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatoria, como o timol e o carvacrol (Mancini. Et al, 2015;
LIU et al., 2021b; LEUTHIER., et al 2021), permanecendo com um potencial
boténico interessante.

No entanto, o extrato bruto, por englobar uma gama maior de compostos,
incluindo flavonoides, taninos e outros fendlicos hidrossolUveis, pode ter um
perfil de bioatividade mais abrangente. Isso possibilita efeitos sinérgicos entre os
compostos, potencializando suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas
e promovendo maior eficacia em certas aplicacdes, como em formulagdes
cosmeticas e fitoterapicas (Reis et al., 2022).

Assim, embora o 6leo essencial de T. vulgaris seja mais potente em

algumas atividades especificas, o extrato bruto se destaca pela diversidade de
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compostos bioativos, conferindo-lhe uma bioatividade mais ampla e adequada
para diferentes usos terapéuticos.

3. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que EBP de T.
vulgaris apresenta uma concentracao significativamente maior de compostos
fendlicos em comparacdo OET. O método Fast Blue demonstrou ser mais
especifico e reprodutivel para a quantificacdo de compostos fendlicos, evitando
interferéncias de substancias ndo fendlicas presentes na amostra, enquanto o
método de Folin-Ciocalteau, embora amplamente utilizado, mostrou-se mais
suscetivel a interferéncias.

Além disso, a presenca de compostos bioativos majoritarios como o timol
e o0 carvacrol no 6leo essencial destaca seu potencial antioxidante e
antimicrobiano, porém o EBP, devido a sua maior diversidade de compostos,
apresentou um perfil de bioatividade mais amplo e promissor para aplicacdes
cosmeéticas e terapéuticas. Essa diferenca sugere que, enquanto o 6leo
essencial pode ser mais eficaz em atividades especificas, o extrato bruto oferece
maior versatilidade e sinergia entre seus componentes, sendo indicado para

formulac6es com objetivos mais abrangentes.
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