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RESUMO

A aquicultura tem se consolidado como um importante setor para a seguranga
alimentar, mas enfrenta sérios desafios devido a ocorréncia de doencas infecciosas,
em especial as bacterianas, que comprometem a produgéo e a sustentabilidade do
cultivo de peixes. O uso indiscriminado de antibiéticos tem agravado o problema da
resisténcia bacteriana, tornando urgente a busca por alternativas naturais e
sustentaveis. Nesse contexto, os Oleos essenciais surgem como compostos
promissores pela sua atividade antimicrobiana, antioxidante e relativa seguranca
ambiental. O presente estudo teve como objetivo avaliar a toxicidade, a atividade
antioxidante e o potencial antimicrobiano do 6leo essencial de Psidium guajava, uma
espécie da familia Myrtaceae amplamente utilizada na medicina tradicional e com
reconhecidas propriedades bioativas. Foram conduzidos ensaios de toxicidade aguda
com os microcrustaceos Daphnia magna e Artemia salina, testes antioxidantes pelos
métodos ABTS e DPPH, e ensaios antimicrobianos in vitro frente a cepas Gram-
positivas (Streptococcus agalactiae, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) e Gram-
negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae). O
oleo essencial foi obtido por destilagcdo por arraste a vapor e caracterizado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, revelando composi¢ao
majoritariamente sesquiterpénica, com destaque para (-cariofileno, p-selineno e y-
selineno. Os testes de toxicidade demonstraram que o Oleo apresenta efeito
moderado sobre D. magna e A. salina, sendo classificado como categoria aguda 2
pelo GHS. Na atividade antioxidante, o 6leo apresentou menor efeito comparado ao
Trolox e ao acido ascorbico, mas mostrou agdo dose-dependente e significativa
capacidade de neutralizagao de radicais livres. Em relagao a atividade antimicrobiana,
observou-se maior eficacia contra bactérias Gram-positivas, especialmente S.
agalactiae, patdégeno de elevada relevancia para a piscicultura, enquanto nao foi
registrada acao significativa contra Gram-negativas, possivelmente devido a barreira
estrutural da membrana externa desses microrganismos. Os resultados obtidos
reforgam o potencial biotecnoldgico do dleo essencial de P. guajava como alternativa
natural para a aquicultura, conciliando atividade antimicrobiana seletiva, efeito
antioxidante moderado e toxicidade ecologicamente aceitavel. Conclui-se que este
Oleo representa uma estratégia promissora para o manejo sanitario aquicola e
recomenda-se a continuidade das pesquisas, incluindo estudos in vivo, avaliacao de
sinergias com outros compostos e testes frente a microrganismos resistentes.

Palavras-chave: 6leo essencial; aquicultura; microcrustaceos; saude unica



ABSTRACT

Aquaculture has established itself as an important sector for food security but faces
serious challenges due to the occurrence of infectious diseases, especially bacterial
diseases, which compromise fish production and sustainability. The indiscriminate use
of antibiotics has aggravated the problem of bacterial resistance, making the search
for natural and sustainable alternatives urgent. In this context, essential oils emerge
as promising compounds due to their antimicrobial and antioxidant activity and relative
environmental safety. The present study aimed to evaluate the toxicity, antioxidant
activity, and antimicrobial potential of the essential oil of Psidium guajava, a species of
the Myrtaceae family widely used in traditional medicine and with recognized bioactive
properties. Acute toxicity tests were conducted with the microcrustaceans Daphnia
magna and Artemia salina, antioxidant tests using the ABTS and DPPH methods, and
in vitro antimicrobial tests against Gram-positive (Streptococcus agalactiae, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus) and Gram-negative (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, and Klebsiella pneumoniae). The essential oil was obtained by steam
distillation and characterized by gas chromatography coupled with mass spectrometry,
revealing a predominantly sesquiterpene composition, with emphasis on -
caryophyllene, B-selinene, and y-selinene. Toxicity tests showed that the oil has a
moderate effect on D. magna and A. salina, being classified as acute category 2 by the
GHS. In terms of antioxidant activity, the oil had a lower effect compared to Trolox and
ascorbic acid but showed dose-dependent action and significant free radical
neutralization capacity. In relation to antimicrobial activity, greater efficacy was
observed against Gram-positive bacteria, especially S. agalactiae, a pathogen of high
relevance to fish farming, while no significant action was recorded against Gram-
negative bacteria, possibly due to the structural barrier of the outer membrane of these
microorganisms. The results obtained reinforce the biotechnological potential of P.
guajava essential oil as a natural alternative for aquaculture, combining selective
antimicrobial activity, moderate antioxidant effect, and ecologically acceptable toxicity.
It is concluded that this oil represents a promising strategy for aquaculture health
management, and further research is recommended, including in vivo studies,
evaluation of synergies with other compounds, and testing against resistant
microorganisms.

Keywords: essential oil; aquaculture; microcrustaceans; one health
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1. INTRODUGAO

A aquicultura é uma das atividades de produg¢ao animal que mais cresceu nos
ultimos anos, em 2022, esta atividade produziu cerca de 94,4 milhGes de toneladas
de animais aquaticos em todo o mundo (FAO, 2024). O Brasil tem um potencial para
a producdo de organismos aquaticos, pois € caracterizado por possuir uma extensa
faixa litoranea, grandes bacias hidrograficas, reservatorios de agua e represas (Valenti
et al., 2021).

Nos ultimos 10 anos, ocorreu um aumento de aproximadamente 74% na
producao de peixe no Brasil, o pais produziu 887.029 toneladas de peixes de cultivo
em 2023, sendo a tilapia o peixe mais cultivado nas pisciculturas brasileiras (Peixe
BR, 2024). Com o crescimento significativo na producao de tilapia pela adocao de
tecnologias nos sistemas aquicolas semi-intensivo e intensivo (Mugwanya et al.,
2022), ocorre também o surgimento de doengas, ocasionando mortalidade e perdas

econdmicas (Dawood e Koshio, 2018).

O surto de doengas no cultivo de peixes causado por bactérias € um fator
limitante para a aquicultura, que impacta negativamente o setor da piscicultura em
todo o mundo (Zhang et al., 2022). A estreptococose € uma doencga causada pela
bactéria do género Streptococcus spp., a cepa de Streptococcus agalactiae, €
classificada no soro grupo B, Gram-positivo, se estrutura em forma de cocos, e esta

entre as bactérias mais frequentemente isoladas em peixes (Marcusso et al., 2014).

As infecgbes causadas por bactérias Gram positivas e Gram negativas tém
impacto significativo na saude unica, pois s&0 0s micro-organismos responsaveis pela
ampla variedade de doencas infecciosas (Ferreira, 2023). Entre os principais sinais
clinicos em peixes acometidos pela bactéria Streptococcus agalactiae, pode-se
destacar a anorexia, letargia, natagao erratica, exoftalmia, opacidade uni ou bilateral
da coérnea, hemorragia intraocular, hemorragia no opérculo e base das nadadeiras,

ulceragéo na epiderme e morte (Verri, 2022).

Com o uso indiscriminado de antibidticos na piscicultura e a resisténcia
bacteriana, a adigdo desses compostos no meio de cultivo causa efeitos negativos a

saude humana, animal e riscos ambientais (Yousefi et al., 2022). Devido a isso,
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diversos estudos tém focado em tratamentos com materiais alternativos,

principalmente os derivados de plantas (Reverter et al., 2021).

A utilizagao de 6leos essenciais (OE) esta ocupando um lugar de destaque na
sanidade animal, principalmente em peixes, pois estdo se caracterizando como fontes
de substancias biotivas frente aos micro-organismos (Awad e Awaad 2017). Além
disso, Oleos essenciais na aquicultura € um potencial alternativa para a substituicao
dos compostos sintéticos como agentes antimicrobianos e antioxidantes (Cutrim et al.,
2019). Pois sao substancias menos agressivas a saude do homem, animal e ao
ambiente (Awad e Awaad, 2017).

Além das atividades antimicrobianas, os 6leos essenciais despertam interesse
nas diversas areas da farmacologia, por possuirem diversas propriedades como
antioxidante, redug¢ao do agucar no sangue e fortalecimento do sistema imunolégico
(Dawood et al., 2021). Pois, estudos apontam para o uso de 6leos essenciais como
imunoestimulantes e antioxidante com aplicagbes em peixes (Verdi et al., 2024

Hajirezaee et al., 2024).

O estresse oxidativo é ocasionado quando ocorre um desequilibrio entre
espécies reativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes do corpo, o que causa
danos celulares e contribui para o desenvolvimento de condi¢des inflamatoérias (Reddy
et al., 2025). Sendo de importancia salienta que os constituintes dos OE sao capazes
impedir essas inflamacdes através da eliminagéo dos radicais livres, o que fortalece o

potencial de utilizacdo dos dleos essenciais (Verdi et al., 2024).

Além disso, a toxicidade dos 6leos essenciais € um fator importante a ser
avaliado, pois pode ser influenciada por diversos fatores, desde a genética da planta
até a regido geografica de cultivo (Afonso et al., 2024). E importante ressaltar que a
metodologia de extracdo dos OE também influencia na quantificagdo dos compostos
(Thangaleela et al., 2022).

Os produtos de origem vegetal sao considerados seguros, embora as plantas
possam produzir e acumular diversos compostos que podem ter efeitos téxicos no
meio ambiente (Ifeoma e Oluwakanyinsol, 2013; Ofosu et al., 2020). Portanto a as
avaliagdes toxicoldgicas de Oleos essenciais tém recebido cada vez mais atengao nos

ultimos anos (Martinez et al., 2022).
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Com mais de 3600 espécies vegetais e aproximadamente 140 géneros
espalhadas pelo mundo, a familia Myrtaceae Jussieu, destaca-se como a de maior
uso fitoterapico (Trindade et al., 2021). Dentro desta familia, a Psidium esta entre as
quatro espécies com maior importdncia econémica no Brasil, com frutos
caracterizando sabores exaéticos, e, além disso, possui em suas folhas abundancia de

constituintes, tais como fendlicos e 6leo essencial (Duraes et al., 2015).

Os estudos realizados com o 6leo essencial das folhas de Psidium guajava
identificaram os constituintes a-humuleno, B-cariofileno, trans-cariofileno, limoneno,
epoxido de humuleno Il, 6xido de cariofileno, a-selineno, aromadendreno, selin-11-
en-4a-ol, 1,8-cineol, trans-nerolidol, B-bisaboleno, a-pineno e B-sitosterol, (Alves et al.,
2006; Sahal et al.,, 2024) sendo atribuidos importantes atividades biologicas, com
destaque no potencial antimicrobiano, antifungico e antioxidante (Souza, 2015; Silva,
2019; Juarez et al., 2023).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A importancia dos 6leos essenciais

A demanda em todo o mundo por 6leos essenciais, cresceu nos ultimos 10 anos
em diversos setores da industria (Gharby et al.,, 2020). Os 6leos essenciais séao
substancias extraidas das plantas encontrados em todo o mundo, sendo considerados

essenciais na area da medicina tradicional (Ainane et al., 2020).

Os ¢6leos essenciais sdo caracterizados como liquidos volateis, transparentes
ou coloridos, que sao soluveis em solventes organicos (Dawood et al., 2022). Eles
consistem em misturas complexas de terpenoides, sesquiterpenos e monoterpenos,
além de seus compostos oxigenados (Ainane et al., 2020). Dessa forma, os 6leos
essenciais possuem diversas moléculas, como acidos, 6xidos, e compostos contendo

nitrogénio e enxofre (Elabboubi et al., 2019).

O método de extragao dos 6leos essenciais € realizado por destilagdo a vapor,
mas existem outras maneiras para obter os OE, todos os métodos de extragdo sao
técnicas avangadas, que envolvem o controle de processos como moagem, uso de

solventes, variagbes de temperatura, pressdo e umidade (Miura et al., 2021).

A composigao quimica dos 6leos essenciais € influenciada por diversos fatores,
como a localizagdo geogréfica, periodo do ano de coleta das suas folhas, a
composi¢cado do solo, o método de cultivo, armazenamento e a técnica de extragao
utilizada (Abdoul-Latif et al., 2022). Mas os 6leos essenciais sdo reconhecidos como
promissores no uso como compostos bioativos, tanto isoladamente quanto em

combinagdo com outros compostos quimicos ou biolégicos (Pan et al., 2023).

O interesse cientifico pelos 6leos essenciais surgiu devido as suas diversas
propriedades medicinais, destacando principalmente seu potencial antimicrobiano
(Dawood et al., 2021). Essa tendéncia crescente destaca a necessidade de agentes
antibacterianos e antifungicos alternativos que sejam eficazes e com baixo impacto

na saude unica (Juarez et al., 2023).

Nesse contexto, os 6leos essenciais (OE) surgem como uma alternativa aos
tratamentos antimicrobianos tradicionais (Zhu, 2020). O seu efeito na bactéria ocorre
principalmente pela alteragdo da membrana e da parede celular microbiana, levando
a perda de material citoplasmatico (Dawood et al., 2022). As propriedades bioldgicas
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dos OE estao associadas a sua composi¢cao quimica complexa e a presencga de fendis,
que sdo compostos promissores no combate a infecgées bacterianas e fungicas
(Barreto et al., 2018; Reverter et al., 2020).

E importante ressaltar que a administracdo de compostos quimioterapicos pode
gerar riscos toxicos nao apenas para o0s animais tratados, mas também para
manipuladores, consumidores e organismos ndo alvos (Rico e Brink, 2014). Esses
compostos podem se acumular no ambiente de diversas formas, gerando residuos no
ambiente de producgéo animal (Barreto et al., 2018), enquanto outra parte € excretada
pelos organismos apods a ingestdo ou durante banhos terapéuticos, além do descarte

inadequado de residuos (Boxall, 2010).

Embora as concentragdes dos OE no ambiente tendam a ser baixas, na ordem
de pug e mg, o ambiente esta constantemente exposto a esses compostos, resultando
em um potencial acumulo a longo prazo (Wei et al., 2012). Além disso, o uso de
compostos sintéticos veterinarios também pode favorecer o surgimento de
microrganismos patogénicos resistentes, o que leva a restricdo do uso de

determinadas substancias em diversos paises (Zhu, 2020).

Devido a isso, para evitar tais impactos, a utilizacdo de componentes de plantas
medicinais tem crescido como alternativa aos medicamentos veterinarios, sendo
reconhecidos por sua seguranga, baixa toxicidade e minimo impacto ambiental
(Reverter et al., 2020; Zhu, 2020). As pesquisas sobre esse tema tém incentivado ao
uso de alternativas naturais, e a busca por novos componentes bioativos também tem

ganhado destaque (Barriga et al., 2020; Reverter, et al., 2020).

Os Oleos essenciais tém sido amplamente estudados por suas diversas
propriedades, além da atividade antimicrobiana, os OE possuem atividade
antiparasitaria, inseticida e repelente, além de outras aplicagdes terapéuticas que
servem como base para diversos estudos, como cicatrizante e antioxidante (Elumalai
et al., 2020; Sutili et al., 2018).

Na produgdo animal, os OE tém sido estudados devido aos seus efeitos
positivos no desempenho produtivo (Omonijo et al., 2017), na sobrevivéncia dos
animais e no fortalecimento do sistema imunologico (Zeng et al, 2015). Na
aquicultura, os OE sao utilizados em estudos para o tratamento de parasitose e

bacterioses com aplicagdes diretamente na agua e como aditivos alimentares com
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propriedades imunoestimulantes e promotoras de crescimento (Valladao et al., 2017,
Sutili et al., 2017).

Os Oleos essenciais possuem em sua composicdo substancias naturais,
biodegradaveis e com pouco potencial em causar resisténcia bacteriana (Bakkali et
al., 2008; Yap et al., 2014). Ao contrario, o uso de desinfetantes e antibiéticos de forma
indiscriminada tem sido visto com critica, devido aos seus efeitos toxicos (Rico e Van
den Brink, 2014; Dawood et al., 2020).

Portanto, com mais de 3600 espécies vegetais e aproximadamente 140
géneros espalhadas pelo mundo, a familia Myrtaceae Jussieu, destaca-se como a de
maior uso fitoterapico (Montiel et al., 2023). Dentro desta familia, a Psidium esta entre
as quatro espécies com maior importancia econ6mica do Brasil, com frutos
caracterizando sabores exoéticos, e, além disso, possui em suas folhas uma
diversidade de constituintes, como os fendlicos e oleo essencial (Hossain et al., 2024).

O dleo essencial das folhas de Psidium guajava possuem diversos constituintes
sendo o a-humuleno, B-cariofileno, limoneno, 6xido de -cariofileno, a-selineno,
aromadendreno, 1,8-cineol, trans-nerolidol, B-bisaboleno, a-pineno e B-sitosterol, os
encontrados com maior frequéncia (Sahal et al., 2024). Portanto, esses compostos
sao atribuidos a diversas atividades com potencial antimicrobiano, antioxidante,

inseticida além de larvicida (Souza, 2019; Silva, 2019).

2.2 O uso de dleos essenciais na Aquicultura

A intensificagdo da aquicultura exige um maior uso de ragdes artificiais,
tratamento e reutilizagdo de agua, além de densidades populacionais mais elevadas
nos cultivos, o que pode causar impacto ambiental dos ecossistemas aquaticos
(Hasan et al., 2019; Dawood et al., 2020). Esse cenario provoca aumento do estresse
nos organismos aquaticos e afeta a qualidade do ambiente, favorecendo a atividade

de patégenos infecciosos no cultivo (Martos et al., 2020).

Como resultado, ha uma queda na imunidade e nas respostas genéticas
relacionadas ao sistema imunolégico desses animais (Dawood et al., 2020), além do
aumento das infestagdes parasitarias (Brasil et al.,, 2019), o que pode desencadear

surtos de doengas infecciosas e a morte das espécies cultivadas. As perdas globais
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na aquicultura, podem variar de 1,05 a 9,58 bilhdes de ddlares por ano devido a

doencas infecciosas (Gonzales et al., 2020).

Para combater doencas na aquicultura, os antibidticos sintéticos,
medicamentos quimicos, vacinas e quimioterapicos tém sido cada vez mais utilizados
(Paray et al., 2020; El-Basuini et al., 2021). No entanto, o uso dessas substancias
pode causar a morte em massa de bactérias probioticas (Hasan et al., 2018)
favorecendo a criagdo de patogenos resistentes aos medicamentos e deixando
residuos nos peixes, que podem ser transmitidos aos humanos (Zhao et al., 2020;
Dawood et al., 2021).

Esses desafios sdo as maiores dificuldades relacionados a sustentabilidade da
aquicultura (Shourbela et al., 2021), o que torna importante a busca por tratamentos
mais naturais e sustentaveis para combater as doencas infecciosas (Abdel-Latif et al.,
2020). Estudos para o uso de plantas medicinais e seus derivados na aquicultura tem
crescido cada vez mais ao redor do mundo, principalmente por conta de suas
caracteristicas biodegradaveis pela facilidade de cultivo e por ndo deixarem residuos
acumulados nos tecidos dos animais (Valentim et al., 2018; Srichaiyo et al., 2020;
Sadeghi et al., 2020).

Dentre esses resultados, os OE destacam-se como metabdlitos das plantas
medicinais, com propriedades bioativas que os tornam uma op¢ao promissora para
uma aquicultura sustentavel (Magouz et al., 2021). Os principais compostos quimicos
presentes nos OE incluem terpenos, terpendides, fenilpropenos e isotiocianatos
(Hyldgaard e Meyer, 2012; Reverter et al., 2020; Kwanza et al., 2025).

Esses Oleos atuam principalmente nas membranas e no citoplasma das
bactérias, interferindo em seus processos e alterando sua estrutura celular (Calo et
al., 2015). Em geral, as bactérias Gram-positivas sdo mais suscetiveis aos 6leos
essenciais do que as Gram-negativas, ja que os acidos lipoteicdicos presentes em
suas membranas faciltam a quebra da membrana celular (Nazzaro et al., 2013;
Zanetti et al., 2015).

As doengas causadas por bactérias sao grandes desafios para a aquicultura, a
aplicacdo de OE ou outros produtos de origem vegetal para combater esses
problemas tem sido indicada como uma alternativa inovadora e sustentavel (Chagas
et al.,, 2020). Muitas pesquisas sdo realizadas para avaliar o uso de OE na
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preservagao de peixes e crustaceos, com foco no desempenho zootécnico,
melhoramento do sistema imunologico e aumento da resisténcia a doengas para o
ambiente de cultivo (Santos et al., 2017; Nizio et al., 2018).

Além de combater atividades microbianas patogénicas e reduzir a infestacéo
parasitaria (Majolo et al., 2019; Metin e Bicer, 2020; Gonzales et al., 2020). E
importante salientar que com os avangos nos estudos com os OE na Aquicultura, os
Oleos essenciais também podem ser utilizados como conservantes naturais, redutores

de estresse, anestésicos (Silva et al., 2019; Hoseini, Mirghaed, Yousefi, 2019).

2.2.1 Oleo essencial de Psidium guajava

A Psidium guajava, popularmente conhecida como goiabeira (Figura 1), € uma
planta medicinal que faz parte da familia Myrtaceae, esta familia possui varias
espécies, muitas delas produtoras de oleos essenciais (Weli et al., 2019). A familia
Myrtaceae, a qual a goiabeira pertence, € composta por cerca de 27 géneros e
aproximadamente 1.018 espécies, sdo arvores e arbustos perenes, encontradas

principalmente em regides tropicais e subtropicais (Flora Brasil, 2020).

As espécies do género Psidium sdo amplamente reconhecidas na pesquisa
etnobotéanica por suas propriedades medicinais e sao utilizadas no tratamento de
diversas doengas em humanos (Abreu et al., 2015; Santana et al., 2016; Yazbek et
al., 2019). Alguns desses usos populares ja foram confirmados por meio de estudos
cientificos (Macédo et al, 2018; Macaubas-Silva et al., 2019). Além de suas

propriedades medicinais, as plantas desse género também tém frutos de interesse
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comercial para a industria alimenticia (Franzon et al., 2009) e suas folhas sao ricas

em Oleos essenciais (Weli et al., 2019).

Entre as espécies de destaque esta a Psidium guajava L., que tem sido objeto
de diversas pesquisas (Ribeiro et al., 2017; Souza et al., 2018; Weli et al., 2019;
Hossain et al., 2024), devido a sua ampla distribuigdo em todo o Brasil, onde é
naturalizada (Flora do Brasil, 2020). Portanto, Raj e colaboradores (2023), afirmam
gue os Oleos essenciais extraidos da Psidium guajava L. (goiabeira) sdo reconhecidos

por sua eficacia e ampla variedade de propriedades bioativas.

Os estudos farmacoldgicos realizados com a casca, folhas e frutos da Psidium
guajava (goiabeira) mostram que a planta possui atividades antipiréticas, anti-
inflamatadrias, antibacterianas e hipoglicémicas (Chaturvedi et al., 2021). Isso deve-se
a diversidade de seus componentes terapéuticos, pois pesquisas cientificas tém sido
conduzidas para comprovar suas propriedades nutracéuticas e farmacoldgicas
(Ugbogu et al., 2022).

Os principais compostos bioativos presentes nas folhas da goiabeira séo os
flavonoides, polifendis e taninos, que possuem propriedades antimicrobianas e
imunomoduladoras (Kumar et al., 2021). Esses compostos tém demonstrado a
capacidade de fortalecer o sistema imunolégico e combater infecgbes bacterianas,
tornando a sua utilizacdo uma opgao promissora na aquicultura (Dewi et al., 2021;
Pereira et al., 2023).

E importante destacar o uso dos 6leos essenciais das folhas da goiabeira no
campo farmacéutico devido suas propriedades antimicrobianas, demonstrando forte
atividade contra uma variedade de patdgenos bacterianos e fungicos (Daswan et al.,
2017; Naseer et al., 2018). Com base nas qualidades do OE da P. guajava, tem
crescido o numero de estudos com extratos e Oleos de folhas de goiabeira na

aquicultura (Hossain et al., 2024).

Sendo assim, nos ultimos anos a utilizagdo de componentes presentes nas
folnas da goiabeira surge como promissores para melhorar a saude dos peixes e
aumentar sua resisténcia a doengas (Abdel-Latif et al., 2020). Podendo aproveitar
seus beneficios nutricionais e farmacéuticos, pois a utilizacdo de diferentes plantas

medicinais tem sido apontada como um fator que pode melhorar a sanidade de peixes
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e estimular seu desempenho zootécnico (Awad e Awaad, 2017, Reverter et al., 2017;
Kumar et al., 2021).

2.3 Atividade Antioxidante de 6leos essenciais

O estresse oxidativo é caracterizado quando ocorre um desequilibrio entre a
producao de radicais livres e a capacidade do organismo de neutraliza-los (Cianciullo
et al., 2021). Esta acdo esta associada ao desenvolvimento de diversas condigdes
patolégicas, podendo comprometer a saude e o funcionamento celular (Garcia et al.,
2022).

Diante da crescente preocupagédo global com doengas relacionadas ao
estresse oxidativo, os antioxidantes desempenham um papel essencial nas industrias
farmacéutica e alimenticia, pois atuam prevenindo ou inibindo a oxidagdo das
moléculas (Bhalodia et al., 2013; Lupia et al., 2024).

Embora possam ser sintéticos ou naturais, os antioxidantes de origem natural
tém recebido atencdo devido aos possiveis efeitos adversos dos antioxidantes
sintéticos (Lourenco et al., 2019). Extraidos principalmente de plantas medicinais, os
Oleos essenciais apresentam alto potencial para diminuir e até substituir os
antioxidantes sintéticos, pois os OE sao ricos em fendlicos, vitaminas e carotenoides,
substancias reconhecidas por sua elevada atividade antioxidante (Manessis et al.,
2020).

Os o6leos essenciais sdo constituidos por uma complexa mistura de terpenos,
compostos fendlicos, alcoois, cetonas e ésteres, apresentam propriedades
antioxidantes que os tornam eficazes na prevencdo de doencgas associadas ao
estresse oxidativo (Zhu et al.,, 2024). Além de atuarem contra a autoxidagdo e

deterioracao (Carocho et al., 2018).

Dessa forma, varios 6leos essenciais (OE) tém ganhado popularidade em
diversos setores devido as suas bioatividades (Tabela 1), principalmente as suas
propriedades antioxidantes (Lupia et al., 2024). Tanto as Universidades quanto a
industria tém investido em pesquisas para explorar o potencial dos 6leos essenciais
como antioxidantes no desenvolvimento de aplicagdes medicinais € na conservagao

de alimentos (Rodrigues et al., 2024).
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Tabela 1. Atividade antioxidante de 6leos essenciais pelos métodos de analise DPPH e

ABTS.

Método/Concentragao inibitoria

Oleo essencial Autor
DPPH ABTS
Psidium sobralianum 5,99 mg/mL -
Psidium laruotteanum 52,33 mg/mL - Macedo et al., 2022
Psidium salutare 54,34 mg/mL -
Prangos pabularia 100 pg/mL - Banday et al., 2022

Laureliopsis philippiana

Rosmarinus officinalis L.

Thymus serpyllum L.

Tetraclinis articulata

>1000 pg/mL
350 pg/mL
0,75 mg/mL

19,8 x 10° ug/mL

>1000 pg/mL

0,34 mg/mL

1,67 x 10° ug/mL

Bruna et al., 2022
Becer et al., 2023
Salaria et al., 2023

Khatib et al., 2024

Camomila 100 pg/mL - Alahmady et al., 2024
Ocimum basilicum L. 29,89 mg/mL 9,60 mg/mL Hernandez et al., 2024
Lippia alba 26,8 ul/mL - Joshi et al., 2018
Zingiber officinale 2,73 mg/mL -

Trikatu 13,74 mg/mL -

Pramitha et al., 2025

Piper retrofractum 20,97 mg/mL -

Piper nigrum 24,44 mg/mL -

Cymbopogon citratus

68,0 umol TE/mg

76,8 umol TE/mg

Magri et al., 2025

Legenda: DPPH

Radicais livres estaveis. Fonte: O autor.

(2,2-difenil-1-picrilidrazila) e ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)):

A atividade antioxidante dos O&leos essenciais pode ocorrer por dois

mecanismos distintos (Amorati et al, 2013). O primeiro mecanismo envolve o0s
terpenos fendlicos, que funcionam como doadores de hidrogénio, interrompendo a
propagacao de radicais livres durante a autoxidacdo (De Sousa et al., 2023). O

segundo mecanismo, atua como

relacionado aos terpenos nao fendlicos,
antioxidantes de aprimoramento de terminacdo, os terpenos oxidam-se junto aos

lipidios (Cravero et al., 2024).
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Com o crescimento da populagao mundial, o desafio de assegurar a seguranga
alimentar e o acesso adequado a proteinas se torna cada vez mais importante (Orzuna
e Rivera, 2024). Nesse contexto, a aquicultura tem se destacado como uma industria
fundamental para enfrentar essa questao, apresentando um crescimento significativo
nas ultimas décadas (FAO, 2024).

Os dleos essenciais podem fortalecer a imunidade inata e a capacidade
antioxidante, desempenhando um papel fundamental na prevencao e eliminagédo de
patdogenos (Mohammadi et al., 2022). O uso de 6leo do coentro (Coriandrum sativum
L) mostrou melhorar as atividades antioxidantes, as respostas imunoldgicas inatas e

aumentou a resisténcia contra Aeromonas hydrophila em peixes (Das et al., 2023).

Os compostos quimicos dos 6leos essenciais tém atraido atengédo devido ao
seu efeito estavel, menor resisténcia dos patdgenos, baixa toxicidade frente aos
organismos e 0 meio ambiente, além de sua produgao de baixo custo e aplicagao

economicamente viavel (Reverter et al., 2021),

Mas, € importante ressaltar que os Oleos essenciais apresentam algumas
limitagbes para uso na aquicultura, como a falta de estabilidade e o impacto nas
caracteristicas organolépticas da carne de peixe (Luis et al. 2019), a
nanoencapsulacao desses Oleos pode solucionar esses problemas, pois protege os
Oleos essenciais contra a oxidacdo, melhorando sua disponibilidade e eficacia
(Masoomi Dezfooli et al., 2019).

2.3.1 Método DPPH

O 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) ndo € um radical livre de ocorréncia natural,
ele apresenta uma relativa estabilidade quando comparado as espécies reativas de
oxigénio (Heim et al, 2002). Este composto é amplamente utilizado como uma
estratégia para quantificar a atividade antioxidante total (AAT) em substancias (Polez
et al., 2023).

A utilizacdo do DPPH em ensaios € um método espectroscopico que monitora
a diminuigao da absorbancia de uma solugao de radical DPPH a 515 nm (Markus et
al., 2025). O teste avalia a capacidade dos antioxidantes em eliminar os radicais livres
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DPPH. O elétron impar presente no atomo de nitrogénio do DPPH ¢é reduzido pela
transferéncia de um &atomo de hidrogénio dos antioxidantes, resultando na

neutralizagdo da espécie reativa (Rana et al., 2024).

2.3.2 Método ABTS

O radical catidnico ABTS<+ € uma espécie sintética frequentemente utilizada
em ensaios colorimétricos para avaliar a atividade antioxidante de compostos
sintéticos e naturais (llyasov et al., 2020). O ensaio utilizando o ABTS++ € um método
colorimétrico em que o radical ABTS<+ sofre uma diminuigdo de cor na presenca de
antioxidantes, e geralmente preparado em solugdo com potassio (Bessada et al.,
2015).

Durante esse processo, a reacado entre o radical ABTS e os antioxidantes
resulta na reducdo da intensidade da coloracdo, permitindo a quantificacdo da

atividade antioxidante da substancia analisada (Egbewale et al., 2025).

2.4 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

A aquicultura é um setor em expansao que desempenha um papel fundamental
na seguranca alimentar global (FAO, 2024). Porém, um dos maiores desafios
enfrentados por este setor € o impacto econbmico causado pela alta taxa de
mortalidade dos peixes, na grande maioria resultante de surtos de doengas
infecciosas (Swathy et al., 2018). Sendo as bactérias os principais agentes infecciosos

presentes no cultivo (Birkbeck et al., 2011; Frans et al., 2011).

A presenga de micro-organismos patogénicos € um risco tanto para a saude
humana quanto animal (Dong He et al., 2024). Agentes infecciosos como as bactérias,
podem se espalhar em diferentes etapas da producao de alimentos e da aquicultura,
elas representam uma ameaca, podendo comprometer a segurancga alimentar e afetar

toda a cadeia produtiva (Nisa et al., 2023).

Os o6leos essenciais sdo compostos naturais formados por uma variedade de
metabdlitos secundarios, e sdo conhecidos por suas propriedades antimicrobianas
(Zhang e Piao, 2023). Devido a sua eficacia no combate a micro-organismos esses

Oleos tém se destacado como alternativas promissoras, especialmente por



28

apresentarem poucos efeitos colaterais (Chukwuma et al., 2023). Sendo a maioria

liquidos aromaticos e volateis.

Diversos OE apresentam atividade antimicrobiana (Millezi et al., 2016; Reda et
al., 2020). Porém, apesar de seu potencial uso em diferentes aplicagdes, apenas uma
pequena parte desses compostos € explorada comercialmente (Ragno et al., 2020).
E possivel que a principal agdo antimicrobiana do OE esta relacionada a sua interagdo
com a membrana e a parede celular bacteriana, mas sado necessarias investigagdes
mais detalhadas para compreender os diversos mecanismos de agado desses

compostos (El-Tarabily et al., 2021).

Os beneficios dos Oleos essenciais estdo principalmente associados a
presenca de terpenos, terpenoides e fenilpropanoides, que constituem os principais
componentes dessas misturas bioativas (Zhang e Piao, 2023). A atividade
antimicrobiana dos OE esta relacionada com a sua capacidade de romper a

membrana bacteriana, inibindo as fungdes celulares essenciais (Bajpai et al., 2012).

Os compostos fendlicos presentes nos 6leos essenciais desempenham papel
fundamental na agédo antimicrobiana contra patégenos (Zang e Piao 2023). Esses
compostos promovendo alteragdes na permeabilidade celular, causando danos as
membranas celulares microbiana, disfungdo celular, causando vazamento do

conteudo intracelular, levando a inibicado do crescimento microbiano (Bajpai et al.,
2012; Srivastava et al., 2022).

Diversos OE, como o dleo essencial de pimenta do reino (Piper nigrum L), cravo
(Syzygium aromaticum) e tomilho (Thymus vulgaris), podem ser utilizados e sao
reconhecidos pela seguranga em seu uso como antimicrobianos (Swathy et al., 2018;
Valdivieso-Ugarte et al., 2021). O 6leo essencial de pimenta-do-reino (Piper nigrum)
possui efeito antimicrobiano contra a Pseudomonas aeruginosa, um patégeno de

interesse para a aquicultura (Swathy et al., 2018).

O d6leo essencial de cravo (Syzygium aromaticum), possui um aroma
caracteristico e picante, além de apresentar significativa atividade antibacteriana
contra Staphylococcus aureus (Li et al., 2025). O 6leo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris), € composto por uma diversidade de substancias quimicas e apresenta uma
atividade antimicrobiana potente, sendo eficaz contra bactérias tanto Gram-positivas
quanto Gram-negativas (Kowalczyk et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643824007102#bib44
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Além disso, estudos realizados com os Oleos essenciais de manjericao
(Ocimum basilicum L), lavanda (Lavandula officinalis) e citronela (Cymbopogon
nardus), demonstraram efeitos inibitorios satisfatorios frente a bactérias de interesse
para aquicultura e industria alimenticia (Ciocarlan et al., 2021; Srivastava et al., 2022;
Dong-yun, 2022).

A utilizacdo de oleos essenciais como agentes antimicrobianos surge como
uma alternativa promissora a cada ano, para enfrentar o crescente desafio global da
resisténcia aos antibidticos, podendo contribuir para a redugao dos impactos na saude

unica e dos custos associados a esse problema (Vukovi¢ et al., 2024) (Tabela 2).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/lavandula
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/citronella
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643824007102#bib12
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643824007102#bib15
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643824007102#bib15

1

2

Tabela 2. Efeitos inibitérios de 6leos essenciais frente a cepas de bactérias de interesse para a Aquicultura e interesse alimentar.
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Oleo essenciall constituinte

Bactéria alvo do estudo

Conc./ und inibitoria

Autor

Psidium guajava L.
Psidium guajava L
Caucalis platycarpos L.

Eryngium caucasicum Trautv.

Lippia alba

Lippia sidoides
Mentha piperita
Lavandula x intermedia
Mentha arvensis L
Laurus nobilis

Laurus nobilis
Thymus vulgaris
Thymus vulgaris
Piper nigrum

Laurus nobilis
Thymus vulgaris
Syzygium aromaticum
Rosmarinus officinalis
Lavandula angustifolia
Salvia sclarea
Melaleuca alternifolia
Lavandula stoechas
Thymus pallidus

Streptococcus agalactiae
Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae
Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

6,25 mg/ml
6,75 pg/ml
400 pg/mL
600 pg/mL
1,666.7 pug/mL’
312.5 ug mL™"
1,250 pg mL!
18 pg/mL.
18 pg/mL.
12,50 mg/mL
12,50 mg/mL
6,25 mg/ml
6,25 mg/ml
140 nl m| -
800 pg/ml
0,737 mg/mi
1.266 mg/ml
32,25 pl /mL
125 pl /mL
20 pli/ml
5 ul/ml
2,50 mg/ml
0,625 mg/ml

Silva et al., 2016
Soliman et al., 2016
Mohamadipour et al. 2018
Mohamadipour et al. 2018
Majolo et al., 2018
Majolo et al., 2018
Maijolo et al., 2018
Iseppe et al., 2020
Iseppe et al., 2020
Ozogul et al., 2022
Ozogul et al., 2022
Ozogul et al., 2020
Ozogul et al., 2020
Myszka et al., 2019

He et al., 2024
He et al., 2024
Mourabiti et al., 2024
Mourabiti et al., 2024
Srivastava et al., 2023
Srivastava et al., 2023
Soulaimani et al., 2025
Soulaimani et al., 2025

Thielmann, Muranyi, Kazman, 2019.

Legenda: Conc./ und inibitéria: Concentragao inibitdria minima. Fonte: O autor


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/thymus-vulgaris
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/thymus-vulgaris
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/escherichia-coli
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2.5 Streptococcus agalactiae no cultivo de tilapia

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) se tornou a segunda espécie de peixe
mais cultivada na aquicultura em todo o mundo em 2022, com uma produgao anual
de 5,3 milhdes de toneladas (FAO, 2024). A tilapia € considerada uma espécie rustica,
devido a sua capacidade de adaptacdo em diversas condigdes de cultivo, mas nos
ultimos anos enfrenta ameacas significativas de doencgas bacterianas (Zhu et al,,
2024).

A estreptococose é uma das principais doengas de origem bacteriana que
causa perdas econdmicas significativas na aquicultura em todo o mundo,
especialmente no cultivo de tilapia (Zhang et al., 2022). O primeiro registro na literatura
sobre o surto da estreptococose em piscicultura foi no Japao, na criagao da truta arco-
iris em 1970, logo apo6s foram surgindo casos dessa infecgdo em outras espécies de

peixes em diversos paises (Silva et al., 2019).

Essa doenga tem prevaléncia em regides temperadas e tropicais, podendo
atingir taxas de mortalidade na produgao de tilapia, principalmente durante a estagéo
de verao (Zhu et al., 2024). A estreptococose é causada pelas bactérias do género
Streptococcus spp., sendo a Streptococcus agalactiae e S. iniae os principais agentes

etiologicos causadores de perdas no cultivo de tilapia (MSD Animal Health, 2012).

A S. agalactiae, € uma bactéria gram-positiva pertencente ao grupo de
bactérias do soro tipo B, € um micro-organismo que causa doengas graves em
humanos, mamiferos e peixes (Leita et al., 2017). Esse micro-organismo € um
problema tanto para peixes de agua doce quanto para os de agua salgada,
especialmente em sistemas de cultivo, podendo causar elevadas perdas econémicas

na aquicultura (Lukman et al., 2023).

O S. agalactiae, € um agente patogénico de importancia para a aquicultura pois
€ reconhecido como causador de impactos significativos globalmente neste setor
produtivo (Zhu et al., 2023). O surgimento de infecgdes causadas por esse micro-
organismo tem provocado prejuizos a criagao de tilapias (Zhu et al.,, 2024). A
incidéncia dessas infecgdes apresenta taxas de mortalidade acumulada que podem
atingir até 90% na producéo (Liu et al., 2016; Zhu et al., 2024).


https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/oncorhynchus-mykiss
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/oncorhynchus-mykiss
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A S. agalactiae pode causar septicemia e meningoencefalite em peixes, o que
a torna uma ameaga para a produgéo aquicola, os impactos podem ser significativos
na tilapicultura (Leal et al., 2019). No Brasil, essa bactéria esta presente em diversos
estados Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Ceara, Mato
Grosso, Pernambuco, Goias e Espirito Santo, onde os surtos ocorrem com frequéncia,

gerando prejuizos significativos para os produtores (Barony et al., 2017).

2.6 Atividade de toxicidade de dleos essenciais

O interesse por extratos brutos e 6leos essenciais (OE) de plantas aromaticas
e medicinais tem crescido, isso se da principalmente por suas propriedades bioativas
(Afonso et al., 2024). Os oleos essenciais extraidos de plantas sdo misturas naturais
complexas de compostos volateis, que as plantas produzem como parte de seu

metabolismo secundario (Nwanade et al., 2022).

As avaliagdes toxicologicas de 6leos essenciais tém recebido cada vez mais
atencao nos ultimos anos (Martinez et al., 2022). Os produtos de origem vegetal séo
considerados seguros, embora as plantas possam produzir e acumular diversos
compostos que podem ter efeitos toxicos no meio ambiente (Ifeoma e Oluwakanyinsol,
2013; Ofosu et al., 2020).

A toxicidade dos 6leos essenciais pode ser influenciada por varios fatores,
como a genética da planta, sua classificacao taxonémica, a parte utilizada, ou a regido
geografica de cultivo (Afonso et al., 2024). Além dos métodos de producao e analise

empregados para extrair e quantificar esses compostos (Thangaleela et al., 2022).

Antes que possam ser feitas recomendacdes para sua aplicagdo em campo, &
necessario adquirir conhecimento sobre os efeitos toxicolégicos de produtos vegetais
e seus mecanismos subjacentes por meio de estudos laboratoriais (Piri et al., 2020).
Pois os estudos sobre os efeitos téxicos ambientais de produtos vegetais ainda nao

apresentam um consenso (Afonso et al., 2024).

Embora algumas pesquisas indiquem a presencga de toxicidade, tanto em curto
quanto em longo prazo (Ifeoma e Oluwakanyinsol, 2013; Ofosu et al., 2020; Yap et al.,

2021). Os estudos que investigam a potencial toxicidade de O6leos essenciais
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geralmente focam nos organismos nao-alvos, utilizando testes de toxicidade in vitro

para avaliar os seus efeitos (Miura et al., 2021).

Os organismos aquaticos estdo entre os mais utilizados nos testes
toxicolégicos associados a produtos de origem vegetal, com o objetivo de avaliar os
seus efeitos no meio ambiente (Amoatey e Baawain, 2019). Os testes de toxicidade
com Daphnia magna e peixes sao os mais utilizados para avaliar a toxicidade de OE
(Ferraz et al., 2022). Assim como a D. magna, a Artemia sp. também é um dos

organismos que podem ser utilizado nesses estudos (Everton et al., 2020).

A avaliagéo da toxicidade dos OE é medida pela concentracao de efeito (50%)
ou pela concentragédo letal (CLso), parametros de estimadas de substancias que
provocam efeito em 50% dos individuos testados dentro de um periodo especifico
(Miura et al., 2021). Portanto, a avaliacdo ecotoxicoldégica é fundamental para
determinar os parametros que garantam o0 uso seguro de Oleos essenciais na
piscicultura (Souza et al., 2019; Bashir et al., 2020).

2.6.1 Utilizacao da Daphnia magna em ensaios de toxicidade

A Daphnia magna, pertencente a ordem Cladocera e popularmente conhecida
como pulga d'agua, € um dos microcrustaceos de agua doce mais utilizados como
bioindicador em avaliagdes de risco ecotoxicolégico agudo (Afonso et al., 2024). Esse
organismo aquatico se alimenta principalmente de plancton e na fase adulta, pode

atingir um comprimento de até 5,0 mm (Miura et al., 2021).

A D. magna (Figura 2), € amplamente conhecida como um organismo modelo
em testes toxicologicos, incluindo experimentos de 21 dias, devido as suas diversas
vantagens (Silva et al., 2024). Dentre elas estédo o facil cultivo em laboratério que a
torna uma boa escolha para os ensaios experimentais em grande escala (Miura et al.,
2021).

Figura 2. Daphnia magna. Fonte: O autor
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Além disso, a ampla distribuicdo em ambientes aquaticos, ciclo de vida curto e
facilidade de manutengao dos cultivos em laboratorio sdo caracteristicas importantes
para a utilizagcdo da D. magna em modelo em testes toxicolégicos (Lee et al., 2019).
E importante destacar que a D. magna é um microcrustaceo que possuem alta

sensibilidade a substancias téxicas (Bownik, 2017).

A D. magna é utilizada para avaliar a toxicidade aguda de substancias ao
observar se os organismos se tornam imdveis apds serem expostos a diferentes
concentragbes de um composto por 24 a 48 horas (Miura et al., 2021). Esse teste
permite identificar a Concentragdo Efetiva Média (CEso), ou seja, a quantidade da
substancia que causa efeitos em metade dos organismos no tempo definido (OCDE,
2004).

Na aquicultura, os Oleos essenciais, que tém diferentes composi¢des e
comportamentos, podem impactar outras espécies aquaticas, como a D. magna, que
nao sao o alvo principal (Tkaczyk et al., 2021). Como esse microcrustaceo € sensivel,
os testes de toxicidade aguda auxiliam a comparagao do impacto ambiental de 6leos
essenciais, oferecendo informagdes importantes sobre os riscos para o meio aquatico
(Miura, 2018).

2.6.2 Utilizacao da Artemia salina em ensaios de toxicidade

A Artemia salina (Leach, 1819), comumente chamada de camarao de agua
salgada, € um microcrustaceo que habita ambientes marinhos (Pecoraro et al., 2021).
Uma de suas caracteristicas importantes € a produgéo de grande quantidade de cistos
inativos, que permanecem em estado de dorméncia e n&o se desenvolvem enquanto

sdo mantidos em condi¢des de baixa umidade (Van Stappen et al., 2020).

A A. salina é conhecida especialmente por sua capacidade de produzir cistos
que podem ser preservados por longos periodos (Monteiro et al., 2023). Sao alimentos
que estao disponiveis comercialmente, sendo uma importante fonte de alimento para

peixes e crustaceos na aquicultura (Krishnaraj et al., 2024).

Além disso, a A. salina tem diversas aplicacbes em diferentes areas da ciéncia,
devido as suas especificidades e facilidade de estudo (Pecoraro et al., 2020). Nos
ultimos anos, foi observado uma ampla aplicacdo da A. salina em estudos da

toxicidade e ecotoxicidade (Aguiar et al., 2022). E importante salientar que os nauplios


https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ecotoxicity
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de Artemia (Figura 3), tém sido utilizados ha mais de 40 anos em estudos
toxicolégicos e ecotoxicolégicos como um método pratico e econdmico para
determinar a bioatividade de compostos sintéticos e produtos naturais (Shokry et al.,
2021). Permitindo obter resultados eficazes de forma simples, e tornando-os uma
ferramenta importante em pesquisas de impacto ambiental e seguranga de

substancias (Monteiro et al., 2023).

S

Figura 3. Nauplio de Artemia salina
Fonte: O autor

Portanto, € possivel observar que a Artemia salina possui importancia nos
estudos de toxicidade de Oleos essenciais e compostos de interesse para a
aquicultura (Swathy et al., 2018; Guo et al., 2024). Sendo um organismo essencial

para elucidar sobre indices de toxicidade desses compostos (Aguiar et al., 2023).


https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/bioactivity
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/occurrence-in-nature
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar se do 6leo essencial de Psidium
guajava possui toxicidade em microcrustaceos Daphnia magna e Artemia salina,
atividade antioxidante e agao antimicrobiana contra Streptococcus agalactiae, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar se o 6leo essencial possui concentragéo letal frente aos organismos
aquaticos, Artemia salina e Daphnia magna.

e Avaliar se o 6leo essencial possui atividade antioxidante para eliminacdo dos
radicais livres DPPH e ABTS.

e Avaliar se a concentragao inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial inibe a
multiplicacao in vitro de cepas bacterianas de interesse em piscicultura.

e Avaliar se o 6leo essencial possui concentracdo bactericida minima (CBM)

frente as bacterianas de interesse em piscicultura
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento e aquisicdo e composi¢cao quimica do 6leo essencial

Para todos os ensaios conduzidos na presente pesquisa, adotou-se 0 mesmo
delineamento experimental, configurado como delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Esse modelo foi escolhido por permitir a distribuicdo aleatoria das unidades
experimentais entre os tratamentos, minimizando a influéncia de fatores néo
controlados e garantindo a homogeneidade das condi¢gbes experimentais.

O dleo essencial das folhas da P. guajava utilizado no presente estudo foi
extraido por destilagdo de arraste a vapor e adquirido da empresa LEGEE. A
caracterizagdo do Oleo essencial foi realizada pelo fornecedor através de
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas com o
cromatografo Agilent, Modelo MSD5977B. A composigao quimica do 6leo essencial foi

descrita na tabela 3.
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Tabela 3. Concentracido dos compostos ativos presentes no 6leo essencial de Psidium
guajava; composi¢cao quimica, area relativa dos picos referentes aos compostos, similaridade,
tempo de retencdo em minutos e a numeragao Unica atribuida a cada composto quimico
(CAS)*.

Area Tempo de
Concentragao Similaridade*
Nome do composto relativa* retencao* CAS#*
(mgl/g)** (%) .
(%) (min)
a-Pineno 24 0,24 95,31 6,40 80-56-8
p-Cimeno 1,8 0,18 96,16 9,12 99-87-6
Limoneno 7,5 0,75 96,19 9,26 5989-27-5
Eucaliptol 45,8 4,58 97,33 9,35 470-82-6
a-Terpineol 1,9 0,19 96,87 14,72 98-55-5
Copaeno 8,0 0,80 96,99 20,95 3856-25-5
B-Cariofileno*™** 259,2 25,92 98,46 22,38 87-44-5
Humuleno 39,5 3,95 97,87 23,41 6753-98-6
B-Panasinseno 21,7 2,17 96,04 24,07 103827-
22-1
b-Selineno*™** 226,4 22,64 97,29 24,45 17066-67-
0
Y-Selineno*** 191,3 19,13 96,40 24,71 515-17-3
a-Muuroleno 6,3 0,63 96,04 24,81 10208-80-
7
B-Bisaboleno 1,7 0,17 96,28 25,03 495-61-4
Y-Cadineno 26,9 2,69 97,63 25,23 39029-41-
9
7 epi-a-Selineno 4,9 0,49 96,79 25,36 123123-
37-5
d-Cadineno 24,8 2,48 96,55 25,49 483-76-1
a-Calacoreno 2,3 0,23 97,03 26,08 21391-99-
1
Oxido de 56,1 5,61 95,82 27,29 1139-30-6
Cariofileno
Oxido de 3,7 0,37 95,27 28,03 19888-34-
Humuleno 7
t-Cadinol 13,4 1,34 96,53 28,90 5937 11 1
Selin-6-en-4-a-ol 35,4 3,54 96,73 29,31 118173-
08-3

Fonte: *Legeé, (2025); CAS# numeragdo unica atribuida a cada composto quimico;
**Concentracao dos ativos em calculos baseados na area relativa; *** compostos majoritarios

4.2 Ensaio de toxicidade aguda do 6leo essencial em Daphnia magna
Os ensaios de toxicidade aguda com Daphnia magna foram realizados no
Laboratério de Nutricdo e Sanidade de Peixes da Estacdo de Aquicultura da

Universidade Federal do Delta do Parnaiba, em Parnaiba, Piaui. A metodologia



utilizada foi estabelecida pelo guia da OECD (2004) — Guidelines for Testing of

Chemicals — Draft Guideline 202, com adaptacgdes.

Os exemplares de D. magna, juvenis e adultos, foram adquiridos de um
produtor local e foram previamente identificados quanto a espécie conforme
(Miura et al., 2018; Miura et al., 2021). Os individuos foram cultivados em
aquarios abastecidos com trés litros de agua contendo os componentes minerais
descritos na Tabela 4. No momento da inoculagdo, a agua apresentava
temperatura de 24,0 °C, pH 7,0; dureza total de 50,0 mg.L ' de CaCOs e
condutividade elétrica de 155,8 yS.cm '. Os aquarios com D. magna foram
mantidos sob luz artificial de 18 w e 5500 K, com fotoperiodo de 16 horas de luz
e 8 horas de escuro.

A alimentacao dos organismos foi composta por suspensao da microalga
Spirulina platensis na concentragao de 130 células por mL fornecida a cada trés
dias. Os parametros de qualidade de agua do cultivo foram analisados
diariamente com determinagdo dos niveis de oxigénio dissolvido, pH, amodnia,
dureza, nitrito e temperatura. A troca de agua total do cultivo foi realizada a cada
trés dias para manter os parametros fisico-quimicos ideais para a espécie
cultivada (Miura et al., 2018).

Tabela 4.Composi¢do quimica da agua utilizada no cultivo de Daphnia magna.

Componente Concentragdo mg/L
Bicarbonato 67,88

Cloreto 13,47

Calcio 11,75

Potassio 10,37

Magnésio 6,31

Saddio 4.1

Sulfato 0,79

Fluoreto 0,05

Fonte: do autor (2025), mg/L: miligramas por litro.

4.3 Ensaio de toxicidade aguda do 6leo essencial em Daphnia magna

Para o ensaio de toxicidade aguda, foram utilizados tubos de ensaio
contendo 10 mL de agua e 6leo essencial diluido em dimetilsulféxido (DMSO) a
1%. O DMSO na concentragao de 1% foi utilizado pela eficiéncia na diluicdo do

Oleo essencial e por ndo apresentar efeito toxico para D. magna em ensaios
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preliminares.

As concentragdes finais do 6leo foram as seguintes: 0.00001235 mg-L™;
0.0001235 mg-L™; 0.001235 mg-L™"; 0.01235 mg-L™"; 0.1235 mg-L™"; 1.235
mg-L™; 12.35 mg-L™"; 123.5 mg-L™" e 1.235 mg-L™". Um grupo contendo agua de
cultivo e outro grupo com agua de cultivo + DMSO na concentragao final de 1%
constituiram os controles do experimento.

Cada concentragcao no tubo de ensaio caracterizou um tratamento do
experimento que foi realizado com cinco réplicas. Cada tratamento
(concentragao) continha 4 neonatos (2,25 individuos por mL) com 24 a 26 horas
de nascidos. A toxicidade de cada tratamento foi avaliada através da mobilidade
da D. magna a cada 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 e 48 horas.

Ao final dos testes, o oxigénio dissolvido e o pH foram avaliados nos
tratamentos controles e na maior concentragéo testada (OECD, 2004). O valor
da concentracao capaz de imobilizar 50% dos individuos em 48 horas (CL50-48h)
e o grafico de sobrevivéncia dos animais foram obtidos através do software
GraphPad Prism 8.

4.4 Ensaio de toxicidade aguda do 6leo essencial em Artemia salina

Os ensaios de toxicidade aguda com Artemia salina foram conduzidos no
Laboratério de Nutricdo e Sanidade de Peixes, localizado na Estacdo de Aquicultura
da Universidade Federal do Delta do Parnaiba. Os testes foram adaptados dos

protocolos empregadas por Miura et al., (2018) e do manual OCDE (2004).

Foram utilizados nauplios de A. salina obtidos por eclosao de cistos viaveis, 0s
ciscos foram adquiridos da empresa insetolab, da marca hanimal. Para a eclosao, 1g
de cistos foi hidratado por 1 hora em agua destilada. Em seguida, os cistos foram
dispostos em recipientes contendo 3 litros de solucéo salina a 35 ppt. Os recipientes
de eclosdao foram mantidos sob luminosidade continua e aeragdo constante para
agitacao dos cistos. Apos 24 horas foi realizada a selegao dos nauplios viaveis para

os testes.

Para esse ensaio, o 6leo essencial de P. guajava foi previamente diluido em
DMSO a 1% para formacgao da solucado estoque. O DMSO na concentragao de 1%

nao apresentou efeito toxico para A. salina em ensaios preliminares. Os nauplios
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foram transferidos para tubos de ensaio de 15 mL contendo 10 mL de solugéo salina
(35ppt) e bleo essencial nas seguintes concentragées: 0.00001235 mg-L™; 0.0001235
mg-L™"; 0.001235 mg-L™"; 0.01235 mg-L™; 0.1235 mg-L™; 1.235 mg-L™"; 12.35 mg-L™™,
123.5 mg-L™" e 1.235 mg-L™". Nesse ensaio os grupos controle consistiram em
nauplios dispostos em tubos com solucgéo salina e nauplios em solugio salina e DMSO
(1%).

Cada tubos de ensaio continha 4 nauplios, totalizando 20 individuos por
tratamento no experimento (OECD, 2004). A mobilidade dos organismos foi
monitorada em intervalos de 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24 e 48 horas. O experimento foi
realizado com 5 réplicas. Durante o ensaio, os nauplios foram mantidos sob condi¢des
controladas de luminosidade (lampadas de 18 W e 5500 K) e temperatura (24 + 0,5°C).

Ao término do ensaio, o oxigénio dissolvido e o pH foram mensurados nos
tratamentos controle e na maior concentracdo de oleo essencial testada (OECD,
2004). O valor da concentragéo capaz de imobilizar 50% dos individuos em 48 horas

(CL50-48h) foi determinado com o software GraphPad Prism 8.

4.5 Avaliacao da atividade antioxidante do 6leo essencial.

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
Nucleo da Pos-Graduacédo da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar). A
metodologia utilizada foi estabelecida por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995);
Chen et al., (2020) e Scherer e Godoy (2009), com adaptacoes

As anadlises da atividade antioxidante de P. guajava foram realizadas in vitro
através dos métodos de sequestradores de radicais ABTS (2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) e DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Para
tanto, o dleo essencial foi testando em concentragdes que variaram entre 2.860 a 40
pug.mL'. O controle positivo o teste foi feito com Trolox ((()-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid)) e o acido ascérbico nas concentragdes 25 a
0,049 pg.mL-1.

4.6 Método ABTS

A capacidade do 6leo de eliminar radicais ABTS foi determinado de acordo com

Chen et al. (2020), com adaptagdes. Inicialmente foi preparado um cromdforo
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(azul/verde) utilizando 1,0 mL da solugédo de ABTS com concentragao de 3,8 mg-mL™
diluido em 1,0 mL da solugéo de persulfato com concentragao de 0,66 mg-mL™". Esse
processo foi realizado 16 horas antes do inicio do ensaio antioxidante. A producao do
cromoforo foi observada através da reagdo entre ABTSe+ (7mM) e persulfato de
potassio (2,45mM) durante 12 a 16h em temperatura ambiente ao abrigo da luz. A
leitura do cation ABTSe+ foi feita através da sua diluigdo em tampao fosfato até atingir
uma absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm.

Em seguida, adicionou-se 50ul do dleo essencial e 150ul da solugao do radical,
em microplaca de 96 pocos. A microplaca foi incubada por 10 min a temperatura
ambiente protegida da luz. A absorbancia das amostras foi aferida com leitor de
microplacas SpectraMax 19 (Molecular Devices, LLC, USA). Todo o experimento foi

realizado em triplicata. A capacidade de eliminacdo de radicais ABTS foi calculada

)x 100. Onde o ABTS representa a

AABTS—Aamostra
AABTS

absorcao do controle negativo (ABTS com solvente tampéao fosfato), e a amostra

pela seguinte formula: % Inibigdo= (

representa a absorgao do ABTS com adigdo de amostra.

4.7 Método DPPH

Para o ensaio com o radical DPPH utilizou-se a metodologia de Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), com adaptagdes no uso de alcool etilico P.A. como solugao
solvente e na proporgdo amostra/radical. O DPPH foi diluido até a concentracéo de
100 yM. Essa concentracdo encontra-se dentro da faixa de linearidade para as
solugdes de DPPH (Scherer e Godoy, 2009).

Para as analises adicionou-se em microplaca de 96 pogos, 50ul do 6leo
essencial e 150ul da solucdo do radical. O alcool etilico e a solucido de DPPH foram
0s grupos controle negativo do teste. Apds homogeneizar a mistura, a microplaca foi
incubada por 30 min a temperatura ambiente e protegida da luz. A absorbéncia das
amostras foi aferida utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax 19, Molecular
Devices, LLC, USA) com comprimento de onda de 517nm. Todo o experimento foi

realizado em triplicata.
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4.8 Avaliacao da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Psidium guajava

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Microbiologia do
Nucleo da Pos-Graduacédo da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar). A
metodologia utilizada foi estabelecida pelo Clinical and laboratory Stardarts Institute
(CLSI, 2023).

4.9 Cepas bacterianas utilizadas

Foram utilizadas bactérias gram-negativas e gram-positivas nos testes. Trés
espécies reconhecidas como patdogenos de interesse para aquicultura, sendo Bacillus
subtilis 6633, Pseudomonas aeruginosa 27853, e Streptococcus agalactiae 13813.
Duas cepas utilizadas eram de interesse alimentar, Staphylococcus aureus 29213 e
Escherichia coli 25922. E uma de interesse humano, a Klebsiella pneumoniae 13883

As bactérias, B. subtilis, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus e E. coli foram
repicadas em agar Mueller- Hinton (MH) 24 horas antes do inicio dos testes e mantidas
em condigdes aerdbias em estufa a temperatura de 35 £ 2 °C. A cepa de S agalactiae,
foi repicada 48 horas antes dos ensaios em agar de soja triptico (TSB) (Sigma-Aldrich)
e mantida em jarra de anaerobiose, em material acrilico de 2,5 litros, a temperatura de
35+2°C.

4.10 Determinagao da Mc Farland

Para a determinacdo da concentracdao da suspensao de bactéria, foi feita a
diluicdo da cepa em solugéo salina a 0,85% e feita a leitura comparativa com a escala
de MC Farland entre absorbancia de 0,08 a 0,11 nm utilizando um espectrofotdmetro
modelo UV-Vis UV 1800 (Shimadzu) com o comprimento de onda a 625 nm.

A leitura para as cepas foi de 0,10 para B. subtilis ATCC 6633; 0,086 para a E.
coli 25922; 0,089 para P. aeruginosa 27853; 0,11 para a S. aureus 29213; 0,08 para a
S. agalactiae 13813 e 0,11 para a K. pneumoniae 13883 (Tabela 5), indicando uma
concentragdo de 1,5x108 UFC (Unidades formadoras de colénias) na escala de MC
Farland (CLSI, 2023).
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Todas as cepas foram inoculadas em tubos de ensaio de 10mL contendo caldo
Mueller- Hinton (MH). Com excecdo da Streptococcus agalactiae 13813 que foi
inoculada utilizando caldo de soja triptico (TSB). Em seguida, as amostras foram
transferidas para microplacas de 96 pogos para realizagcédo de diluigcdes seriadas.

Tabela 5. Leitura da MC Farland das cepas de bactérias utilizadas nos ensaios
antimicrobianos do 6leo essencial de P.guajava.

Bactéria MC Farland (nm)
Bacillus subtilis 0,086
Streptococcus agalactiae 0,08
Staphylococcus aureus 0,11

Escherichia coli 0,089
Pseudomonas aeruginosa 0,11

Klebsiella pneumoniae 0,11

Fonte: O autor. nm: comprimento de onda da leitura em nanémetros.

4.11 Determinagao da concentragéo inibitoria minima (CIM)

A amostra para o teste de CIM foi obtida pela pesagem de 100 mg de dleo
essencial diluida em 100 yL de DMSO. Em seguida, foram adicionados 1.000 yL de
caldo MH para que se fosse obtida a concentragao de 10% de DMSO na amostra. As
concentracdes da amostra frente as cepas testadas variaram de 10 a 0,078 mg-mL™"; de

Oleo essencial. Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Apos as diluicdes seriadas, as placas de 96 pogos contento as cepas bacteriana
e 0 oleo essencial de P. guajava foram colocadas em uma estufa com temperatura de
35 + 2°C. Apds 24 horas de incubacéo foi realizada a leitura visual das placas para a
determinacao da concentragao inibitéria minima através da observacao da turbidez em
cada pogo (CLSI, 2023). As concentragdes que obtiveram efeito inibitorio frente as

cepas testadas apresentaram os pogos sem turbidez (CLSI, 2023).

4.12 Determinagao da concentragao bactericida minima (CBM)

Os ensaios para a determinacdo do CBM foram realizados com as
concentracbes que obtiveram efeito inibitério no ensaio do CIM. Os testes foram
realizados em placas de Petri contendo meio de cultura agar Mueller- Hinton (MH), com

as concentracdes que apresentaram inibicao visual nos pogos, posteriormente foram
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colocadas em estufa com temperatura a 35 + 2°C. Apds 24 horas foram realizadas as
leituras visuais das placas de petri contendo as cepas bacterianas (CLSI,2023). Todo o

experimento foi realizado em triplicata.

4.13 Analise Estatistica

Os dados dos ensaios foram testados quanto a normalidade pelo método de
Kolmogorov-Smirnov (K-S). As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas com o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparag¢des multiplas
de Dunn. A Concentracao Letal para imobilizar 50% de D. magna e A. salina nos testes
de toxicidade (CLso) e a Concentragdo Inibitoria que neutraliza 50% dos radicais livres
(DPPH e ABTS) nos testes de atividade antioxidante (ICso) foram determinadas através
de regressao nao linear entre a dose em escala logaritmica e a resposta obtida. As
analises foram feitas no software GraphPad Prism 8. As diferencas entre os tratamentos

foram consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao do 6leo essencial Psidium guajava.

A caracterizacao do 6leo essencial de P. guajava informada pelo fornecedor, foi
descrita previamente na tabela 1. Adiscussao dos resultados referentes a concentragao

letal frente a Daphnia magna e Artemia salina esta descrita a seguir.

5.2 Teste de toxidade aguda do oleo essencial de Psidium guajava sobre Daphnia
magna e Artemia salina.

O dleo essencial de Psidium guajava demonstrou ser moderadamente téxico
para a Daphnia magna conforme a classificacdo de Zucker (1985). Essa classificagao
descreve os valores dos niveis téxicos de substancias quimicas frente a esses
organismos aquaticos, em um ensaio de CL50 apds 48 horas. Os Resultados obtidos
da CLs, ap6s 48 horas, para o OE de P. guajava foram descritos na tabela 6.

Tabela 6. Determinagao da Concentragao letal (CL50) apds 48 horas do 6leo essencial de
Psidium guajava, frente a organismos nao alvos.

Organismo testado CLso
Daphnia magna 7,543 mg-L™
Artemia Salina 8,871 mg-L™

Fonte: O autor. CLso; Concentragéo Letal capaz de imobilizar 50 % dos organismos: mg-L™":

Para os ensaios com D. magna foi possivel observar diferenga significativa (p<
0,05) na mobilidade dos organismos apds 2 - 12, 24 e 48 horas, na concentragao de
123,5 mg-L™". Na concentragdo de 12,35 mg-L™"., houve diferenga significativa na
mobilidade dos organismos entre os tempos 2 e 48 horas (P= 0,01) e entre os tempos
12 e 48 horas (p = 0,02) (Grafico 1). Esses resultados demonstram que no tempo de 48
horas, nessa concentragdo, houve maior toxicidade. As demais concentragdes nao

apresentaram diferenga na mobilidade dos organismos nos tempos observados.
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Grafico 1. Mobilidade da Daphnia magna exposta a diferentes concentragdes do 6leo
essencial de Psidium guajava durante 48 horas. Fonte: O autor, 2025.

Nos ensaios de toxicidade realizados com a A. salina, houve diferencga (p <0,05)
entre os tempos de 2 € 24 horas; 2 € 48 horas; 12 e 24 horas; 12 e 48 horas e 24 e 48
horas de observagao da mobilidade dos organismos na concentragao de 123,5 mg-L™".
Também foi observada diferenga (p<0,05) na mobilidade dos organismos na
concentragcao de 12,35 mg-L™" nos tempos de 2 e 48 horas; 12 e 48 horas e 24 e 48
horas. (Grafico 2). Esses resultados indicam que o OE apresentou toxicidade frente a
esses organismos a partir de 24 horas, com maior imobilizagdo no tempo de 48 horas.
Nao houve diferenga entre os tempos de observacdo da mobilidade dos organismos

nas demais concentracoes testadas.
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Grafico 2. Mobilidade da Artemia salina exposta a diferentes concentragdes do 6leo essencial
de Psidium guajava durante 48 horas. Fonte: O autor, 2025.
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De um modo geral, foi possivel observar que a D. magna possui sensibilidade
variada aos 6leos e extratos vegetais terrestres. Foi demonstrado que o composto
majoritario rotenona da planta Tephrosia vogelii, terpineno-4-ol, Y-terpineno presente
na Melaleuca dissitiflora e benzoato de benzila e cinamato de benzila presentes na
Myroxylon pereira, (Ferraz et al. 2022), possuem toxicidade mais elevada frente a D.
magna do que a observada no presente estudo com o OE de P. guajava (Tabela 1).
Porém, o OE de P. guajava foi mais toxico para D. magna do que os Oleos essenciais
extraidos da familia Polygonaceae, com os compostos majoritarios a base de
monoterpenos, linalol e 1,8-cineol (Afonso et al. 2024) e de Peumus boldus com 1,8-
cineol (20,7%), p-cimeno (18,5%), limoneno (9,1%), (Pavela et al. 2019), na composigéo

quimica.

Essas comparagbes evidenciam que o OE de P guajava possui toxicidade
moderada, compativel com 6leos essenciais ricos em sesquiterpenos, que geralmente
apresentam toxicidade aquatica inferior aos OE ricos em compostos fendlicos ou

alcaloides (Pavela et al., 2019; Mallmann et al. 2020).

Aavaliagao da toxicidade dos Oleos essenciais e extratos vegetais é determinada
com base nas diretrizes do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacao e
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS), estabelecido pelas Nagbdes Unidas (ONU,
2019). Esse sistema classifica substancias quimicas conforme sua periculosidade
ambiental, considerando valores de concentragdo efetiva média (CEsy) obtidos em

bioensaios com organismos aquaticos.

Segundo essa classificagdo, substancias com CE;, inferior a 1 mg-L™ sao
enquadradas na categoria de toxicidade aguda 1, sendo consideradas altamente
téxicas. Valores entre 1 e 10 mg-L™ correspondem a categoria aguda 2, indicando
toxicidade moderada. Ja concentragbes entre 10 e 100 mg-L™" sdo atribuidas a

categoria aguda 3, representando toxicidade leve ou baixa (Ferraz et al., 2022).

Com base nessa classificagao, o 6leo essencial de Psidium guajava testado no
presente estudo, apresentou valor de CEs, compreendido na faixa entre 1 a 10 mg-L™,
sendo, portanto, enquadrado na categoria aguda 2. Isso permite classifica-lo como uma
substancia de toxicidade moderada para os organismos-teste utilizados, conforme os
critérios do GHS (ONU, 2019).
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Os resultados obtidos por Miura et al. (2021), demonstraram que o OE de Piper
aduncum apresentou toxicidade aguda em nivel moderado frente a Daphnia magna,
com CE;0-48h de 6,8 mg-L™", conforme critérios do GHS (ONU, 2019). Este valor é
semelhante ao observado no presente estudo para o OE de P. guajava, que apresentou

CL50-48h de 7,54 mg-L™" para o mesmo organismo testado.

Essa similaridade nos valores de toxicidade pode ser atribuida, em parte, ao
perfil fitoquimico de ambos os 6leos, os quais sao ricos em compostos conhecidos por
sua atividade biolégica frente a organismos aquaticos néo alvo. O OE de Piper aduncum
possui como componente majoritario o dillapiol (75,5%), enquanto o OE de P. guajava
apresenta elevado teor de sesquiterpenos como B-cariofileno (25,92%), B-Selineno
(22,64%) e Y-Selineno (19,13%), ambos os perfis quimicos s&o caracterizados por
compostos que, embora nao sejam fendis potentes como timol ou eugenol, apresentam

acao toxica suficiente para impactar a D. magna.

Em comparagcdo com outros produtos vegetais discutidos na literatura, o OE de
P. guajava € menos toxico do que os extratos ricos em compostos com altas atividades
bioativas, como o extrato aquoso de Tephrosia vogelii, cuja a CEs, para D. magna foi

de 0,00047 mg-L™", devido a presenca de rotenona (Li et al., 2015; Ferraz et al., 2022).

Ferraz et al., (2022) e Afonso et al., (2024) reforgam a necessidade de considerar
a composic¢ao quimica dos OE e as condi¢des de exposi¢ao (condi¢gdes de solo, tempo,
temperatura) para melhor interpretar o risco ambiental. Este estudo de toxicidade com
OE de P. guajava, demonstra a importancia do conhecimento das caracteristicas do OE

€ seu impacto ambiental antes da sua aplicagao em ecossistemas aquaticos.

Foi possivel observar que os Oleos essenciais utilizados em estudos de
toxicidade aguda frente a D. magna, causaram mortalidade de todos animais apos 48
horas de exposicao (Pavela et al.,, 2019; Ferraz et al., 2022; Afonso et al., 2024),
inclusive o 6leo essencial do presente estudo. Podendo inferir impacto no ambiente
aquatico considerando a concentragdo letal atingida.

Os compostos cinamaldeido e benzoato de benzila isolados por Nwanade et al.
(2022) causaram 100% de mortalidade em D. magna ap6s um periodo de 48 horas.
Esses resultados observados, reforcam a importancia de estudos de toxicidade frente
a esses organismos aquaticos, objetivando entender melhor o impacto ambiental de
Oleos essenciais vegetais e de seus compostos isolados.
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O dleo essencial de Psidium guajava também apresentou toxicidade aguda
moderada frente a Artemia salina, com CLs, de 8,87 mg-L™ apds 48 horas de
exposicao. Esse valor situa o OE dentro da faixa considerada “biologicamente ativa” e
téxica ao modelo Artemia, segundo os critérios de Meyer et al. (1982), que estabelecem
como limite 1000 mg-L™" para indicar potencial toxico relevante.

A comparagcao com outros Oleos essenciais e extratos vegetais relatados na
literatura evidencia que o OE de P. guajava apresenta toxicidade superior a maioria dos
produtos naturais tradicionalmente estudados utilizando A. salina. Silva et al., (2010)
avaliaram a toxicidade do OE de Ocimum gratissimum, obtendo uma CL;, de 233,8
mg-L™", enquanto Mafra et al. (2020) relataram para o OE de Ocimum basilicum uma
CLs, de 355 mg-L™". Estudo realizado por Bezerra et al. (2017), reportaram um valor
intermediario para o OE de Hyptis suaveolens, com CLs, de 53,05 mg-L™".

Todos esses valores de CLso citados sao superiores ao obtido para o OE de P.
guajava, indicando uma menor toxicidade em ensaios de toxicidade aguda realizados
com A. salina. Por outro lado, o OE de Ocotea corymbosa estudado por Mallmann et al.
(2020), com os compostos majoritarios, elixeno (9,9%), o &-cadineno (8,9%),
germacreno D (7,0%), cariofileno (4,7%) e o a-cadinol (4,3%), apresentou uma CLs, de

1,7 mg-L™", mostrando atividade de toxicidade maior que a de P. guajava.

O extrato aquoso de Moringa oleifera, analisado por Rocha Filho et al. (2015),
exibiu uma CLs, de 200 mg-L™", reforcando que produtos a base de compostos mais
polares, como o0s presentes em extratos aquosos, tendem a apresentar menor
toxicidade para A. salina. De modo semelhante, os dados de Olaru et al., (2016) para
Oleos essenciais ricos em trans-anetol também apontaram valores de CLs, superiores

a 100 mg-L™", sugerindo um menor impacto em comparacgao ao OE de P. guajava.

Essas diferencas de toxicidade podem ser atribuidas ao perfil fitoquimico dos
Oleos e extratos. O OE de P guajava é caracterizado por elevado teor de
sesquiterpenos, como [-cariofileno (25,92%), B-Selineno (22,64%) e Y-Selineno
(19,13%), compostos conhecidos por sua capacidade de interagir com membranas
celulares, promovendo alteragdes em sua estrutura e fungado, o que resulta em efeito
téxico. No entanto, sua acdo € menos intensa do que a de dleos ricos em fendis, como
eugenol presente no OE de O. gratissimum e a seus constituintes isolados, conferindo
uma maior capacidade de desintegrar a célula.
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Atoxicidade aguda de Oleos essenciais frente a Artemia salina, estar relacionada
a capacidade de seus compostos lipofilicos, que interagem com a estrutura das
membranas celulares. Essa interagdo pode comprometer a integridade da bicamada

lipidica, promovendo sua desorganizagao e alterando a permeabilidade da membrana.

O fato de o OE de P. guajava apresentar toxicidade intermediaria reforga o papel
dos sesquiterpenos nesse processo e a necessidade de mais estudos para caracterizar
seus efeitos moleculares e ecologicos. Vale ressaltar que na presente pesquisa a
Daphnia magna foi mais sensivel ao 6leo essencial de Psidium guajava do que Artemia
salina, conforme indicado pelos valores de CL5, obtidos apds 48 horas de exposigao.
Essa diferenga demonstra uma maior sensibilidade do microcrustaceo de agua doce

frente ao 6leo essencial testado.

5.3 Atividade Antioxidante do 6leo essencial Psidium guajava.

A atividade antioxidante do 6leo essencial de Psidium guajava foi avaliada por
meio dos métodos de sequestro dos radicais livres ABTS+* e DPPHe. Os resultados
obtidos foram expressos como valores de ICs, correspondentes a concentragao

necessaria para inibir 50% da atividade do radical.

O dleo essencial apresentou menor atividade antioxidante em relagado ao Trolox
e acido ascérbico, reagentes controle utilizados nos ensaios. A ICs, do dleo essencial
para o radical ABTS-*, foi de 744,40 £ 2,83 ug-mL™" (0,7444 mg-mL™"). Nesse ensaio,
os reagentes controles, Trolox e Acido ascérbico, apresentaram IC de 7,08 + 0,17
pMg-mL™" (0,00708 mg-mL™") e 7,14 £ 0,25 ug-mL™" (0,00714 mg-mL™"), respectivamente.
Para o radical DPPH- a IC5, do dleo essencial foi maior, alcancando 1129,50 £ 12,02
pg-mL™ (1,1295 mg-mL™"). O Trolox apresentou ICs, de 5,73 £ 0,06 ug-mL™" (0,00573
mg-mL™") e o0 acido ascdrbico 5,71 + 0,20 ug-mL™" (0,00571 mg-mL™).

Cabe ressaltar que o acido ascorbico € um composto antioxidante natural
enquanto o Trolox € um antioxidante sintético utilizado comumente como padrdo em
ensaios de IC (Chen et al., 2020). Neste experimento, foi possivel observar que os
padrdes antioxidantes apresentaram valores de ICs, inferiores ao 6leo essencial (p <
0,05), indicando uma menor poténcia antioxidante do éleo essencial (Tabela 7). Além
disso, foi observado que o 6leo essencial demonstrou diferencga (p < 0,05) entre os dois

métodos empregados, com maior eficacia no ensaio com ABTSe*.
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Tabela 7. Atividade antioxidante do 6leo essencial de Psidium guajava.

ICs0 (ug-mL-")

Amostras

ABTS DPPH
Oleo essencial 744,40 + 2,832A 1129,50 + 12,0228
Trolox 7,08 £ 0,170 5,73 + 0,064
Acido Ascérbico 7,14 + 0,250 5,71 + 0,20A

Legenda: conforme indicado pelas letras minusculas (a e b) distintas nas colunas de cada radical, as mesmas indicam
diferenca significativa entre as amostras. Letras mailsculas (A e B) diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as amostras e os métodos utilizados. Fonte — O autor, 2025.

A menor capacidade antioxidante em comparagao aos padrdes sintético (Trolox)
e natural (acido ascoérbico) demonstra ser uma caracteristica do género Psidium.
Macedo et al. (2022), avaliaram os OE de Psidium laruotteanum e Psidium salutare e
observaram uma inibicdo de ABTS e DPPH inferior a 25% nas concentragdes testadas,
nao atingindo sequer o valor ICs, desses 6leos, reforgando a limitada agao redox dessas

especies.

Por outro lado, 6leos essenciais de outras espécies apresentaram desempenho
superior. Mafra et al. (2020) relataram ICs, de 25,35 ug-mL"' (DPPH) para o OE de
Ocimum basilicum, com forte atividade associada ao alto teor de metil chavicol e linalol.
Da mesma forma, Joshi et al. (2018) relataram ICs, de 21,05 yg-mL"" (DPPH) para o
OE de Lippia alba (tipo Il), rico em linalol, B-citronelol e geraniale, compostos com maior

poder antioxidante.

Estudos como o de Hernandez et al. (2024), com OE de O. basilicum cultivado
na Colémbia, mostraram ICs, de 29,89 ug-mL™" para o DPPH, valor inferior ao de P.
guajava. Esses resultados reforcam que oOleos ricos em monoterpenos oxigenados
(como linalol, 1,8-cineol, eugenol) tendem a apresentar maior capacidade antioxidante,
em contraste com os sesquiterpenos (B-cariofileno 25,92%, B-Selineno 22,64% e Y-

Selineno 19,13%), dominantes no OE de P. guajava.

Pesquisa realizada por Tayeb et al., (2025), utilizando o dleo essencial de Citrus
sinensis, rico em monoterpenos, especialmente limoneno (88,1%) demonstraram
potencial notavel, com valores de ICsode 25,14 ug-mL"' (DPPH) e 7,58 ug-mL™"
(ABTS). Foi observado que no estudo de Raj et al., (2023), o OE de P. guajava,
apresentou uma ICso de 223,95+0,25 uyg-mL™" para o ensaio antioxidante, utilizando o
método ABTS.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/limonene
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Além disso, Salaria et al. (2022) demonstraram que o OE de Thymus serpyllum,
rico em timol, apresentou ICs, de 0,755% para o DPPH, mostrando eficacia semelhante
a do acido ascorbico. O timol € um composto fendlico altamente reativo, ausente na
composicao do OE de P. guajava, o que pode explicar a diferenga entre os resultados

dos 6leos essenciais.

Estudo realizado por Pramitha et al. (2025), observaram uma ICs, de 2,73
mg-mL-" (2730 ug-mL") para o OE de gengibre vermelho (Zingiber officinale), o qual,
mesmo inferior aos padrdes sintéticos, ainda mostrou capacidade antioxidante superior
a do OE de P. guajava. As comparagdes deixam claro que a atividade antioxidante do
OE de P. guajava é moderada, especialmente quando comparada com oleos essenciais

oriundos de espécies ricas em fendis ou monoterpenos oxigenados.

Comparado aos Oleos essenciais de camomila (Matricaria chamomilla) e
Prangos pabularia, o OE de P. guajava apresentou uma atividade antioxidante inferior.
O dleo essencial de camomila estudado por Alahmady et al. (2024), extraido das flores,
demonstrou atividade antioxidante mais expressiva, com percentuais de inibicdo do
radical DPPH de até 93%, com ICs, de 35 ug-mL" (0,035 mg-mL-"), refletindo uma
poténcia antioxidante superior ao 6leo de P. guajava. Essa diferenga pode ser explicada
pela presenca de compostos como a-bisabolol, camazuleno e 6xido de bisabolol A,

reconhecidamente ativos na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

O ¢dleo essencial de Prangos pabularia também evidenciou desempenho superior
ao de P. guajava. Segundo Banday et al. (2022), o OE de P. pabularia demonstrou uma
inibicao de até 62,32% do radical DPPH a 100 ug-mL-", com um comportamento dose-
dependente, com o potencial redutor crescente com a concentragdo, 0 mesmo
comportamento foi observado com o OE do presente estudo. A composigao quimica de
P. pabularia, com destaque para o durilaldeido (62,16%) e os sesquiterpenos

oxigenados, podem ter contribuido para esses efeitos.

A diferencga entre os Oleos de P. guajava, M. chamomilla, P. pabularia pode ser
interpretada considerando a diversidade de compostos bioativos. Enquanto o éleo de
P. guajava possui maior concentragao de monoterpenos simples e Sesquiterpeno, com
baixa capacidade redox, os 6leos de camomila e P. pabularia sao ricos em compostos
oxigenados e fendlicos, que apresentam maior eficacia na doacado de elétrons ou

hidrogénios.
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Dos santos et al., (2025), relataram que é relevante considerar o método de
extracao, a parte da planta utilizada e as condigcbes ambientais que influenciam o perfil
quimico de cada 6leo essencial. No caso da camomila, a concentragao de antioxidantes
€ muito maior nas flores do que em outras partes da planta, como demonstrado por
Alahmady et al. (2024). Ja o 6leo de P. pabularia apresentou variagdes significativas na

composicéo devido ao ambiente de cultivo (Banday et al., 2022).

No entanto, € importante destacar que a baixa atividade antioxidante nao
invalida o uso terapéutico do OE de P. guajava, cuja agao pode ser mais pronunciada
em outras propriedades bioativas, como as antimicrobianas, anti-inflamatérias e
cicatrizantes (Silva et al., 2016; Macedo et al., 2022; Juarez et al., 2023).

A moderada atividade antioxidante do oleo essencial de P. guajava pode ser
atribuida a sua composig¢ao quimica, que, é rica em sesquiterpenos como [3-cariofileno,
composto que possui atividade antimicrobiana frente a cepas bacterianas gram
positivas e anti-inflamatdria, mas limitada capacidade de doacdo de elétrons ou
hidrogénio mecanismos centrais nos ensaios DPPH e ABTS (Maceto et al., 2022; Dos
santos et al., 2025).Foi avaliado o perfil de inibicado dos radicais ABTS+* e DPPH+ em
fungdo de diferentes concentragcbes do oleo essencial de Psidium guajava, com as
variagdes de concentragdo de 45 a 2860 ug-mL™ (Grafico 1). Portanto, foi observado
um comportamento dose-dependente, pois houve um aumento da porcentagem de

inibicdo conforme a elevagao da concentragao do OE.

O mesmo comportamento foi observado no estudo realizado por Becer et al.,
2023, com 6leo essencial de Rosmarinus officinalis (alecrim), com ensaio de eliminagao
do radical DPPH, sendo observado o aumento da capacidade de eliminagao de radicais
a medida que se elevaram as concentragdes do OE, atingindo uma inibigdo maxima de
57,27% na concentracdo de 875 ug-mL-'. E importante destacar que os principais
compostos identificados OE de alecrim foram canfora (15,1%), verbenona (14,3%), a-
pineno (13,6%) e 1,8-cineol (11,8%), terpenoides conhecidos por apresentarem

propriedades antioxidantes.

O OE do presente estudo promoveu inibicdo proxima a 70% para o ABTS e
ligeiramente superior a 75% para o DPPH, na maior concentragéo testada (2860
ug'mL™"), indicando uma atividade antioxidante. A medida que as concentracdes

diminuiram, a capacidade de sequestro dos radicais também decresceu. Para ambas
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as metodologias, as concentragdes abaixo de 360 pg-mL™" apresentaram inibicao
inferior a 30%, e em 45 pg-mL™, os valores de inibicao ficaram proximos de 10% para

ABTS e praticamente nulos para DPPH.
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Gréfico 3. Porcentagem de inibicao das concentragdes do oleo essencial de Psidium guajava,
pelos métodos de ABTS e DPPH. Fonte: O autor, 2025.

5.4 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Psidium guajava.

Os ensaios antimicrobianos realizados com o 6leo essencial extraido das folhas
de Psidium guajava (Legeé Aromas), permitiram observar a sua concentragao inibitéria
minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima (CBM) frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. De modo geral, o 6leo essencial de P. guajava demonstrou
maior eficiéncia frente as cepas das bactérias Gram positivas (Bacillus subtillis ATCC
6633, Streptococcus agalactiae ATCC 13813 e Staphylococcus aureus ATCC 29213)
e as cepas Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25992, de Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883 e de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) nao apresentaram
sensibilidade em nenhuma das concentragdes utilizadas nos ensaios da CIM. (tabela

8).

A determinagéo da CBM foi realizada em B. subtillis, S. agalactiae e S. aureus
devido a sensibilidade demonstrada na determinagdo CIM. Os resultados evidenciam
que o Oleo essencial de P. guajava possui atividade antibacteriana seletiva e variavel

frente as diferentes cepas bacterianas testadas. (tabela 8)
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Tabela 8. Atividade antibacteriana do 6leo essencial de Psidium guajava.

Bactérias CIM (mg-mL") CBM (mg-mL"")
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 5,0 10,0
Bacillus subtillis ATCC 6633 2,5 10,0
Staphylococcus aureus ATCC 29213 10,0 10,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10,0 NR
Escherichia coli ATCC 25992 10,0 NR
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 10,0 NR

Fonte: O autor. Legenda: CIM: Concentracao Inibitéria Minima; CBM: Concentragédo Bactericida Minima;
NR: O protocolo para CBM néo foi realizado, uma vez que néao foi definida CIM nas concentragdes
testadas.

OE de P. guajava nao apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas Gram
negativas testadas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa) em relacédo as Gram positivas que apresentaram inibigdo ao oleo essencial,
com CIM superiores a 10 mg-mL". Quando comparado a outros dleos essenciais
estudados na literatura, foi possivel verificar que OE de P. guajava nao possui um perfil

de inibigdo para as bactérias Gram negativas nas concentrac¢des testadas.

As bactérias Gram negativas pesquisadas podem ser inibidas no contato com
OE provenientes de outras plantas: K. pneumoniae em OE de Rosmarinus officinalis
(Mourabiti et al., 2024), P. aeruginosa KM01 no OE de Piper nigrum, Ribeiro et al. (2019)
e E. coli em Citrus medica limonum Tang et al. (2023). A E. coli também apresenta
sensibilidade aos OE de Cinnamomum cassia e de Origanum vulgare (Zhang et al.,
2024). Entretanto o 6leo de P. guajava nao teve o efeito inibitério esperado para cepas
das mesmas espécies, mesmo em concentragdes elevadas (10 mg-mL™),
provavelmente, pela diferenca da composicdo e da concentragdo dos diferentes
compostos majoritarios presentes nos 6leos pesquisados pelos autores citados (Tabela
9).



1  Tabela 9.Efeito inibitério de diferentes Oleos essenciais em cepas de bactérias Gram negativas.
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Oleo essencial Componentes majoritarios (%) Bactérias Gram negativas CIM do OE Autor
(mg-mL"")
Rosmarinus officinalis 1,8-Cineol (47,6) K. pneumoniae ATCC 13883 0,03 Mourabiti et al. 2024
Piper nigrum limoneno (17,5) e B-mirceno (12,9) P. aeruginosa KM01 0,12 Ribeiro et al. (2019),
Citrus medica limonum  limoneno (47,2%); B-pineno (12,8%) e E. coli ATCC 25992 50 Tang et al. (2023)
y-pineno (11,8%)
Cinnamomum cassia Cinamaldeido (99,1) Escherichia coli cole¢ao do autor 0,5 Zhang et al. (2024)
Origanum vulgare Carvacrol (78,4) Escherichia coli colegao do autor 2,0 Zhang et al. (2024)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 10,0
o ) B-Cariofileno  (25,9); b-Selineno o _
Psidium guajava . Escherichia coli ATCC 25992 10,0 Presente estudo
(22,6) e Y-Selineno (19,1)
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 10,0

2 Legenda: CIM: Concentrac&o Inibitéria Minima. OE: Oleo essencial. Fonte: O autor.
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No estudo de Soulaimani et al. (2025), o potencial antibacteriano do OE de
Thymus pallidus apresentou valores de CIM para S. aureus, E. coli e K. pneumoniae
de 10; 10 e 10 mg'mL" e MBC de 20; 20 e 20 mg-mL-", respectivamente. Na mesma
pesquisa, o OE de Lavandula stoechas apresentou CIM de 1,25; 1,25e 2,5 mg'mL"e
MBC de 1,25; 2,5 e 2,5 mg-mL-", para as mesmas cepas testadas respectivamente. E
importante destacar o OE de Thymus pallidus, rico em timol (26,72%), y-terpineno
(23,26%) e p-cimeno (19,07%) e o OE de Lavandula stoechas rico em canfora (47,67%),
fenchona (20,78%) e 1,8-cineol (12,17%).

A auséncia de atividade inibitoria frente as bactérias Gram negativas
provavelmente ndo esta relacionada com as caracteristicas das plantas do género
Psidium. O 6leo de P. laruotteanum, proveniente das areas disjuntas do serrado na
Chapada Nacional do Araripe, Cear4, Brasil, que tem os componentes majoritarios a-
Cariofileno (27,6%) e viridiflorol (27,9%), conferiu CIM de 0,1 mg-mL-" para cepas de E.

coli e Pseudomonas aeruginosa com CIM de 0,4 mg-mL-'(Macedo et al. 2022).

Embora OE testado tenha sido extraido da P. guajava pertencente ao mesmo
género, a diferenca de resultados pode estar associada a espécie, ao local de extragéo
das plantas (Estiva Gerbi, Sdo Paulo, Brasil), aspectos climaticos, formacao do

componente majoritario (3-Cariofileno) e sensibilidade individual das cepas.

OE de P. guajava apresentou atividade antimicrobiana frente as cepas Gram
positivas testadas (Bacilus subtillis, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus
aureus). Em comparacao a outros 6leos essenciais estudados na literatura, foi possivel
verificar que OE de P guajava apresenta um perfil de eficacia moderada frente a
bactérias Gram positivas, sendo possivel observar um perfil de eficacia inferior no que
se refere ao espectro e poténcia de acao frente as bactérias Gram positivas em relagéao
determinados OE estudados (Lippia sidoides, Lavandula stoechas e Zanthoxylum

ovalifolium) (Tabela 10).



Tabela 10. Efeito inibitério de diferentes Oleos essenciais em cepas de bactérias Gram positivas.
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Oleo essencial Componentes majoritarios (%) Bactérias Gram negativas CIM do OE (mg-mL™) Autor
Lippia sidoides timol (76,6%) Streptococcus agalactiae 0,312 Maijolo et al., (2018)
Lavandula x linalol (36,0%), acetato de linalila (27,3%). Streptococcus agalactiae 0,018 Iseppi et al. (2020),
intermedia
Lavandula canfora (47,67%), fenchona (20,78%) e Bacilus subtillis 0,625 Soulaimani et al.
stoechas 1,8-cineol (12,17%). (2025)
Zanthoxylum Cloreto de aleoila, 32,23 % e Ftalato de bis  Staphylococcus aureus 0,066 Nagananda et al.
ovalifolium (2- etilhexil) 29,64 %. (2024)
Thymus vulgaris p- Cimeno 39,28 % e timol 37,12 % Staphylococcus aureus 0,737 He et al. (2024)
o . Streptococcus agalactiae 50
B-Cariofileno (25,9); b-Selineno (22,6) e

Bacilus subtillis 2,5 Presente estudo
Psidium guajava Y-Selineno (19,1)

Staphylococcus aureus 10,0

Legenda: CIM: Concentrag&o Inibitéria Minima. OE: Oleo essencial. Fonte: O autor., 2025.
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Na presente pesquisa, foi possivel observar que B. subtillis foi a cepa mais
sensivel ao OE de P. guajava, apresentando CIM de 2,5 mg-mL™" (tabela 8). No estudo
de Soulaimani et al. (2025), o potencial antibacteriano do OE de Thymus pallidus
apresentou valor de CIM para B. subtilis de 2,5 mg-mL'e MBC de 2,5 mg-mL-'. No
mesmo estudo, o OE de Lavandula stoechas apresentou CIM de 0,625 mg/mL e MBC
de 0,625 mg-mL™". E importante destacar o OE de Thymus pallidus, rico em timol
(26,72%), y-terpineno (23,26%) e p-cimeno (19,07%) e o OE de Lavandula stoechas
rico em céanfora (47,67%), fenchona (20,78%) e 1,8-cineol (12,17%).

No estudo de Majolo et al., (2018), o 6leo essencial de Lippia sidoides, com alta
concentragao de timol (76,6%) em sua composi¢éo, demonstrou atividade superior, com
CIM de 0,312 mg-mL™" frente a S. agalactiae. Esse autor destaca que o maior poder
bactericida deste OE pode ser atribuido a maior agdo dos fendis sobre a membrana
bacteriana, caracteristica que o timol apresenta com destaque. O resultado
apresentado por Majolo et al., (2018) representa uma eficacia cerca de 16 vezes maior

que a observada para P. guajava com CIM = 5 mg-mL"" para a mesma bactéria.

Iseppi et al. (2020), investigaram os 6leos da familia Lamiaceae, observaram que
0 Oleo de Lavandula x intermedia com linalol (36,0%) e acetato de linalila (27,3%). Em
sua composicdo, apresentou CIM inferiores a 0,018 mg-mL-" contra Streptococcus
agalactiae, evidenciando uma atividade antibacteriana consideravelmente mais potente
frente a cepas Gram-positivas, especialmente quando comparado ao 6leo em analise

neste estudo, que apresentou MIC de 5 mg-mL-"' contra S. agalactiae.

Ja o OE de Zanthoxylum ovalifolium estudado por Nagananda et al. (2024),
demonstrou uma CIM de 0,066 mg-mL-' contra S. aureus, novamente evidenciando
uma poténcia quase 150 vezes maior do que o 6leo de P. guajava contra a mesma
bactéria (CIM = 10 mg-mL-") Esse efeito foi atribuido a presenca de cloreto de aleoila,
32,23 % e Ftalato de bis (2- etilhexil) 29,64 %.

Ribeiro et al. (2020) relataram para o 6leo de Alpinia zerumbet, valores de CIM
de 0,4 mg-mL™" para E. coli e 0,2 mg-mL-' para S. aureus, valores significativamente
menores que os obtidos para P. guajava. Liu et al. (2020), com o6leos de alecrim
(Rosmarinus officinalis) e Melaleuca (Alternifolia melaleuca), demonstraram CIM de
0,25 a 0,5 mg-mL"' para S. aureus e E. coli, concentragdes de inibicdo superiores aos
encontrados com o 6leo da presente pesquisa. A superioridade destes 6leos pode ser
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atribuida a presenca de compostos como 4-terpineol, timol, eucaliptol e o Carvacrol,
reconhecidos na literatura por suas fortes propriedades antimicrobianas (Kosakowska
et al., 2024; Khwaza et al., 2025)

De forma semelhante, Silva et al. (2009), relataram para Ocimum gratissimum
valores de CIM entre 0,5 e 2 mg-mL" frente a cepas Gram-positivas e Gram-negativas,
com atividade inclusive contra isolados clinicos resistentes. A presenca de eugenol
(>80%) como composto majoritario pode justificar sua maior eficacia. Em comparacéo,
0 Oleo de P. guajava, com os compostos predominantes B-cariofileno (25,92%), B-
Selineno (22,64%) e y-selineno (19,13%), demonstrou um poder antimicrobiano menos
expressivo, dado que esses compostos, apesar de bioativos, tém acao mais leve que

outros fenois (Santos et al., 2025).

Outro exemplo relevante é o estudo de He et al. (2024), no qual o éleo essencial
de Thymus vulgaris (Tomilho), rico em p- Cimeno 39,28 % e timol 37,12 %, apresentou
CIM de 0,737 mg-mL-" contra Staphylococcus aureus e E. coli, demonstrando um perfil
de acdo mais amplo e eficaz tanto em Gram-positivas quanto em Gram-negativas. Ja
no presente estudo, a CIM frente ao S. aureus foi de 10 mg-mL-" indicando uma eficacia
antimicrobiana relativamente inferior quando comparado ao 6leo essencial de Thymus

vulgaris.

Chahboun et al., (2024) relataram que os principais compostos quimicos mais
ativos no 6leo essencial de Thymus vulgaris sao os fenois carvacrol e timol, seguidos
pelos alcoois o-terpineno e linalol, aldeidos, cetonas e terpenos. A propriedade
antibacteriana do 6leo essencial de Thymus vulgaris pode estar ligada aos seus
compostos fendlicos predominantes (carvacrol e timol), que sdo conhecidos por suas

propriedades antibacterianas e antifungicas.

A presente pesquisa permitiu avaliar a atividade do 6leo essencial de Psidium
guajava, focando na sua toxicidade aguda frente aos microcrustaceos Daphnia magna
e Artemia salina, sua atividade antioxidante e seu potencial antimicrobiano frente a
cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas. Os resultados obtidos reforcam a
relevancia dos 6leos essenciais como agentes bioativos de origem natural, seguros e
ambientalmente prudentes, particularmente no contexto da Satde Unica, o que inclui a

aquicultura.
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Do ponto de vista ecotoxicoldgico, o 6leo essencial de P. guajava demonstrou
toxicidade moderada para ambos os organismos-teste, sendo classificado na categoria
aguda 2 pelo Globally Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals
(GHS). A toxicidade deste 6leo é associada ao seu perfil quimico majoritario em
sesquiterpenos como B-cariofileno, B-selineno e y-selineno, e revela agéo biologica
significativa, porém, com menor impacto ambiental em comparagdo aos Oleos
essenciais ricos em compostos fendlicos ou alcaloides extremamente toxicos. Por isto,
o 6leo de P. guajava possui potencial promissor para o desenvolvimento de formulagdes
menos prejudicial ao ambiente, em especial nas formas voltadas a profilaxia ou

aplicacao terapéutica.

Em relacdo a atividade antioxidante, apesar do 6leo essencial de P. guajava ter
apresentado menor efeito antioxidante em relagdo ao Trolox e acido ascorbico, seus
resultados indicaram uma atividade oxirredutora e comportamento dose-dependente, o
que confirma sua eficacia na neutralizacdo de radicais livres. A moderada atividade
antioxidante pode ser atribuida a auséncia de compostos fendlicos reativos na
composicao do oleo, porém, isto ndo inibe os beneficios do seu uso, especialmente em

aplicagbes cicatrizantes ou anti-inflamatorias, ja descritas na literatura.

Foi possivel observar que a atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi mais
expressiva frente a cepas de bactérias Gram positivas, como Bacillus subtilis,
Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus. As concentragdes inibitorias e
bactericidas observadas, sugerem que o 6leo pode servir como alternativa no combate
a infecgbes causadas por bactérias Gram positivas, inclusive frente a cepas
patogénicas de importancia clinica humana e animal. Destaca-se a atividade frente a S.
agalactiae um dos principais patégenos na piscicultura mundial. Entretanto, ensaios

posteriores devem ser realizados para elucidar melhor seus efeitos in vivo.

A auséncia de atividade frente a bactérias Gram-negativas pode ser explicada
pela complexidade estrutural da membrana externa desses micro-organismos, fator que
dificulta a penetracdo de compostos hidrofébicos como os presentes na composi¢ao do
Oleo essencial. Neste sentido, mais pesquisas devem ser feitas para testar o uso deste
6leo em concentragdes maiores para avaliar atividades antimicrobianas para bactérias

Gram negativas.



63

No ambito da aquicultura, os resultados obtidos neste estudo reforcam o
potencial do dleo essencial de P. guajava como alternativa natural e ambientalmente
mais segura para O manejo sanitario de organismos aquaticos. A atividade
antimicrobiana observada contra Streptococcus agalactiae, um dos principais
patégenos da piscicultura mundial, evidencia sua aplicabilidade no controle de doengas
bacterianas que comprometem a produtividade e a sustentabilidade da atividade

aquicola.

Dessa forma, os resultados evidenciam que o 6leo essencial de P. guajava
possui bioatividades relevantes do ponto de vista biotecnolégico. Mesmo que a sua
atividade antioxidante tenha se mostrado inferior quando comparada a outras espécies,
sua acao antimicrobiana seletiva e sua toxicidade moderada reforgam sua
aplicabilidade. Além disso, a pesquisa contribui para a valorizacdo do potencial
farmacolégico de espécies vegetais nativas, promovendo o uso de recursos naturais
como alternativas as substancias sintéticas, muitas vezes mais toxicas e com alto valor

comercial.
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6. CONCLUSOES

O oleo essencial de Psidium guajava possui concentracao letal (CLso) capaz de
imobilizar 50 % dos organismos ndo alvos para a aquicultura. Para a Daphnia magna,
0 OE possui CLsode 7,543 mg-L™" e para Artemia salina foi de 8,871 mg-L™". O OE de
P.guajava, possui atividade antioxidante para eliminagao dos radicais livres ABTS e
DPPH. As concentragdes inibitérias (IC50), para o método ABTS e DPPH foram de
744,40 + 2,83 uyg-mL"' e 1129,50 + 12,02 yg-mL-", respectivamente.

O oleo essencial de P. guajava possui concentragdo inibitoria minima (CIM) a
partir de 2,5 mg-mL™" frente a bactérias Gram positivas e concentragdo bactericida
minima a partir de 10,0 mg-mL", € importante destacar que o OE inibe a multiplicagéo
in vitro de cepas bacterianas de Streptococcus agalactiae e Bacillus subtilis que sé&o
importantes para a piscicultura. O 6leo essencial de Psidium guajava na concentragao
de 10 mg'mL™" possui agédo bactericida contra Staphylococcus aureus. Mas nessa
concentracdo nao possui agao antimicrobiana para Klebsiella pneumoniae,

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Portanto, como perspectivas futuras, recomenda-se a realizagdo de ensaios com
a identificagdo dos constituintes bioativos isolados, especialmente os sesquiterpenos
majoritarios (B-Cariofileno 25,9 %; b-Selineno 22,6 % e Y-Selineno 19,1 %), de modo
a compreender melhor os mecanismos de agao. Sugere-se também a investigagédo da
sinergia do 6leo com outros compostos ou formulagdes, assim como a ampliagao dos
testes antimicrobianos para um maior nimero de cepas de importancia para Saude
Unica, com foco em micro-organismos resistentes. Adicionalmente, estudos em
modelos celulares e in vivo poderao elucidar a seguranca e eficacia do 6leo nos diversos

contextos terapéuticos.
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