‘k 11*SIIEPE
EEMARA HTEORADA, XAV CIC — CORNGRESSC DE IMICIACAD CIEMTIFICA
,.‘I"..__ UFPEL 2025

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE NANOEMULSOES DE OLEO ESSENCIAL
DE TOMILHO COM LECITINA DE SOJAFRENTE A SALMONELLA SPP.E
LISTERIA MONOCYTOGENES

ISABELA TAVARES DE OLIVEIRA'; TAMIRES SOARES SCHUG?;

ELIEZER AVILA GANDRAS3

"Universidade Federal de Pelotas — isabela.tavares.oliveira111@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — tamiresschug@gmail.com
3Universidade Federal de Pelotas — gandraea@hotmail.com

1. INTRODUGAO

A segurancga dos alimentos € um tema de crescente relevancia para a saude
publica e para a economia global, devido a alta incidéncia e os impactos das
doencastransmitidas por alimentos (DTAs). Entre os principais agentes etioldgicos,
destacam-se Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, bactérias capazes de
causar surtos significativos e apresentar alta taxa de mortalidade, especialmente
em populagdes vulneraveis (GUO et al., 2020). Além disso, a crescente resisténcia
antimicrobiana tem estimulado a busca por alternativas naturais para o controle
microbiano em produtos alimenticios (YANG et al., 2022).

Nesse contexto, os 6leos essenciais se destacam por sua ampla gama de
compostos bioativos, capazes de exercer agao antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. O dleo essencial de tomilho (Thymus vulgans
L.), rico em timol e carvacrol, apresenta reconhecida eficacia na inibicdo de
patdbgenos alimentares, embora sua aplicagdo direta em alimentos enfrente
limitagdes como volatilidade, baixa solubilidade em agua e possivel impacto nas
caracteristicas sensoriais do alimento (GUO et al., 2020).

Uma estratégia promissora para superar essas limitagcoes € a formulacao de
nanoemulsdes, sistemas coloidais que aumentam a estabilidade, a
biodisponibilidade e a eficacia antimicrobiana dos 6leos essenciais, além de
interferirmenos nas caracteristicas sensoriais quando comparado a inclusao direta
de 6leos essenciais. Entre os emulsificantes disponiveis, a lecitina de soja é um
surfactante natural, biodegradavel e seguro para uso alimentar, capaz de formar
nanoemulsdes estaveis com potencial de aplicagdo em produtos alimenticios
(YANG et al., 2022).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de
nanoemulsdes de 6leo essencial de tomilho, formuladas com lecitina de soja como
surfactante, frente as bactérias Salmonella spp. e Listeria monocytogenes.

2. METODOLOGIA

O dleo essencial de tomilho branco (Thymus vulgaris L.) foi adquirido
comercialmente da empresa Ferquima Industriae Comércio de Oleos Essenciais,
acondicionadoem frasco @mbar lacrado com volume de 100 mL. O 6leo de girassol
e a lecitina de soja foram obtidos no comércio local da cidade de Pelotas-RS.
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Demais reagentes analiticos necessarios para as analises foram de grau reagente
e adquiridos em fornecedores certificados.

Preparagao das nanoemulsées de 6leo essencial de tomilho

As nanoemulsdesforampreparadas no Laboratorio de Ciénciae Microbiologia
de Alimentos (LACIMA) da Universidade Federal de Pelotas. A fase oleosa da
nanoemulsao foi composta por 6leo essencial de tomilho (5% m/m) e 6leo de
girassol (5% m/m), totalizando 10% (m/m) de fase oleosa dispersa na fase aquosa
(90% m/m), composta por agua Milli-Q e lecitinade soja utilizada como surfactante,
em concentragao de 1% (m/m). Foram preparadas trés formulagdes diferentes.
Primeiramente, a fase aquosa foi obtida por homogeneizagéo da lecitina de soja
em agua Milli-Q utilizando agitador magnético por 10 minutos. Em seguida, a fase
oleosa foi pesada e incorporada a fase aquosa, sendo a mistura pré-
homogeneizada em Ultra-Turrax (modelo IKA T18 Digital; 60 Hz; 500 W) a 20.000
rom por 3 minutos. Posteriormente, as emulsdes foram submetidas a sonicagdo
ultrassénica (modelo VCX 750; 20 kHz; 750 W), com amplitude de 40%, durante
tempos variaveisde 5 (L1), 7(L2) e 10 (L3) minutos, para redugéo do tamanho das
goticulas e obteng¢ao das nanoemulsdes. A metodologia foi adaptada com base nas
recomendacdes de Guo et al. (2020) e Yang et al. (2022), com modificagdes.

Atividade antimicrobiana de nanoemulsoes de 6leo essencial de
tomilho

A atividade antimicrobiana das nanoemulsées foi avaliada por meio de duas
metodologias fenotipicas: difusdo em agar e micro-atmosfera, utilizando cepas
padrdao de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. O inéculo bacteriano foi
padronizado para concentragdo aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL.

Teste de difusdao em agar

O teste foi realizado conforme o protocolo do Manual of Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), com pequenas modificagdes. Solugdo
salina contendo o indculo foi distribuida com swab estéril sobre placas de agar
Mdaller-Hinton. Pogcos com aproximadamente 6 mm de didmetro foram perfurados
nas placas, onde foram adicionados 20 yL das nanoemulsdes contendo 6leo
essencial de tomilho. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds o
periodo de incubacéao, os halos de inibicao foram medidos em centimetros, e os
resultados foram registrados.

Teste de micro-atmosfera

A avaliacdo da atividade antimicrobiana em micro-atmosfera seguiu a
metodologia proposta por Ghabraie et al. (2016), com adaptagdes. Aliquotas de 0,1
mL das suspensdes bacterianasforaminoculadas nasuperficie de placas contendo
agar Muller-Hinton. Discos de papel estéreis (4 x 4 cm) foram posicionados na
tampa das placas, sobre os quais foram adicionados volumes de 100 pyL e 50 uL
da nanoemulsao. As placas foram imediatamente fechadas invertidas (tampa para
baixo) e incubadas a 37 °C por 24 horas. A atividade antimicrobiana foi expressa



‘k 11*SIIEPE
EEMARA HTEORADA, XAV CIC — CORNGRESSC DE IMICIACAD CIEMTIFICA
ﬂg UFPEL 2025

pelo percentual de redugdo na contagem celular (UFC) dos tratamentos em
comparagao com o controle negativo contendo agua destilada estéril.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacéo da atividade antimicrobiana das nanoemulsdes de 6leo essencial
de tomilho, pela técnica de difusdo em agar, revelou que todas as formulagdes
apresentaram acéo inibitéria frente a Salmonella spp. e Listeria monocytogenes,
embora com variagdes na magnitude dos halos (Tabela 1).

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana de nanoemulsodes de 6leo essencial de
tomilho por difusdo em agar.

Formulagao Halos de inibigao (cm)
Salmonella spp. Listeria monocytogenes
L1 1,95 +0,1 2,68 +0,6
L2 0,95+0,5 3,48 +£0,1
L3 215106 3,73+0,3

Fonte: Dos autores, 2025

Legenda: L1- Formulagdao com 5% de 6leo de tomilho e tratamento com ultrassom (5 min); L2-
Formulagdo com 5% de 6leo de tomilho e tratamento com ultrassom (7 min); L3- Formulagdo com
5% de 6leo de tomilho e tratamento com ultrassom (10 min).

Na avaliagao pela técnica de micro-atmosfera (Tabela 2), observou-se que a
acgao inibitoria foi detectada apenas para Listeria monocytogenes, na formulacdo
L1 com volume de 50 uL, apresentando reducdo de crescimento de 33,3%.
Nenhum dos tratamentos resultou em inibicdo detectavel para Salmonella spp.,
independentemente do volume ou tempo de sonicagao.

Tabela 2 - Inibicdo de crescimento bacteriano (%) pela técnica de micro-atmosfera
com diferentes volumes das nanoemulsoes.

Salmonella spp. Listeria monocytogenes
50 uL 100 pL 50 uL 100 pL
L1 ND ND 33,3 ND
L2 ND ND ND ND
L3 ND ND ND ND

Fonte: Dos autores, 2025

Legenda: ND — Nao detectado. L1- Formulagcdo com 5% de éleo de tomilho e tratamento com
ultrassom (5 min); L2- Formulagédo com 5% de 6leo de tomilho e tratamento com ultrassom (7
min); L3- Formulagdo com 5% de 6leo de tomilho e tratamento com ultrassom (10 min).

Os resultados deste estudo indicam que as nanoemulsdes de 6leo essencial
de tomilho apresentaram maior atividade antimicrobiana contra Listeria
monocytogenes do que contra Salmonella spp., especialmente quando
processadas por 10 minutos de sonicacao e avaliadas pela técnica de difusdoem
agar. Esse comportamento estd em concordancia com Guo et al. (2020), que
também observaram incremento na eficacia antimicrobiana do 6leo essencial de
tomilho nanoemulsionado quando associado ao ultrassom, atribuindo o efeito a
reducdo no tamanho das goticulas e ao aumento da superficie de contato com as
células bacterianas.



‘k 11*SIIEPE
EEMARA HTEORADA, XAV CIC — CORNGRESSC DE IMICIACAD CIEMTIFICA
,.‘I‘;_ UFPEL 2025

De forma semelhante, Yang et al. (2022) relataram que a otimizagcdo das
condic¢des de ultrassonicacdo aumenta a estabilidade e a agao antimicrobiana das
nanoemulsdesdetomilho contra Escherichia coli, reforcando que parametros como
tempo e intensidade de sonicacdo sdo determinantes para o desempenho do
sistema. No presente estudo, a maior eficacia observada contra L. monocytogenes
sugere que a estrutura da parede celulardas Gram-positivas pode favorecer a acéao
dos compostos ativos.

4. CONCLUSOES

As nanoemulsdes a base de 6leo essencial de tomilho apresentam-se como
uma alternativa promissora para o controle de patdgenos alimentares,
principalmente L. monocytogenes, indicando o potencial dessas nanoemulsdes
como alternativa natural para controle de patégenos alimentares
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