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RESUMO

As infeccOes bacterianas representam um problema de saide amplamente reconhecido
podendo ser desencadeadas por lesGes cutaneas superficiais ou profundas. Este cenério, aliado ao
crescente numero de casos de resisténcia bacteriana, tem intensificado o interesse na pesquisa de
novos antimicrobianos, tanto como opgdo complementar quanto como formas mais eficientes de
aplicagdo. Anacardium humile, planta nativa do cerrado brasileiro e utilizada na industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica, apresenta potencial como fonte de metabdlitos bioativos
com efeitos antimicrobianos. Os microrganismos que habitam os tecidos internos das plantas,
destacam-se como alternativa promissora ao uso excessivo de antibiotico, por atuarem no controle
bioldgico de fitopatdgenos e produzirem metabdlitos de interesse biotecnolégico. Além disso, a
incorporacdo de compostos bioativos de origem natural em estruturas de fibras sub-micrométricas
tem se mostrado relevantes no desenvolvimento de curativos, por possibilitarem a liberacdo lenta
de farmacos, decorrente de sua elevada area superficial, alta porosidade e possibilidade de compor
mantas poliméricas capazes de atuarem como curativos. Nesse contexto, o presente estudo
objetivou avaliar a diversidade microbiana endofitica isolada de Anacardium humile, com énfase
em seu potencial de controle bioldgico in vitro e na caracterizacdo de enzimas produzidas desses
microrganismos, que atuam como produtores de metabolitos secundarios, avaliando suas
caracteristicas fisiolégicas, morfotintoriais e suas funcBes antagbnicas. Dos 65 isolados
bacterianos, foram observadas atividades enzimaticas amilase (73,8%), celulase (43%), lipase
(3%) e esterase (3%), porém, apenas 4 isolados obtiveram halos de inibicdo relevantes, mas foi
identificado apenas 2 isolados apresentaram resultados positivos para as 3 cepas clinicas E. coli,
S. aureus e C. albicans. O gene 16S rDNA de 2 bactérias endofiticas isoladas de Anacardium
humile foi sequenciado para fins de identificacdo taxondmica. A analise molecular revelou a
presenca de 2 espécies bacterianas, sendo eles Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens.
Essas espécies bacterianas foram submetidas a teste de caracterizacdo de curva de crescimento, a
fim de avaliar o melhor periodo de fermentagdo dos microrganismos endofiticos. Os extratos
metabolicos endofiticos foram associados a 6leos essenciais de manjericdo, limoneno e cravo
complementando a agdo antagbnica contra cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans e
posteriormente incorporados em mantas de fibras poliméricas produzidas por fiagdo por sopro
em solucdo. A incorporacdo dos extratos metabdlicos liofilizados de B. amyloliquefaciens e B.
subtilis associados aos 6leos essenciais em mantas de fibras do biopolimero comercial Ecovio
F2332, foram produzidas através da técnica de fiacdo por sopro em solugdo (SBS). Apesar das
mantas apresentarem um halo de inibicdo menor quando comparado aos extratos metabélicos
associados a 0leos essenciais, seu uso fez-se necessario uma vez que 0s extratos apresentaram
resultados citotdxicos, o que ndo foi visto nas mantas poliméricas fiadas, indicando o potencial
dessas plataformas para continuidade dos estudos para aplicacfes em curativos de pele.

Palavras-chave: Endofiticos; Inibicao bacteriana; nanotecnologia; 6leos essenciais;
fibras; fiagdo por sopro em solucéo



Abstract

Bacterial infections represent a widely recognized health problem and can be triggered by
superficial or deep skin lesions. This scenario, combined with the growing number of cases of
bacterial resistance, has intensified interest in research into new antimicrobials, both as
complementary options and as more efficient forms of administration.Anacardium humile,A plant
native to the Brazilian Cerrado and used in the food, cosmetic, and pharmaceutical industries, it
has potential as a source of bioactive metabolites. The microorganisms that inhabit the internal
tissues of plants stand out as a promising alternative to the excessive use of antibiotics, as they
act in the biological control of phytopathogens and produce metabolites of biotechnological
interest. Furthermore, submicron fiber mats have proven relevant in the development of dressings,
as they enable the slow release of drugs due to their large surface area and high porosity. In this
context, the present study aimed to evaluate the endophytic microbial diversity isolated
fromAnacardium humile,with emphasis on its biological control potentialin vitro and in the
characterization of enzymes produced by these microorganisms, that act as producers of
secondary metabolites, evaluating their physiological and morphotintorial characteristics and
their antagonic functions.Of the 65 bacterial isolates, amylase (73.8%), cellulase (43%), lipase
(3%) and esterase (3%) enzymatic activities were observed, however, only 4 isolates obtained
relevant inhibition halos, but only 2 isolates were identified that presented positive results for the
3 clinical strains.E. coli, S. aureus, and C. albicans. The 16S rDNA gene of 2 endophytic bacteria
isolated fromAnacardium humilewas sequenced for taxonomic identification purposes. Molecular
analysis revealed the presence of 2 bacterial species, namelyBacillus subtilisandBacillus
amyloliquefaciensThese bacterial species were subjected to a growth curve characterization test
to evaluate the best fermentation period for the endophytic microorganisms. The endophytic
metabolic extracts were combined with basil, limonene, and clove essential oils, complementing
the antagonistic action against strains ofE. coli, S. aureus and C.albicans and subsequently
incorporated into polymeric fiber webs produced by solution blow spinning. The incorporation of
lyophilized metabolic extracts ofB. amyloliquefaciens and B. subtilisassociated with essential oils
in fiber sheets of the commercial biopolymer Ecovio F2332, were produced using the solution
blow spinning (SBS) technique. Although the sheets presented a smaller inhibition zone when
compared to the metabolic extracts associated with essential oils, their use was necessary because
the extracts presented cytotoxic results, which was not observed in the spun polymer sheets,
indicating the potential of these platforms for further studies for applications in skin dressings.

Keywords: Endophytic; Bacterial inhibition; nanotechnology; essential oils; solution Blow
Spinning;
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amyloliquefaciens e 6leo essencial de limoneno em 0 segundo e 60 segundos. (B).
Angulo de contato da manta nanofiada composta por extrato metabdlico de B.
amyloliquefaciens e 6leo essencial de cravo e limoneno em 0 segundo e 60 segundos.
(C). Angulo de contato da manta nanofiada composta por extrato metabdlico de Bacillus

subtilis e 6leo essencial de cravo em 0 segundo e 60 segundos. (D). Angulo de contato
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e limoneno em 0 segundo e 60 SegUNAOS. (F)....cccerriieiriieiiiie e e 83
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1 — Introdugéo

A pele, maior érgdo do corpo humano, é formada pela epiderme, que é composta
por queratindcitos, desempenhando papel de resisténcia e protecdo, derme, constituida
por fibras de colageno e elastina e hipoderme, composta por tecido adiposo e conjuntivo
(Cunha et al, 2020). A pele é uma barreira que delimita 0 meio interno do meio externo,
com numerosas funges, como a protecdo contra atrito, estresse mecanico, protecéo
contra a radiacdo, contra a desidratacdo de maneira descontrolada e prote¢do imunoldgica
contra microrganismos (Yang et al, 2015).

Apesar da pele possuir funcdo de protecdo contra microrganismos, € sabido que
0s microrganismos habitam de maneira natural ambientes extremos, solo, subsolo e entre
eles corpo de seres vivos, como o intestino e a parte superficial e superficies do corpo,
mais especificamente na pele, atuando de maneira simbidtica, fornecendo protecéo a pele
(Cunha et al, 2020). A formacdo de ferida € originaria com o impedimento do érgédo de
desempenhar seu papel biolégico, podendo acontecer por choque fisico, quimico ou
mecanico. A partir das feridas, os microrganismos que atuavam de maneira simbidtica,
entram nas lesdes e passam a atuar de maneira patogénica (Cunha et al, 2020).

A infeccdo de pele é um dos maiores desafios de saude publica global. O método
de tratamento mais utilizado é o uso de antibiético, porém 0 uso excessivo ou erréneo
desse medicamento vem desencadeando problemas tais como catalisar resisténcia de
microrganismos a antibioticos (Yang et al, 2015). Opcdes alternativas tais como
antibidticos naturais vem ganhando destaque por ndo desencadear efeitos catalizadores
em bactérias e consequentemente, diminuindo a resisténcia bacteriana.

Anacardium humile, popularmente conhecida como cajuzinho-do-cerrado, é uma
planta medicinal de origem brasileira (de A. royo et al, 2015), encontrada no Cerrado.
Este bioma possui uma area de 2,04 milhdes de quilébmetros quadrados, equivalente a
aproximadamente 22 % do territorio brasileiro, sendo o segundo maior bioma nacional,
ultrapassado em area apenas pela Amazonia (de A. royo et al, 2015). Devido a vasta
extensdo territorial, as plantas do cerrado desenvolvem-se sob a ampla variedade de
condi¢cBes climaticas, altitudes e latitudes caracteristicas desse bioma. Como
consequéncia, 0 Anacardium humile se desenvolve de maneira distinta nas diferentes
regides do cerrado (Santos et al., 2010). As especies de Anacardium spp. sdo conhecidas
por seus efeitos anti-inflamatorios, adstringentes, por suas composi¢Ges nutricionais,
bioatividades e atividades bioldgicas. O seu fruto é subutilizado, em industrias

alimenticias, cosméticas e farmacéuticas, j& que aumentam compostos bioativos,
18



incluindo flavonoides e vitamina C. (Ferreiraetal., 2007; De A Royo et al. 2015). Porém,
existe uma escassez de informagdes cientificas sobre os aspectos tecnoldgicos para o
processamento de suas partes constituintes, como casca, polpa, semente, folha, entre
outros (Lacava, Azevedo 2013).

O estudo da planta Anacardium humile se faz necessario, uma vez que sdo
conhecidos por seus efeitos anti-inflamatorio, antibacteriano e antioxidante (Royo et al,
2015). Apesar de todas essas vantagens vistas ordinariamente, as informagdes e dados
cientificos do Anacardium humile ainda é escasso, principalmente com relagéo as partes
constituintes da planta, como folhas e ramos (Silva et al, 2024).

As plantas abrigam diferentes tipos de microrganismos, dentre 0os quais se
destacam: os fitopatogénicos, que provocam doengas; os epifiticos, que permanecem
sobre a superficie vegetal por um periodo limitado; os microrrizicos, principalmente
fungos que vivem associados as raizes; e os endofiticos que mantem uma relacdo de
mutualismo com a planta, beneficiando-se de um ambiente interno mais estavel e
favoravel em comparacdo ao meio externo (Halmann et al., 1997; Pavlo et al, 2011;
Lacava, Azevedo 2013).

Para o crescimento e desenvolvimento das plantas, a literatura descreve que 0s
microrganismos endofiticos, em especial as bactérias sdo vantajosas, uma vez que sdo
responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios, além de possuirem vantagens
ecologicas e com um potencial terapéutico significativo. (Kumar, A. etal., 2024; Moreira;
Siqueira, 2006; Soares et 19 al., 2010).

Entre as bactérias endofiticas, destacam-se o género de Bacillus. Os Bacillus sdo
bactérias formadoras de bastonetes, podem ser Gram positiva ou Gram negativa. Eles sdo
uma das principais bactérias encontrada, possuem a capacidade de produzir esporos que
garantes a sobrevivéncia da planta mesmo em condicGes adversa (de A. royo et al, 2015).

Um aspecto adicional que exerce influéncia significativa sobre a fisiologia e a
ecologia vegetal refere-se aos compostos volateis sintetizados pelas plantas,
frequentemente isolados na forma de dleos essenciais. Esses metabolitos desempenham
papéis centrais nas interagdes ecoldgicas, atuando na defesa contra herbivoros e
patdégenos, na mediacdo da comunicacdo planta-planta, bem como na atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes, evidenciando sua relevancia tanto para a
sobrevivéncia individual quanto para a dinamica dos ecossistemas (Negi; Kumar
Srivastav; Bala, 2024). S&o constituidos principalmente por terpenos e sdo sintetizados

em células especializadas, sendo cruciais para a adaptacdo ambiental.
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Os 6leos essenciais, amplamente explorados em estudos cientificos devido as suas
propriedades terapéuticas e composi¢des quimicas, sdo utilizados como
dermocosmeéticos, conservantes naturais de alimentos, controle de pragas, e tem atraido
interesse da comunidade farmacéutica devido a propriedades antimicrobianas, antivirais,
anticancerigena, antimutagénica e anti-inflamatoria, entre outras (Hossein Omidian et al,
2025). Porém, desafios sdo encontrados na sua aplicagdo direta devido a alta volatilidade
inerente, baixa solubilidade a agua e suscetibilidade & degradacdao ambiental (Achagar et
al, 2024).

Em busca de mitigar este problema e buscar formas eficientes de exploracéo de
suas propriedades, a incorporacao de 6leos essenciais em nanomateriais surge como uma
estratégia relevante, capaz de aumentar a eficacia bioldgica, a biodisponibilidade e a
estabilidade do ativo, podendo inclusive promover uma liberacdo controlada e
direcionada (Pezantes-orellana, C. et al. 2024; Gu, 2024; Maddala and Singh, 2024).
Além disso, a busca por compostos naturais e biodegradaveis vem se tornando interesse
de diferentes areas de estudos dentro do conceito de salde e sustentabilidade.

Nanomateriais sdo objetos que possuem ao menos uma dimensdo na escala
nanométrica (entre 1 — 100 nm), e propriedades fisico-quimicas que se diferem
significativamente daquelas observadas em seus materiais de partida, e podem apresentar-
se sob diferentes morfologias, de acordo com a natureza do material de partida e métodos
de sintese (Sanfelice, Pavinatto, Corréa, 2022). De acordo com a dimensionalidade, os
nanomateriais podem ser classificados como 0D, 1D, 2D e 3D (Sanfelice, Pavinatto,
Corréa, 2022; Khan et al,2016). As nanofibras poliméricas, por exemplo, tem sido
utilizada na producdo de curativos para feridas, entrega controlada para medicamento,
filtros de agua e ar, tecnologia téxtil, embalagens inteligentes, etc. Elas podem ser
compostas por polimeros sintéticos e naturais, € combinadas a materiais inorganicos (Sk
et al, 2025).

Diante do exposto, esta dissertacdo aborda investigagdes acerca da incorporagao
de formulacGes que combinam 6leos essenciais e extratos metabdlicos endofiticos do
Anacardium humile em fibras poliméricas. Esta estratégia revelou-se potencialmente
vantajosa para o desenvolvimento de sistemas antimicrobianos voltados as aplicagdes
biomédicas, na area de tratamento de feridas cutaneas, e que podem contribuir no combate

a infecgdes causadas por microrganismos resistentes.
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2- Revisdo Bibliogréafica

2.1. Endofiticos

Existem diversos tipos de microrganismos que colonizam as plantas, como o0s
fitopatogénicos, os epifiticos, micorrizos e os endofiticos (Bell et al, 1995). Os
microrganismos endofiticos sdo principalmente fungos e bactérias que se alojam no
interior da planta, exibindo um modo endossimbidtico com a planta, pois o0 meio interno
é mais estavel e favoravel ao desenvolvimento desta microbiota do que o ambiente
externo. (Polesi, Esposito, 2011, Serrano et al., 2021; Purusottam Majhi et al, 2025).
Azevedo e Aradjo, (2012) classificou os microrganismos endofiticos em 2 grupos, sendo
o tipo | referente ao grupo dos que ndo produzem estruturas externas as plantas, € o tipo
Il referente aos microrganismos que produz estruturas externas as plantas. Esses
microrganismos sdo fontes de moléculas bioativas e possuem um potencial
biotecnoldgico notavel (Purusottam Majhi et al, 2025; Bell et al, 1995).

A penetracdo dos endofiticos se d& por aberturas naturais ou artificiais, podendo
ser pelo estbmato, ferimentos causados por instrumentos agricolas ou pelo atrito das
raizes com o solo, entre outros (Peixoto et al. 2004). Apo6s a entrada, os endofiticos podem
migrar para outras regides, alojando-se em diferentes partes das plantas, como folhas,
ramos, caules, frutos, sementes, entre outros (Larran 2016). A Figura 1, exemplifica as
regides da folha onde podem ser encontradas bactérias e fungos endofiticos nas plantas.
(Malpass et al, 2013)

Figura 1: Regido onde se alojam os microrganismos endofiticos: endofiticos foliares
fangicos (A) e endofiticos foliares bacterianos (B). Adaptado de (Partida-Martinez and
Heil, 2011).
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Os endofiticos moldam uma comunidade dentro da planta, exercendo papel
significativo sobre a diversidade e a estrutura dos organismos associados as plantas.
Dessa forma, desempenham funcdes de protegéo, entre as quais se destaca a producao de
metabolitos secundarios. Estes compostos, incluem diversas substancias bioativas,
antibidticos e moléculas com atividade contra fitopatdgenos, além de producéo de fito
reguladores que aumentam a resisténcia das plantas e favorecem a sobrevivéncia de seu
hospedeiro (Alves, et al., 2019; Guimaraes et al., 2013; Purusottam, Majhi et al., 2025).
Isso ocorre como consequéncia das plantas a diferentes tipos de estresse, dependendo da
regido em que se encontram. Esses estresses podem ser bidticos como parasitas, doencas
e competicdo entre plantas, etc (Crawford, et al, 2010) ou abidticos, como luminosidade,
acidez do solo, escassez de chuva, altitude, entre outros (Green et al, 2012).

Diversas espécies de bactérias endofiticas tem sido identificada em diferentes
tecidos de uma ampla variedade de plantas hospedeiras. Por exemplo, a Figura 2,
mostra col6nias de bactérias encontradas nas folhas de Anacardium humile. Essa
diversidade, contribui como forte potencial de produtos naturais, bioativos e quimicos

para a exploracdo na medicina, na agricultura e na industria.

Figura 2: Imagem do cultivo em agar do macerado da folha onde se observa col6nia
(flecha) crescidas de endofiticos. Fonte: autor

Vaérios estudos recentes sobre microrganismos endofiticos tém ganhado destaque
devido ao seu potencial antagonista, evidenciado pela capacidade de inibir o crescimento
e até causar a morte de bactérias patogénicas. Ogofure e Green (2024) investigaram a
bioatividade e o perfil metabolico de extratos brutos de microrganismos endofiticos com
finalidade antibacteriana, obtendo resultados promissores. De forma semelhante, Manam
et al. (2025) estudaram endofiticos com foco no combate a patdgenos bacterianos
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humanos, ressaltando seu potencial como candidatos a novos farmacos antimicrobianos.
Além disso, Mayila et al. (2024) e Farouk et al. (2023) confirmaram em seus estudos a

atividade antimicrobiana de fungos endofiticos.
2.2. Anacardium humile

A planta Anacardium humile € popularmente conhecida pelos seus efeitos anti-
inflamatdrio, antibacteriano e antioxidante principalmente em seu fruto e pseudo fruto
(Royo et al, 2015). Porém, os estudos sobre suas partes constituintes como folhas e ramos
sdo poucos explorados ainda que possuam inimeras vantagens (Silva et al, 2024), devido
a essa escassez de informacdes, € de suma importancia o desenvolvimento de pesquisas
com foco nos seguimentos da planta.

A planta Anacardium humile, conhecida como cajui ou cajuzinho-do-cerrado,
compartilha a mesma fisiologia que outras espécies do género Anacardiaceae (de A.
Royo et al, 2015). Suas folhas, simples e perenes, desempenham um papel crucial na
absorcdo de energia luminosa, convertendo-a em energia quimica na forma de acuUcares,
desempenhando um papel essencial no processo de fotossintese (de A. Royo et al, 2015;
Menezes Filho, 2020). Além de seu papel na producdo de energia, as folhas sdo
reconhecidas na medicina por seu potencial terapéutico como por exemplo, o efeito
antiulcerogénica, e no tratamento de lesdes de pele, seu efeito antimicrobiano contra
Candida albicans, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans (Ferreira et al, 2010;
Pereira et al, 2010).

A casca, utilizada como camada protetora que preserva sua integridade,
desempenha um papel fundamental na prevencdo da perda de umidade (Evangelista, S.
S.; Ledo, K. V., 2021). Essa parte da planta também € aproveitada na medicina devido
aos beneficios que oferece, incluindo, seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes
(Ferreira et al, 2012).

O fruto, que abriga as sementes conhecidas como nozes, é uma parte da planta
frequentemente consumida. Essas sementes ndo apenas oferecem valor nutricional, mas
também apresentam propriedades notaveis, como efeitos anti-inflamatorios,
antioxidantes e antimicrobianos. Seu consumo se torna, assim, uma pratica que vai além
do aspecto alimentar, oferecendo potenciais beneficios a saide (de A. royo et al, 2015).

Adicionalmente, a planta abriga os metabdlitos secundarios, produzidos a partir

de compostos volateis que incluem acido fenolico, taninos e flavonoides (Santos et al.,
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2023). Esses elementos desempenham um papel crucial na defesa da planta contra
predadores e patdgenos, destacando a complexidade e a riqueza bioquimica dessa espécie
(Santos et al., 2023).

Em resumo, a planta ndo apenas reflete a fisiologia caracteristica do género
Anacardium, mas também apresenta diversas partes que, longo do tempo, tém sido
empregadas tanto na medicina tradicional quanto na alimentacdo, destacando sua
relevancia multifacetada (ROYO et al., 2015). Além disso, a planta tem sido testada no
tratamento de diversas patologias devido ao seu alto potencial terapéutico (Santos et al.,
2023). Seus polifenois, flavonoides e taninos sdo conhecidos por suas atividades
antioxidante e antiinflamatoria. (Morgado et al., 2024). Os testes mais comuns vistos na
literatura sdo os efeitos gastroprotetores, antiulcerogénicos, antidiabéticos,
antimicrobiano e cicatrizantes, o que diferencia essa espécie das demais do género
Anacardium (Ferreira et al., 2012). Na Figura 3, € possivel observar as estruturas fisicas
da planta A. humile, sendo considerada um subarbusto hermafrodita, com a altura
variando entre 0,5 até 2 metros. O seu caule é subterraneo horizontal, se estendendo de 1

a 5 metros. (Embrapa pantanal, 2025).

Figura 3: Planta Anacardium humile (A), flor (B), folha (C) e fruto (D) fonte: Autor (A)
e ASCARI et al. (2024) (B) (C) (D).

Pesquisas sobre a microbiota associada a essa planta, séo fundamentais tanto para

0 combate a bactérias fitopatogénicas quanto para o conhecimento da biodiversidade
microbiana associada principalmente a folhas e ramos do A. humile.

24



2.1 Biomas do cerrado

Produtos naturais podem contribuir de forma significativa para o fornecimento de
compostos bioativos, especialmente as plantas e microrganismos, 0s quais proporcionam
substancias estruturalmente diversificadas, apresentando atividades bioldgicas,
farmacologicas (Newman; Cragg, 2015; Matsumoto e Takahashi, 2017) e
biotecnoldgicas, dentre outras (Bogas et al., 2022).

Cerrado brasileiro € um mosaico de biomas (Batalha, 2011) e apresenta como
caracteristicas plantas endémicas medicinais de onde microrganismos endofiticos podem
ser isolados (Sousa et al., 2017), e que apresentam potencial biotecnolégico, tornando o
Brasil apto para albergar produtos naturais com aplicacdes tecnoldgicas. (Vale et. Al,
2010; Cruz et. al, 2020). Este bioma é considerado um hotspot, ou seja, uma regido com
alta diversidade de espécies, onde a presenca de microrganismos endofiticos associados
a plantas podem produzir substancias com interesse diversificado (Noriler et al, 2018).

O Anacardium humile pode ser encontrado em uma vasta regido territorial
ocupado pelo cerrado localizado na Figura 4. Existem variedades de condicdes climaticas,
altitudes e latitudes dessas regides fazendo com o que o desenvolvimento das plantas seja

desenvolvido de maneiras distintas. (Santos, et al., 2010)

Figura 4: Localizacdo do bioma Cerrado no Brasil. Fonte: (L. BOLFE, Edson,
DINAMICA AGRICOLA NO CERRADO: Andlise E Projecdes, 2020).

Em cada regido do cerrado onde as plantas crescem e se desenvolvem, ocorrem
adaptacOes especificas em resposta as condi¢cdes ambientais distintas, como diferencas
pluviométricas, de altitude, entre outras caracteristicas (Noriler et al, 2018). Com isso, as
plantas precisam produzir diferentes metabolitos secundarios, os quais desempenham um

papel fundamental na sua adaptacdo as condigdes especificas de cada regido (Noriler et
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al, 2018). Esses metabolitos sdo, em grande parte, derivados de compostos volateis
produzidos pelas plantas, também conhecido como 6leos essenciais (Asbahani et al,
2015).

2.4. Oleos essenciais

Oleos essenciais s30 compostos Volateis altamente concentrados e aromaticos,
sintetizados por células especificas no interior das plantas, incluindo folhas, caules,
sementes, raizes, flores, resinas e cascas. SAo muito conhecidos pelos seus aromas e
diversas atividades bioldgicas, entre eles os efeitos antimicrobianos, anti-inflamatérios e
antioxidante (Pezantes-Orellana, C. et al, 2024). Séo utilizados em diversas areas, como
alimentos, cosméticos e principalmente medicinais (GU, J.-D., 2024). Os 6leos essenciais
possuem essas fungbes devido & sua complexa composicdo quimica, frequentemente
composta por mais de dezenas de compostos terpénicos diferentes, fornecendo beneficios
promissores (Pezantes-Orellana, C. et al. 2024; Asbahani et al., 2015).

Os o6leos essenciais possuem propriedades que a FDA considera consistente com
a defini¢do de medicamento, sendo ele um agente “destinado ao uso no diagnostico, cura,
mitigacdo, tratamento ou prevencdo de doenca” (FDA,2014). Eles ja sdo incluidos na
composicdo de muitas formas de dosagem, sendo aplicadas principalmente em acdes
locais ou inalagdo (Manion and Widder, 2017; Asbahani et al, 2015).

Sao extraidos atraves da destilacdo a vapor, hidrodifusdo ou pressdo, dependendo
das espécies e localizacdo que é feita a extracdo. A extracdo rende pouco material, o que
0s torna substancias altamente valiosas (Manion and Widder, 2017; Asbahani et al, 2015).
Existem tipos de 6leos essenciais que possuem diferentes finalidades, entre eles, 6leo
extraido da planta Syzygium aromaticum, que é conhecido como cravo da india, o qual
tem sido empregado em aplicacBes farmacoldgicas, alimenticias e cosméticas (Ayub, M.
et al.,, 2023). Possui atividades bioldgicas potentes, como a acdo antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatéria (Tiwarl; Dubey, 2022).

Outro tipo de 6leo essencial muito conhecido é o da planta Citrus sinensis, e que
da origem ao oleo essencial de limoneno. (Seid et al, 2023) Possui uma significancia
clinica importante pois possui ac¢Ges antimicrobiologicas contra cepas ATCC de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans e Salmonella typhi (Poudel
& Bhatt, 2024; Ahmed & Mohammed, 2024).
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Outro exemplo de 6leo essencial é o Ocimum basilicum ou manjerico, que possuli
os 6leos extraidos principalmente das folhas e partes floridas e sdo principalmente
utilizados em industrias farmacoldgicas, pois possuem acBes antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatoria, entre outros (Ale et al, 2023). Esses 0leos também
possuem acdes comprovadas contra bactérias Gram positivas como Staphylococcus
aureus, pois ela possui a capacidade de romper a membrana celular e interferir no
processo bioquimico essencial das bactérias. (Ba-Hamdan et al., 2013; Wirtu et al., 2024).

Lebrazi, et al (2025), investiga acOes sinérgicas entre trés 0leos essenciais para a
aplicacdo antibacteriana e antioxidante, demonstrando em seus estudos eficacia mais forte
contra E. coli e S. aureus com a associac¢do dos 6leos. O trabalho de Narayanankutty et
al, (2022), investigou o 6leo essencial de limoneno, e observou resultados inibitorios
contra cepas de E. coli com 16,7 milimetros, S. aureus com 18,7 milimetros, P.
aeruginosa com 20,9 milimetros e S. entérica com 17,1 milimetros, confirmando a
capacidade antibacteriana desses compostos. Segundo Anandakumar et al. (2021) e
Ugbogu et al., (2021), os 6leos essenciais de limoneno e de manjericdo possuem um efeito
altamente bacteriostatico.

Além disso, os 6leos essenciais, por serem sintetizados biologicamente, possuem
em sua composi¢do varios compostos bioativos (Pan et al, 2023). A complexidade desses
compostos, permitem que eles penetrem facilmente na membrana celular das bactérias,
possuindo diferentes alvos para se alojar e consequentemente dificultam o

desenvolvimento da resisténcia bacteriana aos 6leos essenciais (Lebrazi et al, 2025).
2.5 Estrutura e fisiologias da pele eudérmica

A pele ou cutis, camada mais externa do corpo, € o manto de revestimento do
organismo, o qual desempenha um papel fundamental na defesa contra ameagas externas,
regula a temperatura corporal, sintetiza vitamina D, possui funcdo imunologica e de
termorregulacdo, controle hemodindmico, producdo e excre¢do de metabolitos (Karimi,
2023).
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Figura 5: Representacdo esquemaética das camadas da pele humana, sendo dividida em
Epiderme: camada mais externa, Derme: camada intermediaria e Hipoderme sendo a

camada mais profunda (Mercante, Corréa et al, 2023).

A pele é organizada em trés camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme, como
visto na Figura 5 (Yang et al, 2015). A epiderme é um epitélio escamoso em renovagao
continua, com diferentes camadas, recebendo os nomes de germinativa ou basal,
espinhosa, granulosa e cornea (Yang et al, 2015).

Na derme, é onde se encontra 0s vasos sanguineos, vasos linfaticos, nervos,
terminacBes nervosas, glandulas sebaceas e sudoriparas e elementos celulares. Ela é
dividida em “derme papilar”, na qual é composta por fibras colagenas e elasticas e em
“derme reticular” que ¢ composta por feixes colageno de mistura com fibras elésticas e
retilineas (Cunha et al., 2020).

A hipoderme ou endoderme, é a camada mais profunda da pele, possuindo uma
grande quantidade de lipideo, contem também um pigmento, colesterol, vitaminas e agua.
O foliculo piloso e glandulas sudorificas se localizam nessa camada da pele (Cunha et al.,
2020).

A pele exerce diversas funcées, que vdo desde funcbes respiratdrias até protecao
fisica (Brito et al, 2024). Existem diversas patologias que podem afetar a derme, incluindo
infeccdes, sendo frequentemente associada a lesdes cutaneas (Brito et al, 2024). Os
ferimentos, por sua vez, resultam na ruptura da integridade de pele devido a fatores
mecanicos externos. Esses processos envolve a inflamacdo, formacdo de tecidos e

remodelacdo (Brito et al., 2024).
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Varios microrganismos apresentam a propriedade de se comportarem como
ubiquitarios, ou seja, que podem habitar diversos ambientes (May, 2009). Na microbiota
normal da pele, sdo encontradas nas camadas mais superficiais microrganismos como
micrococos e corinebacterias, € que sdo consideradas comensais por ndo serem
patogénicos. Porém, existem também algumas bactérias que possuem potencial patégeno,
como exemplo a S. aureus. Quando ocorre fissura ou danos na pele, as bactérias podem
se estabelecer nesta area, pois encontram maior acesso a nutrientes o que facilita o inicio

de uma infeccdo cutanea (Mala et al, 2025).

2.6 Tipos de Bactérias e infecgdes

As bactérias sdo organismos procariontes, caracterizados por sua estrutura celular
simples (Mattos et al.,2013). Pertencentes ao Reino Monera, do género Bacterium, sdo 0s
seres vivos mais abundantes no mundo, apresentando uma grande diversidade de
especies, algumas das quais podem ser patogénicas (Mattos et al.,2013), elas apresentam
uma notével diversidade, sendo distinguiveis por suas estruturas, composi¢des e arranjos
(Tumah et al., 2009).

Esses microrganismos estdo amplamente distribuidos, sendo encontrados em
diversos ambientes. Algumas bactérias habitam o interior do organismo, desempenhando
papel essencial no processo digestivo no trato gastrointestinal (Donini, I. A. N. et
al.,2013). Outras se fixam na superficie da pele humana, enquanto algumas estdo
presentes no ar, agua e até mesmo em ambientes extremamente frios (Donini, I. A. N. et
al.,2013).

E importante destacar que algumas espécies bacterianas, quando em contato com
0 organismo humano, podem afetar a salude (Tumah et al., 2009). Devido a sua
composicao celular simples, as bactérias tém a capacidade de se reproduzir rapidamente,
sendo capazes de concluir seu ciclo de multiplicacdo em apenas 15 minutos (Donini et
al.,2013).

Em sua superficie, podem possuir estruturas como flagelos, fimbrias e capsulas.
Possuem componentes quimicos importantes como acidos teicoicos, lipopolissacarideo e
peptideoglicano na parede celular, as quais s@o categorizadas em dois tipos principais:
aquelas com uma extensa camada de peptidoglicano seguida por uma camada de proteina

e a membrana citoplasmatica; chamada de Gram positiva ou aquelas com uma camada
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mais fina de peptidoglicano protegida por uma membrana externa de lipoproteina
chamada de Gram negativa. (Oliveira et al., 2014).

As bactérias sdo classificadas em aerdbias, ou seja, necessitam de oxigénio para a
sua sobrevivéncia. Esse grupo inclui cocos Gram-positivos, como Staphylococcus,
Streptococcus e gram-negativos como Neisseria. Podem ser também bacilos Gram-
positivos como Kurthia e Corynebacterium, ou Gram-negativos como Escherichia,
Enterobacter e Salmonella. Ou ainda podem ser anaerdbicas, ou seja, sobrevivem com
pouca ou a auséncia de oxigénio, podendo ser cocos ou bacilos gram-positivos e negativos
(May, 2009).

A eficacia do tratamento com farmacos antimicrobianos depende, entre outros
fatores, da correta identificagdo do tipo de microrganismos (May, 2009). Para isso,
utiliza-se um método colorimétrico padronizado denominado coloragdo de Gram, que
permite classificar as bactérias em Gram positivas ou Gram negativas com base na
capacidade de retencdo de corantes especificos por suas estruturas celulares (Tumah et
al., 2009).

As infeccBes microbianas sdo ocasionadas por seres vivos microscopicos como
bactérias e fungos. Por serem organismos Vvivos, esses agentes passam por processos de
desenvolvimento, multiplicacéo, evolugéo e morte (Mattos, et al., 2013). Esses processos
dindmicos destacam a complexidade das interacfes entre esses organismos e Seus
hospedeiros, fornecendo detalhes importantes para a compreensdo e tratamento das
infeccdes (Mattos, et al., 2013).

Segundo Wong et al, (2023), a descoberta de novos ativos antibidtico é necessaria
para auxiliar na atual crise atual de resisténcia de bactérias a antibioticos. A resisténcia a
antibidtico tem tornado os antibioticos atuais ineficazes, ocasionando mortalidade por
infeccBes (numero estimado em até 10 milhGes de mortes por ano até 2050). Esse estudo
é complementado pelos trabalhos de Cheung, Bae e Otto (2021) e Ahmad-Mansour et al.
(2021), que apontam que Staphylococcus aureus, um dos principais agentes causadores
de morbidade e mortalidade em todo o mundo, tem se tornado cada vez mais desafiador

no tratamento de infeccdes, devido ao aumento de sua resisténcia a multiplos farmacos

2.7 Principais infec¢Oes bacterianas cutanea

A infeccdo de pele estd entre as doencas infecciosa mais comuns, com um a

estimativa de quase 500 casos por 10.000 pessoas por ano (Abrahamian et al., 2019).
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Essas infeccOes variam em gravidade e profundidade, sendo elas, leves quando podem
ser tratadas de maneira simples, como o uso de antibidtico ou drenagem superficial, até a
necrosante com risco de vida, na qual pode haver uma invaséao de tecidos mais profundos,
sendo necessaria ate intervencao cirurgica (Abrahamian et al., 2019).

As infeccBes microbianas sempre estiveram entre as principais causas de morte
no mundo, 0 que motivou a busca por tratamentos mais eficazes (Calixto e Cavalheiro,
2012). Neste contexto, a industria farmacéutica passou a investir no desenvolvimento de
farmacos antibacterianos sintéticos (Oliveira et al, 2014). No entanto, ha alguns fatores
que devem ser seguidos para 0 uso correto desses medicamentos. A falta de orientacdo
adequada e o uso indiscriminado de antibacterianos favorecem o desenvolvimento de
bactérias resistentes, comprometendo a eficacia dos antibidticos disponiveis. (Yang, et
al., 2017.)

De acordo com Laube (2004), cerca de 70% da populacédo apresenta pelo menos
um problema cutaneo aos 70 anos de idade. Doengas como celulite infecciosa, erisipela,
impetigo, foliculite, Ulceras e assaduras sdo observadas tanto em idosos (Laube, 2004)
quanto em criancas e recém-nascidos (Brook, 2002). Nestes ultimos, o sistema
imunolégico ainda imaturo torna as infec¢es mais graves e de dificil controle.

As infeccBes bacterianas afetam individuos de todas as faixas etarias e
representam um problema de saude publica global. Nesses casos, 0 uso de antibioticos
constitui o tratamento padrdo. Farmacos como penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos sdo amplamente utilizados como primeira linha terapéutica, por
apresentarem amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Brook, 2002).

Entretanto, o uso global de antibi6ticos aumentou aproximadamente 65% entre
2000 e 2015, relacdo que, segundo Diallo et al. (2020), é inversamente proporcional a
reducdo das mortes por doencas infecciosas. Esse aumento no consumo tem contribuido
significativamente para o surgimento e disseminacdo da resisténcia antimicrobiana,
dificultando o0 manejo clinico das infeccdes ao restringir o nimero de agentes terapéuticos
eficazes disponiveis (Diallo et al., 2020).

Diante desse cenario, torna-se essencial investigar fontes complementares ou
alternativas capazes de reduzir o uso de antibidticos convencionais. Entre essas
estratégias, destacam-se fontes naturais com potencial antimicrobiano. Liu et al. (2024)
demonstraram o uso de bacteriéfagos — virus que infectam seletivamente bactérias sem

afetar células eucaridticas — como agentes terapéuticos promissores. De modo
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semelhante, Yadav et al. (2025) avaliaram nanoformulagdes & base de 6leos essenciais
com atividade antifangica. Pan et al. (2022) e Maghfiroh et al. (2025) investigaram as
propriedades bioldgicas de 6leos essenciais como substitutos potenciais de antibioticos
em racOes, destacando sua multifuncionalidade biolégica e 0 menor risco de inducéo de
resisténcia bacteriana. Esses autores também enfatizam que o uso de nanotecnologia é
fundamental para aprimorar o custo-beneficio, reduzir odor e volatilidade, além de
melhorar a estabilidade e biodisponibilidade dessas formulagdes. Maghfiroh et al. (2025)
ainda demonstraram atividade antimicrobiana significativa contra Escherichia coli e

Staphylococcus aureus.

A biotecnologia tem desempenhado um papel fundamental na promocéo da saude
e bem-estar da humanidade, possibilitando o desenvolvimento de novos farmacos e
vacinas recombinantes para doencas bacterianas e virais, conforme abordado por (Garcia
et al, 2022

2.8 Nanotecnologia e Nanomateriais

A nanotecnologia é uma ciéncia que visa o0 estudo de materiais na nanoescala
(Mercante, Corréa et al, 2023). A dimensdo nanométrica confere as particulas uma série
de propriedades especiais pelo fato de ja estarem proximas da dimensdo atdmico-
molecular, na qual se mesclam fendmenos e conceitos da fisica classica e quantica
(Mercante, Corréa et al, 2023).

Existem diversos ativos biotecnologicos que podem ser beneficiados pela
combinagdo com processos nanotecnoldgicos, como a encapsulacdo, para producdo de
produtos cosméticos, produtos agrondmicos e até mesmo medicamentos (Mercante,
Corréa et al, 2023).

Sob a perspectiva da dimensionalidade, os nanomateriais podem ser categorizados
como 0D, 1D, 2D e 3D. Os nanomateriais de dimensao zero (OD) possuem todas as suas
trés dimensbes na escala nanométrica, englobando exemplos como nanoparticulas e
pontos quanticos. No caso dos nanomateriais unidimensionais (1D), apenas uma das
dimens®es ultrapassa a escala nano. Exemplos tipicos dessa categoria incluem nanotubos
e nanofibras. Os nanomateriais bidimensionais (2D) apresentam somente uma das

dimensdes na nanoescala como é o caso das nanofolhas, nanoplacas e filmes finos. J& os
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materiais 3D sdo formados por nanoestruturas 0D, 1D e 2D, ou estruturas porosas 3D
(Sanfelice, et al, 2022; Mercante, et al.,2023).

2.9 Nanofibras poliméricas

As nanofibras sdo nanomateriais 1D, possuindo uma alta relacdo area
superficial/volume. Elas sdo muito utilizadas na ciéncia biomédica, incluindo em
aplicacdes para liberacdo controlada de insumos, engenharia de tecidos, curativos para
feridas, entre outros (PATHAK, D. et al. 2023).

H& varios materiais que podem ser utilizados para a producdo das nanofibras
incluindo polimeros e seus compositos (Xu et al, 2025).

Existem diversas técnicas para a producdo de nanofibras e, dentre as principais,
pode-se citar a fiagcdo por fuséo, fiacdo por sopro em solucdo, eletrofiacdo, separacéo de
fases, automontagem, celulose bacteriana e puxamento (Bhatt, et al, 2023).

A eletrofiacdo é um método amplamente estudado para a producdo de nanofibras
poliméricas. O método consiste na aplicacdo de um campo elétrico sobre a gota de uma
solucdo polimérica localizada na extremidade de um capilar. A forga de repulsdo
eletrostatica deve superar a forca de tensdo superficial do liquido para que a gota seja
deformada e assim, permitindo que jatos finos eletricamente carregados sejam lancados
em direcdo ao coletor. Neste curso ocorre a secagem do solvente, gerando fibras que séo
acopladas ao coletor, as fibras produzidas por esse método possuem diametros muito
pequenos e alta area superficial (Mercante, Corréa et al., 2023).

(Carvalho et al, 2021), realizou a producdo de nanofibras poliméricas obtidas
através da eletrofiacdo, com o objetivo de produzir um curativo via transdérmica visando
producdo de um anti-inflamatdrio. Os autores produziram nanofibras eletrofiadas de
ECOVIO visando a liberacdo transdermica de aceclofenaco para potencializar o
tratamento de inflamacdes e preveniria os efeitos colaterais de aceclofenaco.

Diversos estudos tém explorado a aplicacdo de Ecovio, principalmente em
sistemas de liberacdo prolongada. Essas solugdes poliméricas tém sido associadas a
diferentes principios ativos, com o objetivo de investigar distintos perfis de liberacado
(Kurecic; Sfiligoj Smole, 2013).

Além disso, ha um ndmero crescente de pesquisas envolvendo nanofibras
incorporadas a 6leos essenciais, como demonstrado por Hayfa Argui et al. (2021), que

reportaram propriedades antibacterianas, mecanicas e térmicas relevantes.
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Também sdo encontrados muitos estudos na literatura sobre essa técnica (Mendes
et al, 2023), utiliza 0 equipamento de SBS para obtencdo de nanofibras de PLA associada
a Oleo essencial de horteld-pimenta para o desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis. Ou o estudo de (Ozcan et al, 2023), o qual utilizou 6leo essencial de
misturas de especiarias Sucuk e PLA para a composi¢do da nanofibra que obteve
resultados relevantes em acfes anti-inflamatdrias e antioxidante. Oliveira et al, (2025),
fez a incorporacdo de nanoparticulas de prata em caldo fermentativo de P. polymyxa
incorporados a nanofibras, o que resultou em halos de inibigéo.

2.10 Fiacé&o por sopro em solugéo (SBS)

Outro método de producgdo de nanofibras € a fiagdo por sopro em solucdo. Esta
técnica proposta em 2009 por Medeiros et al (Medeiros, Mattoso et al., 2009), esse
método é considerado uma das técnicas mais viaveis para a producdo de nanofibras, o
equipamento possui bico concéntrico, bomba de ejecdo, uma fonte de ar comprimido e
um coletor. O método consiste na aplicacdo de um fluxo de gas com alta velocidade sobre
a gota de uma solucdo polimérica localizada na extremidade de um capilar. A forca do
gas diminui a pressdo no centro do jato e gera uma for¢a motriz e quando superada a
tensdo superficial, jatos finos séo langados em direcdo ao coletor. Neste curso, ocorre a

secagem do solvente, gernado fibras que séo acopladas ao coletor. A Figura 6, demonstra

um esquema do sistema SBS (Medeiros, Mattoso et al., 2009).

Figura 6: (A) Esquema de funcionamento do equipamento de fiagcdo por sopro
em solucdo a) Fonte de gas comprimido, b) Bomba de injecdo da solucdo polimérica, c)
regulador de pressdo, d) Matriz de fiacdo de bico concéntrico, e) distancia de trabalho e
f) Coletor rotativo. Fonte: (Medeiros, Mattoso et al., 2009). (B) Imagem digital
(fotografia) do equipamento fiacdo por sopro em solucdo. Fonte: autor.
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Além disso, essa técnica de fiacdo pode ser composta por diversos tipos de
materiais, como os polimeros, polimeros condutores, materiais carbonaceos, materiais
2D, nanoparticulas inorganicas e biomoléculas (Dadol et al,2020). Ap6s a producdo da
fibra, pode-se modificar a superficie das fibras por diferentes métodos, tanto fisicos, como
spray, coating, deposicao atdmica, quanto modificacdo térmicas calcinando fibras, quanto
modifica¢bes quimicas como a modificacdo cruzada.

As nanofibras sdo bastante utilizados para producéo de sistema de liberacdo lenta
e controlada, visto que a preocupacdo exacerbada com o uso de antibidtico € bem atual,
tanto para a sade humana quanto a saide animal. Nesse contexto, a técnica de fiacdo por
sopro em solugéo foi escolhida por sua versatilidade na selecdo de materiais, como 0s
polimeros, pela otimizagdo do processo e pelas condigcdes favoraveis a aplicacdo de
materiais como o0s polimeros, pela otimizacdo do processo e pelas condi¢des favoraveis
a aplicacéo cutanea em uso biomédico (Dadol et al, 2020).

As mantas poliméricas possuem diferenciais pois ao imobilizar materiais nas
fibras poliméricas, o material € liberado gradativamente e controladamente. O que ndo é
visto em outros sistemas de liberacdo, como é o exemplo filmes hidrogéis, que séo

liberados continuamente.

2.12 Polimero Ecovio

O Ecovio é uma blenda polimérica composta por &cido polilatico (PLA) e poli
(butileno adipato-co-tereftalato; PBAT). Ambos os polimeros sdo notoriamente utilizados
na producdo de nanofibras, para aplicacdes biomédicas, principalmente devido a sua
biocompatibilidade, ja que combinam propriedades mecénicas com biodegradabilidade
(Siegenthaler, KO, Kiinkel, A., Skupin, G., etal 2011; Carvalho et al, 2021). Na Figura 7

¢ apresentado a estrutura quimica do PLA.
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O/CH\ (l:l yd
O,
Figura 7: Estrutura quimica do PLA. Fonte: (Lasprilla et al, 2012)
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O PBAT é um poliéster alidatico-aromatico biodegradavel, transparente e com estrutura
semi-cristalina. Sua estrutura é composta por uma parte alifatica e uma parte aromatica,
produzindo um material com propriedades fisicas e mecénicas satisfatorias (Jiang;
Wolcott; Zhang, 2005).

O
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Figura 8: Estrutura quimica do PBAT. Fonte: (Zhang 2015)

A mistura de PLA e PBAT produz uma matéria prima extremamente versatil,
pois a gama de aplicacBes € muito ampla, indo desde aplica¢Bes de filmes como sacolas
de compras ou filmes de cobertura vegetal agricola até redes de malha, filmes retrateis,
entre varias outras aplicacdes (Siegenthaler, KO, Kinkel, A., Skupin, G., Yamamoto, M,
etal, 2011).

A escolha dos 6leos essenciais se baseou na intencdo de investigar os efeitos
inibitorios de compostos biologicamente atvios, os 0leos essenciais selecionados foram o
6leo essencial de cravo, devido a sua ampla atividade bacteriana conhecida contra
diversos patdgenos humanos resistentes a multiplos medicamentos (Samazer et al, 2021).
O 6leo essencial de limoneno, é conhecido por exibir forte efeito antibacteriano e
antifangico (Samazer et al, 2021) e o 6leo essencial de manjericdo possui um espectro
amplo de efeito antibacteriano (Silva et al, 2013)

Logo, a associagdo dos 0leos essenciais com os extratos metabolicos dos Bacillus
endofiticos encontrados nas plantas de A. humile, apresentam grande potencial para o uso
complementar a antibioticos, e podem ser implementados em curativos visando diminuir
0 progresso rapido e constante das resisténcias bacterianas. Porém, os 6leos essenciais
possuem algumas desvantagens relevantes como a foto sensibilidade e volatilidade, j& os
endofiticos possuem um nivel de toxicidade na pele humana. Visando diminuir essas
desvantagens, a incorporacdo dos 0Oleos essenciais e extrato metabdlicos das bactérias

endofiticas em mantas poliméricas se fazem essencial.

36



3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Este estudo tem como objetivo isolar e caracterizar bactérias endofiticas de
Anacardium humile, avaliando seu potencial antimicrobiano e sua aplicacdo, em
associacdo com o6leos essenciais, incorporado em mantas de fibras poliméricas obtidas
por fiagdo por sopro em solugdo, para uso contra patdogenos causadores de infeccdes

cutaneas.
3.2. Objetivos especificos:

1. Isolar bactérias endofiticas de folhas e ramos da planta Anacardium humile
encontradas no Cerrado da UFSCar;
2. Realizar os testes de caracterizagdo in vitro dos isolados bacterianos endofiticos
para conduzir:
a) Testes enzimaticos;
b) Testes morfotintoriais e morfologicos;
c) Curva de crescimento do endofitico;
d) Estudo dos efeitos antimicrobianos contra cepas de E. coli (ATCC
25922), S. aureus (ATCC 29213) e C. albicans (ATCC 10231).
3. Identificar e avaliar a diversidade genética das bactérias endofiticas por meio do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA,;
4. Incorporar os extratos endofiticos em fibras obtidas por fiagdo por sopro em
solucéo e composicdo de mantas antimicrobianas.
5. Caracterizar as fibras quanto a:
a) Composicdo quimica por espectroscopia de Infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR);
b) Hidrofilicidade por angulo de contato;
c) Morfologia por microscopia eletronica de varredura (MEV);
d) Capacidade de promover teste de liberagcdo prolongada;
e) Citotoxicidade.
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4. Materiais e métodos:
4.1. Realizacdo da coleta

As amostras vegetais de folhas e ramos de Anacardium humile foram coletadas
na reserva ambiental do cerrado da Universidade Federal de S&o Carlos (21°97° 62°” S,
47° 86’ 91°> W). Foi realizada a primeira coleta no més de janeiro de 2024, pois devido
a sua sazonalidade, € o periodo de frutificacdo da planta, possuindo maiores producdes
de metabolitos secundarios em seu interior. Foram coletadas 3 plantas com distancia de

3 km em média de cada um, utilizando as amostras de folha e ramo.

4.2. Extracdo, purificagdo e armazenamento das bactérias

As amostras de folhas e ramos coletadas no Cerrado da UFSCar foram levadas ao
Laboratdrio de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB/UFSCar). Durante a fase de coleta,
selecionaram-se folhas e ramos que ndo apresentavam nenhum tipo de defeito, como
manchas, cortes e abrasdes. Em seguida foram lavadas com &gua corrente para retirar o
excesso de poeira e residuos de solo. Apés a lavagem, 12 gramas de amostras (folhas e
ramos) foram pesadas para iniciar o processo de desinfeccdo superficial (Araujo et al.,
2014). Para isso, as amostras foram imersas em &lcool etilico 70% por 1 minuto, em
seguida, imersas em hipoclorito de sodio diluido a 2% por 30 segundos, alcool 70% por
1 minuto e a agua destilada por 1 minuto 2 vezes conforme demonstrado na Figura 9. O
ultimo frasco, contendo agua esterilizada, foi semeado em meio TSA (Tryptic Soy Agar)

para verificar o crescimento de algum contaminante, como 0s microrganismos epifitico.
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Figura 9: Amostras da planta A. humile no processo de desinfeccao superficial. Imersas
a alcool 70% (A), hipoclorito de sédio a 2% (B), alcool 70% (C), agua destilada (D) e
agua destilada (E).

Ap0s a etapa de desinfeccdo, as amostras foram cortadas em pequenos fragmentos
com bisturi esterilizado retirando as extremidades das folhas e ramos, as quais foram
descartadas. Esse processo aumentou a superficie de contato entre os fragmentos e o
tampdo PBS a 0,9% adicionadas a um tubo tipo Falcon 15 ml. As amostras foram
colocadas em uma incubadora com agitagdo por 2 horas a 180 rpm a 28 °C (Araujo 2014).
Apbs o periodo de agitacao, foi coletada uma aliquota de 100 pl, que foram submetidas a
diluicdo seriada. Nesse processo, foi necessario diluir as amostras das folhasem O e -1 e
dos ramos em -5 e -6, uma vez que foi possivel contabilizar as unidades formadoras de
coldnias esse processo ocorreu em meio de TSB (Tryptic Soy Broth) com cada cepa
individualmente (Himedia). ApoOs esse processo, as diluicdes foram plaqueadas em
triplicata.

As placas foram incubadas por até 15 dias a 28°C na estufa de crescimento, para
a verificacdo de colonias bacterianas isoladas (Araujo, 2014). A contagem padrdo em
placas dos isolados bacterianos foram realizados, os quais foram purificados através da
técnica de esgotamento em placas contendo meio de TSA (Tryptic Soy Agar) e incubadas
a 28°C. Foram avaliados os isolamentos das placas de folhas com diluicdo O e -1 e de
ramo na diluicéo -5 devido ao melhor isolamento da coldnia. Apds a incubacéo foi feita
uma distin¢ao das bactérias, purificando e isolando cada uma delas separadamente (Lima,
2011).
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4.2.1 Caracterizacdo fenotipica

Apos o isolamento e crescimento das bactérias, elas foram adicionadas no caldo
de TSB da marca himedia, e incubadas em estufa por 24 horas a 28°C. Ap0s esse tempo,
uma turvacdo das amostras foi observada devido a proliferacdo dos microrganismos 0s
quais foram adicionados com glicerol puro em microtubos de 1,5 mL, na proporgéo de
1:1 e congeladas a -80°C. Para a utilizacdo das bactérias armazenadas, elas passaram pelo
processo de reativacdo. Para isso, os microtubos foram descongelados em temperatura

ambiente, semeadas em placas e armazenadas na estufa a 28°C de 24 a 48 horas.
4.2.2 Caracterizagdo morfotintorial e morfologica

Os isolados bacterianos foram submetidos a substrato para identificar
caracterizacdo de enzimas especificas, de forma visual, e a morfologia das col6nias foi
observada, quanto ao seu tamanho, coloracdo e forma na placa. A coloracdo de Gram foi
feita com o objetivo de avaliar e classificar microbiolégicamente as bactérias isoladas
endofiticos que passou pelo seguinte protocolo de coloracdo: inicialmente, corou-se com
violeta de genciana por 1 minuto, seguido de lavagem com &gua destilada. Em seguida, o
esfregaco foi tratado com solucéo lugol por 30 segundos e lavado novamente com agua
destilada. Posteriormente, realizou-se a descoloragdo com alcool etilico a 95%, seguida
de nova lavagem com &gua destilada. Por fim, foi aplicada a fucsina como corante de
contraste, e apOs a uUltima lavagem com &gua destilada, procedeu-se & observacéao

microscopica (Rand and Tillan, 2006).

4.2.3 Testes enzimaticos

As bactérias endofiticas foram submetidas a testes enziméticos, e avaliados
qualitativamente. Esses testes foram conduzidos em placas de Petri apds inocular as
unidades formadoras de coldnia dos endofiticos crescido no meio de TSA (Araujo et al.,
2014).

Esses testes foram importantes para verificar a capacidade dos endofiticos de
produzir as enzimas amilase, celulase, protease, pectinase pH 5, pectinase pH 8, lipase e
esterase. Foram considerados positivos 0s testes nos quais as amostras que geraram a

formac&o de halo em torno da coldnia (Aradjo et al., 2014).
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4.2.3.1 Atividade celulolitica

Os isolados foram cultivados em meio de cultura em meio minimo M9, que €
composto por 200 mL de solucdo estoque contendo 64g.L-1 de fosfato dissodico
(NazHPO4.7H20); 15g.L1 de dihidrogenofosfato de potassio (KH2POa); 2,5gLt de
cloreto de sédio (NaCl) ; 5g.L* de cloreto de amdnio (NH4CI), com carboximetilcelulose
como fonte de carbono, incubado a 28°C durante 48 horas (Teather; Wood et al., 1982).

Apbs o crescimento dos endofiticos, foi adicionado 10 mL de corante vermelho
Congo deixado em repouso por 15 minutos. Apos isso, as placas foram lavadas com NaCl
por 5 minutos. Ap0ds essa lavagem, foi feita a leitura em que a formacdo de um halo
amarelado, alaranjado indica a presenca da producdo de celulase pelos endofiticos, ja a
ndo formacdo de halo indica a auséncia de producdo da celulase pelos
endofiticos (Teather; Wood, et al., 1982).

4.2.3.2. Atividade amilolitica

Os isolados foram cultivados em meio minimo M9 contendo 200 mL de solugéo
contendo 64g.L* de fosfato dissodico (NazHPO4.7H20) ; 15g.L* de dihidrogenofosfato
de potéssio (KH2PQO4); 2,5gLde cloreto de sédio (NaCl) ; 5g.L* de cloreto de amonio
(NH4CI), 2mL de sulfato de magnésio (MgSOs) 1M; 0,1mL de CaCl, 1M, 10g.L* de
glicose e 15g.L* de agar, pH 7,2 contendo 0,5% de extrato de levedura e 1% de amido
soltvel. As amostras foram incubadas a 28°C durante 48 horas. Apds o crescimento, foi
adicionado 10 mL de solu¢do de iodo e lavados com agua corrente. A presenca de um
halo incolor indicou a producdo de amilase. (Hankin; Anagnostakis, 1975; Teather;
Wood, 1982).;

4.2.3.3 Atividade pectinolitica

Os isolados foram cultivados em meio minimo M9, que € composto por 200 mL
de solugdo estoque contendo 64g. L de fosfato dissodico (Na,HPO..7H20); 15g. L de
dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4); 2,59 L de cloreto de sédio (NaCl); 5g. L de
cloreto de aménio (NH4Cl), com pectina como fonte de carbono. Foi observada acéo
pectinolitica em diferentes pH, portanto, foi ajustado o pH de 5 e 8 e incubados a 28°C

durante 48 horas.
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Apos o crescimento dos endofiticos, foi adicionado lugol e o conjunto lavado com
agua corrente. Para a visualizagdo dos resultados, é necessario observar a presenga de
halos incolores, que indicam a presenca de producdo da pectinase pelos
endofiticos (Teather; Wood, 1982).

4.2.3.4 Atividade lipolitica

As bactérias endofiticas foram cultivadas em meio de cultura lipase e esterase
contendo: 10g.L* de Peptona 5g.L* de cloreto de sédio (NaCl) ; 0,1g.L* de cloreto de
célcio (CaCl,. 2H20) e 15 mg.L* de agar (agar/agar) ajustando o ph para 7,0. Apés a
esterilizacdo do meio de cultura, foi adicionado 1% (v/v) de Tween 20. A formacéo de
um halo claro ao redor da colonia indica a presenca de esterase e a formagdo de um halo

com cristais indica a presenca de lipase (Teather; Wood, 1982).

4.2.3.5 Atividade esterase

As bactérias endofiticas foram cultivadas em meio de cultura lipase e esterase
contendo: 10g/L de Peptona 5g/L de cloreto de sodio (NaCl) ; 0,1g/L de cloreto de célcio
(Cacl2. 2H20) e 15 mg.L' de agar (agar/agar) ajustando o pH para 7,0. Apds a
esterilizagdo do meio de cultura, foi adicionado 1% (v/v) de Tween 80. A formacéo de
um halo claro ao redor da col6nia indica a presenca de esterase (Teather; Wood, 1982).

4.2.3.6 Atividade proteolitica

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura Protease contendo: 5g.L* de
triptona; 2,5¢.L* de extrato de levedura; 1g.L* de glicose, 2,5 g.L"* de NaCl e 15g.L* de
agar (agar/agar) 10 ajustando o pH para 7,0. Apds a esterilizagdo adicionou-se 100 mL
de leite desnatado 0% gordura. Apds a incubacdo a 28°C durante 48 horas, a formacao de
um halo de degradacdo ao redor da col6nia indica a presenca de protease (Hankin;
Anagnostakis, 1975).

4.2.4. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos
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A atividade antimicrobiana in vitro foi testada utilizando ensaios bioldgicos
qualitativos, em triplicata. Os microrganismos utilizados com potencial patogénico foram
C. albicans (ATCC 10231), E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 29213).

Para que esse teste fosse realizado, foi utilizado a técnica de difusdo em poco, dos
extratos dos isolados endofiticos. As bactérias foram submetidas a incubacéo a 37°C por
24 horas em meio liquido de TSB ajustadas nas concentragdes ideais de acordo com a
escala de MacFarland (Montero Recalde et al, 2021). Para a obtencdo dos extratos
metabolicos, as bactérias fermentadas foram centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm e
a posteriori filtradas. As bactérias foram semeadas (100 uL) em placas de Petri contendo
0 meio Mueller Hinton (MH) com o espalhamento com a alga de Drigalsky. Foram
colocados 100 pL dos extratos de metabolicos dos endofiticos inoculados em pogos. As
placas foram mantidas a 37°C por 24 horas. E foi avaliada pela formacao do halo de

inibicdo em triplicata.
4.2.5 Curva de crescimento bacteriano

Apb6s a realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos, foram
selecionadas as bactérias que produziram os maiores halo de inibicdo contra as trés cepas
clinicas estudadas e sequenciadas geneticamente. Segundo o sequenciamento, foram
isoladas as bactérias Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis.

Primeiramente, foi adicionado 100 ul do in6culo no caldo de crescimento ISP2,
permanecendo em torno de 48h. Esse in6culo foi despejada no tubo Falcon e
centrifugadas em 4.000 rpm a 20 minutos. Esse método foi repetido 3 vezes, descartando
0 sobrenadante e ressuspendendo em solucéo salina 0.85%, sendo que na ultima lavagem,
foi ressuspendida em 10 mL de ISP2, sendo esse o indculo (Masoodi, Khalid Z, et al,
2021).

A absorbancia dos inoculos foi monitorada no espectrofotdmetro visivel em 600
nm. Apds a leitura, foi adicionado 40 mL de in6culo em 360 mL de meio ISP2, totalizando
400 ml. Essa amostra, foi distribuida de maneira homogénea em 5 Erlenmeyers para
diminuir a chance de contaminacdo durante o teste. Essas amostras foram agitadas a 28
°C a 120 rpm (Masoodi, Khalid Z. et al., 2021).

A cada 8 horas a absorbancia das amostras em 600 nm foi monitorada e em
paralelo foi feito o teste de diluigéo seriada, em que foram plaqueadas as diluigdes -4, -5
e -6 para observacédo do crescimento bacteriano (Huang, Lihan, 2016). Além disso, foi
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feito os testes de antimicrobianos medindo o halo de inibi¢cdo a cada 8 horas (Masoodi,
Khalid Z, et al, 2021).

A Figura 10, ilustra os procedimentos anteriormente descritos, e que incluem
coleta da planta no bioma Cerrado da UFSCar, seguido do processo de assepsia externa
de folhas e ramos para garantir obtencdo exclusiva de microrganismos endofiticos, os
quais foram cultivados e purificados até que sua individualidade estivesse concluida.
Foram caracterizados quanto seus aspectos morfolégicos, morfotintoriais, acdo
antagbnica a patdgenos causadores de infec¢des cutaneas e perfil enzimatico. As bactérias
endofiticas que foram identificadas geneticamente, foi avaliado sua curva de crescimento
a fim de definir o tempo de fermentagdo adequado para a produgéo do extrato metabdlico.
Em seguida, os extratos metabolicos foram associados a 0Oleos essenciais de cravo,

limoneno e manjericéo.
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Figura 10: Realizacdo das coletas de folhas e ramos do A. humile (A) purificacdo e
caracterizacdo dos endofiticos (B) em halo de inibicdo (i), caracterizacdo enzimatica (ii)
e coloracdo de Gram (iii). ldentificacdo genética (C), curva de crescimento para avaliar
fase exponencial e fase estacionaria (E) e associacdo com 0Gleos essenciais de cravo,
limoneno e manjericéo (F).

4.3 Associacao entre extrato metabolico de endofiticos e 6leo essencial

Através dos resultados de halo de inibi¢do e curva de crescimento, foram feitos
testes de associagdo com o0s extratos metabolicos com 6leos essenciais de manjericéo,
limoneno e cravo. Essa associagdo, fez-se necessaria uma vez que houve a melhora do
potencial antagdnico. Além da associacao, foi feito um estudo variando a concentracfes
dos 6leos essenciais, possuindo porcentagens de: 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,55% e 0,78%.
Além disso, tambem foram avaliadas as diferentes fermentacGes de extrato metabdlico,

sendo elas em 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas conforme demonstrado na Figura
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11. Essas concentragdes foram determinadas a partir da concentracdo inibitoria minima,

em que ndo afetou de maneira direta o crescimento endofitico e nem sua composicéo

metabdlica.
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Figura 11: Associacdo do oleo essencial de cravo (A), limoneno (B), manjericdo (C),
cravo e limoneno (D), cravo e manjericdo (E), limoneno e manjericdo (F) e cravo,
limoneno e manjericdo (G) com extrato metabolico de Bacillus amyloliquefaciens (i),
Bacillus subtilis (ii) e Bacillus amyloliquefaciens e B. subtilis (iii).

4.4 Extragdo de DNA bacteriano

As bactérias endofiticas que obtiveram resultados promissores enzimatico e de
halo, foram submetidas & extracdo de DNA. Para isso, as col6nias bacterianas foram
cultivadas em tubos com TSB a 28 °C por 48 horas sob agitacdo constante a 150 rpm.
Apbs a centrifugacdo das culturas por 10 minutos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi utilizado para a analise. Os DNAs dos isolados foram extraidos
com o uso do kit de extracdo da Cellco, Bacteria DNA preparation kit, spin column based
genomic DNA purification from bactéria (Cellco, Alemanha).

Primeiramente, foi coletado 1 mL de caldo TSB contendo o microrganismo,
centrifugado (10.000 rpm por 2 minutos), descartado o sobrenadante e agitado
vigorosamente por 1 minuto. Apos, foi adicionado 50 pL de mix de enzimas (kit da
Cellco) e agitado por 50 segundos, incubando-se a 37 °C por 10 minutos. Adicionou-se a
seguir 300 pL de tampé@o e 8 uL de protease k, incubando-se a 60°C por 5 minutos. Para
ter a ligacdo de DNA, foram adicionados 300 pul de binding buffer e agitou-se, colocando

no gelo por 5 minutos e centrifugado por 5 minutos (CELLCO, Alemanha).
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Paralelamente, foi feita a ativacdo da coluna, adicionando 100 pl de buffer de
ativacéo, centrifugado por 30 segundos e descartado o sobrenadante (Cellco, Alemanha).

O carregamento do DNA foi realizado adicionando o sobrenadante da amostra
para um tubo limpo, adicionando-se 200 pL de alcool a 98% e adicionou-se essa amostra
na coluna ja ativada. Centrifugou-se por 2 minutos a 10.000 RPM e o sobrenadante foi
descartado. Apds isso, lavou-se 2 vezes com agua destilada, centrifugou-se por 30
segundos a 10.000 rpm o sobrenadante foi descartado. O produto foi adicionado a um

microtubo de 1,5 mL e descartou-se a coluna (Cellco, Alemanha).

4.10 Amplificacdo do gene 16S rDNA pela reac¢éo de PCR

A amplificacdo do gene 16S rDNA dos isolados foi realizada pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em termociclador programado para a desnaturacao
inicial de cinco minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos
a 52°C, 1 minuto a 72°C e uma extensdo no final de cinco minutos a 72°C finalizando
com 4°C para a conservacdo de DNA. (Chakravorty et al., 2007).

O gel foi preparado com 1% de agarose em sua composi¢éo e 30 mL de tampéo
TAE diluido. O controle foi observado através do ladder. Foi feito um mix com o gelred
que coloriu a amostra em contato com a luz UV e de buffer de carregamento, responsavel
por carregar a amostra na proporcao de 1:2. Apos isso, as amostras foram adicionadas no
mix separadas e colocadas na cuba de eletroforese, onde a amostra foi submetida a uma
carga de 60v em 30 minutos de corrida. Foi adicionado o gel ao fotodocumentador para

verificar os resultados obtidos. (Chakravorty et al., 2007)
4.5. Obtencao de nanofibras e encapsulagdo dos antimicrobianos naturais
4.5.1. Preparo das solugbes polimérica

Para a producéo das fibras, utilizou-se o polimero Ecovio F2332, fornecido pela
empresa BASF. Esse material € composto por uma mistura de poli(acido latico) (PLA) e
poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT), contendo aproximadamente 55% de PLA e
45% de PBAT. Para a solubilizagdo do polimero, foram utilizados os solventes

cloroférmio juntamente com Dimetilformamida (DMF). A solucdo polimérica foi
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composta por 10% e 15% de extrato metabolico dos endofiticos juntamente de dleos
essenciais. Foram preparadas e agitadas por 2 horas para boa solubilizacdo do polimero.

A solucdo polimérica foi fiada no equipamento de fiacdo por sopro em solugédo
no LNNA da (EMBRAPA) instrumentacéo.

4.5.2 Fiacéo por sopro em solugéo

Para a producdo das nanofibras, primeiramente foi preparada uma solucdo
polimérica, contendo 10% de polimero Ecovio, fornecido pela empresa BASFT, com
solvente de cloroférmio e DMF, juntamente com varia¢fes de 10% e 15% do principio
ativo que € a juncdo de extrato metabolico endofitico com 6leos essenciais de limoneno
ecravo.

As condic¢Oes experimentais usadas foram: taxa de injecdo de 7,5 mL/h, pressédo

de 2 bar, distancia do coletor de 35 cm para a producédo das nanofibras de ECOVIO com

. Oleos  Polimero  Taxa de . Distancia da
Concentracao . o ressa
Amostra* extrato (m/m) essenciais  (m/m) injecdo (bar) agulha ao
(m/m) (mL/h) coletor (cm)
8,75% 1,25% 10% 7,5 2 35
+
BA+0OC 14,7% 1,87% 10% 7,5 2 35
8,75% 1,25% 10% 7,5 2 35
BA+OL 147 187%  10% 75 2 35
BA + 8,75% 1,25% 10% 7,5 2 35
OC+ 0L 14,7% 1,87% 10% 7,5 2 35
0 0 0,
BS + OC 8,75% 1,25% 10% 7,5 2 35
14,7% 1,87% 10% 7,5 2 35
0 0 0,
BS + OL 8,75% 1,25% 10% 7,5 2 35
14,7% 1,87% 10% 7,5 2 35
BS + 8,75% 1,25% 10% 7,5 2 35
OC+ 0L 14,7% 1,87% 10% 7,5 2 35
BA + BS 8,75% 1,25% 10% 7,5 2 40
+ OC+ 0, 0
oL 14,7% 1.87% 10% 9,5 2 35

diferentes principios ativos.

Tabela 1: Resumo das nanofibras de ECOVIO e parametros utilizados.

* “BS” representa o extrato metabolico do Bacillus sublitis, “BA” ¢ a representagdo do extrato Bacillus
amyloliquefaciens, “OC” ¢é o 6leo essencial de cravo e “OL” representa o 6leo essencial de limoneno.

47



4.12 Caracterizacéo

As propriedades fisico-quimicas, térmicas e morfoldgicas das fibras foram
avaliadas. A composicao quimica e identificacdo de grupos funcionais foi realizada pela
técnica de espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), usando
um espectrofotdmetro Bruker (Vertex 70), com modulo de Referencia Total Atenuada
(ATR) com cristal de diamante, de 4000 a 400 cm em resolucéo de 4 cm™ e varredura
de 32 scans.

A morfologia das fibras foi examinada por microscopia eletronica de varredura
(MEV), usando um microscopio JEOL JSM-6701F. Amostras das mantas foram cortadas
e anexadas aos porta-amostras de aluminio utilizando fita de carbono e recoberta com
outro por meio de um metalizadora (Leica- SCD 050).

A analise termogravimétrica foi realizada no equipamento TA (Q500 series). Foi
utilizado balanca de platina com taxa de aquecimento de 30°C. min-* até 700°C. min-t em
atmosfera de nitrogénio com vazéo de 10°C. min-t.

O angulo de contato foi medido pelo equipamento tensidmetro (KSV Instrument)
equipado com uma camera CCD (KGV-5000) para investigar a hidrofobicidade das
mantas poliméricas. Para essa andlise, foi colocado aproximadamente 10uL de agua
gotejando na superficie da manta de nanofibras e as imagens foram coletadas durante 60

segundos.
4.13 Teste de sensibilidade a antimicrobianos com mantas nanofiadas

As atividades antimicrobianas das mantas produzidas foram analisadas pelo teste
de sensibilidade de antimicrobiano por disco-difusdo. Foram utilizadas cepas de C.
albicans (ATCC 10231), E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 29213).

Para que esse teste fosse realizado, foi utilizado os discos das mantas poliméricas
cortadas com didmetro de 6 mm com a incorporacgdo dos extratos metabdlicos associados
aos Oleos essenciais. As bactérias foram submetidas a incubacéo a 37°C por 24 horas em
meio liquido de TSB ajustadas nas concentracGes ideais de acordo com a escala de
MacFarland (Montero Recalde et al, 2021). Para a obtencdo dos extratos metabolicos, as
bactérias fermentadas foram centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm e a posteriori
filtradas. As bactérias foram semeadas (100 pL) em placas de Petri contendo o meio

Mueller Hinton (MH) com o espalhamento com a al¢a de Drigalsky e em seguida, foi
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alojado as mantas poliméricas. As placas foram mantidas a 37°C por 24 horas. E foi

avaliada pela formacdo do halo de inibigcdo em triplicata.
4.14 Teste de citotoxicidade

4.14.a) Cultivo celular

Foram utilizados fibroblastos humanos da linhagem HDFn (Primary Dermal
Fibroblast Normal; Human, Neonatal (HDFn), n.d.). As células foram cultivadas em
garrafas médias de cultura em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
Sigma-ALDRICH, USA) na presenca de antibiéticos penicilina/streptomicina a 100
pl/mL (LGC Biotechnology) com adic¢do de 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado
pelo calor (LGC Biotechnology). As garrafas foram mantidas incubadas em ambiente
umido a 37°C e 5% de CO até atingirem 90% de confluéncia, sob passagens. (Green et
al., 1982)

4.14.b) Metabolismo celular via fun¢éo mitocondrial

O método colorimétrico de tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenilorometo (MTT;SIGMA-ALDRICH, EUA) foi aplicado para elucidar o
metabolismo celular. O teste envolve a medi¢cdo da formagéo de cristais de formazan por
enzimas mitocondriais, onde uma maior producdo desses cristais indica maior
absorbancia e um maior grau de homeostase celular (Mosmann, 1983). As células foram
semeadas a uma densidade de 1x10%células/poco em um volume final de 200 pL em uma
placa de 96 pocos. Apds a adesdo celular em 24 horas, foram adicionados 100 mL de
cultivo e co cultivo, sendo eles os extratos metabolicos de Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus subtilis e a associacao entre os extratos metabdlicos de ambos os endofiticos,
6leos essenciais e mantas poliméricas em cada poco inicial e suas diluicbes nos demais
pocos. Em seguida os pogos foram lavados duas vezes com PBS 1X (solucdo salina
tamponada com fosfato 10X: 8 g de NaCl, 2 g de KClI, 11,5 g de NazHPO4, 2 g de KH2PO4
e 1 L de agua destilada) e foram adicionados 100 puL por poco de solucdo de MTT a 0,5
mg/mL (diluida em PBS 1X mais meio incompleto sem fenol (1:5)). A reacdo ocorreu
por 4 horas em uma camara umida a 37°C e 5% de CO: (condigdes padrdo de cultura).

Controles branco contendo apenas a solucdo de MTT foram preparados. A solucao
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reagente foi entdo removida, e 100 pL de diluente de DMSO por pogo foram adicionados,
seguidos pela leitura da absorbancia a 570 nm em um espectrofotdmetro (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer). A porcentagem de
metabolismo celular foi calculada de acordo com a equacéo 1: valor individual + valor
médio do grupo CTRL x 100.

% citotoxicidade = Grupo experimental x 100
Media do grupo CTRL-

4.14c) Producéo de Oxido Nitrico (ON) pela Reacdo de Griess

A producdo de oxido nitrico (ON) foi medida usando a reacdo de Griess, que
detecta os niveis do ion nitrito (NO-.) ao reagir o nitrito com sulfanilamida em um meio
acido. O composto diazo resultante entdo reage com o dicloridrato de N-(1-
naftiletilenodiamina; NED), formando um composto de coloragéo vermelha (Green et al.,
1982; Saltzman, 1954). Em microplaca de 96 pocos de fundo chato, com tratamento para
cultivo e com tampa, foram inoculadas 1x10* células por pogo. Posteriormente, apds 24
horas de adesdo, foram adicionados por pogo 100 puL. de meio completo e 100 pl de cada
co-cultivos B. amyloliquefaciens e B. subtilis, extratos e membranas e suas dilui¢des
foram adicionados. Apds os tempos de exposicdo de 24 horas, 100 pl do sobrenadante
foram coletados e adicionados a uma nova placa, seguido da adi¢éo de 100 pl da solugédo
de Griess (mistura 1:1 da solucdo A [sulfanilamida 1% em &cido fosfdrico 5%] e solucéo
B [0,1% de dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina]) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada a 540 nm em espectrofotdmetro (Thermo
Scientific ™ Multiskan ™ GO Microplate Spectrophotometer). A concentragao de nitrito
no sobrenadante foi quantificada a partir de uma curva padrdo com concentracfes

conhecidas de nitrito em mM descritas no Kit.
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A Figura 12, demonstra resumidamente a sintese das mantas de fibras poliméricas,

e caracterizagcbes fisico-quimicas realizadas, como descrito anteriormente.

A)
- | | | |
i) ll i) iv) v
Sintese de manta de o, >
fibras poliméricas J B>
MEY Teste de

Angulo de FTIR Citotoxicidade

liberacdo
contato ¢

Figura 12: Sintese das mantas de fibras poliméricas produzidas por fiagdo por sopro em
solucdo, incorporadas aos Oleos essenciais e extratos metabolicos (A) e suas
caracterizacdes (B) pelas técnicas de microscopia eletrdnica de varredura (i), angulo de
contato (ii), FTIR (iii), citotoxicidade (iv) e teste de liberacdo (v).
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5. Resultados e Discussoes
5.1. Coloracéo de Gram

Apbs coletar as plantas no cerrado, foi feito o plagueamento diluido das amostras
(folhas e ramos). Essas diluigdes permitiram a visualizacdo de diferentes bactérias obtidas
nas diferentes partes das plantas. Com 0s crescimentos bacterianos nas placas, as
amostras, foram submetidas ao processo de estriamento em placa, para que cada bactéria
fosse isolada. A partir das bactérias endofiticas isoladas, foram obtidas 37 bactérias nas
folhas e 28 nos ramos, totalizando 65 bactérias.

Atraves da coloragdo de Gram, foi possivel observar as caracteristicas
morfoldgicas de cada estrutura das bactérias endofiticas coletadas de folhas e ramos. Dos
microrganismos identificados, observamos presenca de bacilos Gram-negativos,
totalizando 11 individuos, além de uma predominancia de bacilos Gram-positivos,
contabilizando 52 isolados, e a presenga de cocos Gram-positivos, totalizando 2
individuos.

Conforme visualizado na Figura 13, as caracteristicas fenotipicas indicam
diferentes tamanhos, com resultado de 19 bactérias com UFC grandes. Dessas 19, 14 sdo
de folhas e 5 sdo de ramos. Possuiu um total de 18 UFC de tamanho médio, com 7 sendo
de folhas e 11 de ramos e de tamanho pequeno possuiu 28 UFC, 16 de folhas e 12 de
ramos. J& na coloracdo das UFCs, foram observadas 3 diferentes cores: amarela, com 15
de folhas e 13 de ramos, com um total de 28, branca, sendo 9 de folhas e 8 de ramos e
transparente com 13 de folhas e 7 de ramos. As amostras apresentaram forma circular, 22
em folhas e 11 em ramos e forma irregular com 15 em folhas e 17 em ramos.

As coldnias foram definidas em grandes, as que possuiram diametro a partir de 13
cm, médias que possuiram diametro entre 9 a 12 cm e pequenas, as coldnias que

apresentaram diametro de até 8 cm.
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Caracteristicas macroscépicas
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Figura 13: Caracteristicas macroscopicas de bactérias endofiticas extraidas de

folhas e ramos da planta Anacardium humile.

Ja na Figura 14, é possivel observar as caracteristicas morfotintoriais dessas
mesmas bactérias. Foi avaliado a coloracao dessas bactérias, as quais possuiram 18 Gram
positivas para folhas e 27 Gram positivas para ramos. Foi avaliado também a estrutura
dessas bactérias em bacilos e cocos, o0s quais possuem 37 bacilos em folhas e 26 em ramos
e ndo foi visto cocos nas folhas e apenas 2 endofiticos extraidos do ramo da planta.

Caracteristicas microscopicas
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Figura 14: Caracteristicas microscépicas das bactérias endofiticas extraidas de

folhas e ramos da planta Anacardium humile.

5.2. Atividade enzimatica

53



As bactérias isoladas foram submetidas a andlise de atividade enziméatica. Na
Figura 15, é possivel avaliar a quantidade de bactérias endofiticas que possuem resultados
positivos das atividades enzimaticas. E possivel ver 14 bactérias extraidas das folhas e
ramos que possuem acdo de celulase. 24 bactérias de folhas e 22 de ramos com a¢éo para

amilase, 1 de folha e ramo para lipase e 1 de folhas e ramos para esterase.

Atividade enzimatica
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B Folha ERamo

Figura 15: Atividade enzimatica de bactérias endofiticas extraidas de folhas e

ramos da planta Anacardium humile.

Segundo o trabalho de (Cardoso et al, 2020), que foram isoladas bactérias
endofiticas, possuiu 71% de resultados positivos para amilase, 10% para lipase, 69% para
esterase, 61% para protease e 15% para celulase. No trabalho de (Raj et al, 2025), foi
isolado o Bacillus subtilis, avaliada suas atividades enzimaticas positiva para amilase,
protease e celulase. Esses resultados de protease positivas também foram vistas no
trabalho de (Orhan et al, 2005). Portanto, as caracteristicas das enzimas apresentadas
neste trabalho s@o compativeis a trabalhos ja existentes. Isso pode ser afirmado também
pelos resultados de enzimas positivas de Bacillus amyloliquefaciens, visto no trabalho de
(lvanova et al, 1991) e (Deb et al, 2013).

5.3. Teste de atividade metabdlicas antimicrobianas

Para as 65 bacterias endofiticas isoladas, foi feito o teste de halo de inibicéo, com

seus extratos metabolicos, obteve-se como resultado 15 extratos ndo geraram resultados
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inibitorios para nenhuma das cepas, 7 apresentaram inibi¢do contra E. coli, 6 inibiram
apenas S. aureus e 2 inibiram C. albicans. 10 obtiveram resultados inibitorios contra E.
coli e S. aureus, 2 contra E. coli e C. albicans e 5 contra S. aureus e C. albicans
simultaneamente. Apenas 4 endofiticos obtiveram resultados inibitorios contra os trés
microrganismos avaliados. Portanto, foram selecionados 2 endofiticos para os testes de
crescimento bacteriano, uma vez que seus halos de inibigdo foram mais eficientes quando
comparados aos restantes das bactérias endofiticas e assim, foi feito a curva de
crescimento bacteriano. Foram selecionados os endofiticos de Bacillus amyloliquefaciens
e Bacillus subtilis.

Na Figura 16, conseguimos observar alguns halos de inibicdo produzidas por
diferentes bactérias endofiticas isoladas.

Figura 16: Halo de inibic&o dos diferentes extratos bacterianos endofiticos isoladas da
planta Anacardium humile contra C. albicans, possuindo halos variados entre 10mm e
16mm (A). Contra E. coli, com halos variados entre 11mm a 19mm (B). Contra S. aureus

com halos de 9mm (C).

Segundo trabalho de (Wang et al, 2024) e (Wisbeck et al, 2025), é visto atividade
antibacteriana do Bacillus subtilis contra E. coli e S. aureus. Essa atividade, foi vista
através do teste de difusdo em disco, o qual possuiu uma média de halo de 15 mm para
E. coli e 8 mm para S. aureus, os resultados, confirmam os halos possuidos, uma vez que
deram similares. J& no trabalho de (Lin, Long-Zhen, et al, 2023), é visto halos de inibicéo
contra E. coli de 15 mm e S. aureus de 14 mm.

5.4 Sequenciamento RNA ribossomal 16S
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A Figura 17 mostra o gel de agarose apos a eletroforese. Observa-se a presenca
de bandas nitidas e bem definidas nas amostras 1 com aproximadamente 1500 pb, 2 com
aproximadamente 1500 pb sendo elas o Bacillus subtilis e 4 com aproximadamente 1400
pb, contendo o Bacillus amyloliquefaciens, indicando uma separacdo eficiente dos
fragmentos de DNA. As bandas observadas foram comparadas com o marcador de peso

molecular (ladder) e apresentam tamanhos compativeis com os fragmentos esperados.

Figura 17: Amplificacdo do DNA dos endofiticos isolados. 1: Amostra Bacillus
amyloliquefaciens 2: Amostra Bacillus amyloliquefaciens 3: Amostra Bacillus subtilis /
4: Amostra Bacillus subtilis / C-: controle negativo.

A partir do isolamento do DNA dos endofiticos escolhido, foi feito o
sequenciamento das amostras com o método de sequenciamento de 16R, ambas as
bactérias foram identificadas como género de Bacillus, porém com espécies diferentes,
sendo elas B. amyloliquefaciens e B. subtilis.

5.5 Curva de crescimento bacteriano

Foi avaliada a curva de crescimento, principalmente a faze exponencial e a fase
estacionaria, como mostrado na Figura 18, em que é notavel a fase exponencial de ambas
as bactérias ocorre entre 8 horas até 30 horas aproximadamente, e a fase estacionaria
também acontece em ambas a partir de 30 horas até 94 horas. Esses resultados ressaltam
0 momento em que ha a producdo de metabolitos secundarios das bactérias, em que sao

liberadas no caldo em que a bactéria se encontra. Além disso, foi feita paralelamente os
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halos de inibicdo com a fermentacdo obtida a cada 8 horas, esse estudo complementar

permitiu avaliar as atividades inibitdrias dos extratos em diferentes horérios.

Curva de crescimento bacteriano

OD 600 nm

ab

Tempo (h)

e Bacillus amylohquefaciens

e Baci lus subtilis

Figura 18: Cinética de crescimento das amostras Bacillus amyloliquefaciens e

Bacillus subtilis analisados pelo valor de absorbancia em 600 nm versus tempo. A cada

8 horas foi medido a absorbéancia.

E importante avaliar a quantidade de unidades formadoras de colbnia adjacente

aos valores de absorbancia da curva de crescimento, para a confirmacdo de presenca de

bactéria no meio em que ela esta inserida, como mostra na Figura 19, que também compde

a curva de crescimento.
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Figura 19: Quantificacdo de unidades formadoras de col6nia Bacillus

amyloliguefaciens (A) e Bacillus subtilis (B).

A curva de crescimento corrobora os trabalhos de (Liu, Gongwei, et al, 2025;
Angulo, et al,2024; Yu, Rongrong et al, 2025), para o Bacillus subtilis, indicando a fase
exponencial entre 4 e 8 horas e a fase log entre 14 a 24 horas.

5.6 Associacao entre endofiticos e 6leo essencial

Com base nas analises dos resultados obtidos do halo de inibicdo dos endofiticos
em bactérias E. coli, C. albicans e S. aureus, verificou-se a necessidade de associar
isolados endofiticos a éleos essenciais visando potencializar a atividade antimicrobiana
do sistema. Deste modo, ao realizar o teste da concentracéo inibitéria minima, observou-
se que, quando a composicdo de 6leo essencial no meio endofitico é de até 12,5%, ndo ha
alteracdo nos compostos metabolicos. Assim, as porcentagens estudadas de o6leos
essenciais foram de 0,78%, 1,55%, 3,12%, 6,25% e 12,50%. Para isso, primeiramente foi
feito o teste de halo de inibicdo com os extratos metabolicos produzidos em diferentes
horas, de acordo com a curva de crescimento, a fase exponencial e estacionaria, foi
definido os tempos de 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas.

Na Tabela 2, é possivel observar os tamanhos dos halos de C. albicans, E. coli e
S. aureus com os extratos metabolicos isolados de B. subtilis e B. amyloliquefaciens, além
da associacdo de ambos extratos. Também consegue-se observar o halo de inibi¢do dos
6leos essenciais isolados de limoneno ou Oleo essencial de limoneno, manjericdo ou O.
basilucum e de cravo da india ou Oleo essencial de manjericdo e eles em associagdo. A
partir dessa Figura, € visto que ambos extratos metabolicos sdo eficientes contra as trés
cepas avaliadas, com destaque para C. albicans. Ja os 6leos essenciais, também possuem
inibicdo adequada, porém o 6leo essencial de limoneno e o 6leo essencial de cravo
possuem destaque para inibicdo bacteriana e o 6leo essencial de manjericdo destaque para

a inibicédo leveduriforme.
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Tabela 2: Medic¢do de halo da atividade antimicrobiana de extratos metabdlicos

de bactérias endofiticas, Oleos essenciais e associacdo dos mesmos com atividade

antagonista contra cepas clinicas de C. albicans, E. coli e S. aureus em tempos diferentes.

Extrato metabolico* C. albicans E. coli S. aureus
B. subtilis (24h) 17.7 £0.0 15.0 £0.0 15.3 £0.6
B. subtilis (48h) 17.7 £0.6 15.3+0.6 15.7 £1.2
B. subtilis (72h) 13.3+3.1 8.7+1.2 8.7 0.6
B. subtilis (96h) 9.3+0.6 6.7 £1.5 5.7 0.6
B. amyloliquefaciens (24h) 15.0 £0.0 14.0 £0.0 11.7 £1.2
B. amyloliquefaciens (48h) 14.3 £0.6 13.0£1.0 10.7 £0.6
B. amyloliquefaciens (72h) 9.7 £0.6 9.310.6 7.7+0.6
B. amyloliquefaciens (96h) 50+2.6 6.7+2.1 3.3%15
B. subtilis + B. amyloliquefaciens (24h) 19.0 £0.0 18.0 £0.0 15.7£1.2
B. subtilis + B. amyloliquefaciens (48h) 18.7 £0.6 16.3£1.2 14.3 +0.6
B. subtilis + B. amyloliquefaciens (72h) 14.7 £0.6 12.7£1.5 11.7£1.2
B. subtilis + B. amyloliquefaciens (96h) 9.3+0.6 10.0 0.6 9.7+1.2
Oleo essencial de limoneno (OL) 9.3+0.6 20.3 0.6 21.0+1.0
Oleo essencial de manjericio (OM) 9.7+0.6 17.310.6 17.0£1.7
Oleo essencial de Cravo (OC) 18.7 0.6 11.7+2.9 10.7 £0.6
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OL +OC (1:1) 9.3+0.6 20.3+0.6 18.3+15

OL+OM (1:1) 10.7 £0.6 13.0 £1.7 11.7+2.1
OC+OL (1:1) 13.0£2.0 11.0£1.0 12.0 £1.7
OC+OL+OM (1:1:1) 18.0 1.0 14.7 £0.6 13.7 0.6

*“OC” ¢ o 6leo essencial de cravo, “OL” representa o 6leo essencial de limoneno e “OM” ¢é o 6leo

essencial de manjeric&o.

Esses resultados permitiram identificar que os halos mais significantes foram
encontrados nas fermentacdes de 24 e 48 horas. Segundo estudos de Wang e
colaboradores (2024), foi avaliado os melhores tempos de cultivo do Bacillus subtilis, em
que esse tempo foi estabelecido em 48 horas. Lin e colaboradores (2020), analisa e
compara o Bacillus subtilis e o Bacillus amyloliquefaciens e definem que o B.
amyloliquefaciens possuem um espectro de acdo mais amplo quando comparados aos B.
subtilis, inibindo ampla variedade de microrganismos, porém, nesse estudo avaliou a
equidade entre os espectros de acdo entre ambas bactérias. Essa analise definiu o tempo
de fermentagdo das bactérias endofiticas em 48 horas e assim, o0s resultados obtidos da
Tabela 2, foram importantes para a selecdo dos experimentos subsequentes. Na Tabela 3,
é possivel observar a associacdo do extrato metabdlico de Bacillus subtilis com os 6leos
essenciais que foram estudados. Avaliando os resultados, é possivel observar que a
associacdo do extrato metabdlico de Bacillus subtilis com o 6leo essencial de limoneno,
possui uma atividade mais eficaz nas concentrac@es de 12,5% nas bactérias de S. aureus
e levedura de C. albicans do que quando observado os valores dos halos isolados
presentes na Tabela 2. 1sso é notado também na associa¢do desse extrato metabdlico
juntamente com 0leo essencial de manjericao, em que em 12,5% possui acdo mais eficaz
contra C. albicans e S. aureus. Na associacdo do extrato com dleo essencial de limoneno
e Oleo essencial de cravo, em 12,5%, contra leveduras também é perceptivel.

A juncdo de 6leo essencial de limoneno, 6leo essencial de manjericéo e extrato
de B. subtilis, possui acdo superior do que quando comparado isoladamente em 12,5%

nos trés microrganismos e em 6,25% contra E. coli. Quando hé associacdo dos trés 6leos
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essenciais e 0 extrato, é notério em 12,5% o valor de halo superior em todos 0s

microrganismos testados e em 6,25% em Gram positiva.

Tabela 3: Atividade antimicrobiana de extrato metabolico de Bacillus subtilis
fermentado em 48 horas associado com 6leos essencial antagénicos a C. albicans, E.

coli e S. aureus.

Concentragdo Medig&o do halo (mm)
Extrato metabolico + [9%6] C. albicans  E.coli  S.aureus
oleo essencial*
Bacillus subtilis [87.5-99.219]
oL [12.5] 123+25 13.0+0.0 22.0+2.6
[6.25] 10.7+1.2 13.3+1.2 18.3+0.6
[3.125] 11715 11.0+1.7 19.7+15
[1.563] 9.3+0.6 11.3+29 15.0+0.0
[0.781] 8.3 0.6 7.7+06 9.7%15
oM [12.5] 8.7 0.6 5.0+0.0 15.0+0.0
[6.25] 7.3 0.6 43+3.2 143+0.6
[3.125] 6.7 0.6 5.0+1.0 10.7 +0.6
[1.563] 57415 53+0.6 8.7+1.2
[0.781] 1.7+29 0.7+12 5.0=0.0
oC [12.5] 17.3+0.6 12.7+0.6 19.3+0.6
[6.25] 13.7+0.6 12.3+0.6 14.0+1.7
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[3.125] 120410 110417 12010

[1.563] 103+0.6 11.3+1.2 107406

[0.781] 8706 83+06 11.0+1.0

OL + OM (1:1) [12.5] 9.7+0.6 11.7+12 17.3+06
[6.25] 8706 93+31 16.0+10

[3.125] 83+1.2 123+21 15010

[1.563] 83+0.6 11.0+1.0 113406

[0.781] 7306 37+23 9.0200

OL+0C (1:1) [12.5] 193+0.6 19.3+12 157+12
[6.25] 147+12 167+15 133+1.2

[3.125] 13.740.6 143%06 11.0+1.0

[1.563] 107412 123+25 9.01.0

[0.781] 87+0.6 10.7%l.2 7.3%0.6

OC+OM (1:1) [12.5] 167+21 107412 143406
[6.25] 113+23 100400 127406

[3.125] 87206 10.7+0.6 10.0%0.0

[1.563] 80+1.0 83%0.6 10.0+1.0

[0.781] 80200 87206 7.7%0.6

OC+OL+OM (1:1:1) [12.5] 18.0+1.0 20.0+00 16.3+1.2
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[6.25] 15.0+1.0 143+0.6  13.7+0.6

[3.125] 127206 12.0%2.6 10.7%1.2
[1.563] 117415 100%17 7.020.0
[0.781] 9306 7.3%l2 7.320.6

* “OC” ¢ o dleo essencial de cravo, “OL” representa o 6leo essencial de limoneno e “OM” ¢ o 6leo

essencial de manjericéo.

Na Tabela 4, observa-se a associacdo do extrato metabolico de Bacillus
amyloliquefaciens com os 6leos essenciais que foram estudados. Avaliando os resultados,
é possivel observar que a associagio do extrato metabolico de BA com o 6leo de Oleo
essencial de limoneno, possui uma atividade melhor nas concentragdes de 12,5% contra
as trés cepas estudadas. Na concentracdo de 6,25% possui atividade melhor contra C.
albicans e S. aureus quando comparados aos halos obtidos com os compostos isolados.
Resultado semelhante também é verificado na associacao do extrato metabolico com éleo
essencial de cravo, que demonstra efeito mais pronunciado contra S. aureus nas
concentragdes de 12,5%, 6,25% e 3,12%.

A juncdo desse extrato metabdlico com dleo essencial de limoneno e dleo
essencial de cravo possui agdo superior quando comparados isoladamente, nas trés cepas
em concentracdes de 12,5%, 6,25% e 3,12%. Os valores superiores associados do que
isolados, também é encontrado quando o extrato estd ligado ao Oleo essencial de
manjericio e Oleo essencial de cravo conjuntamente, com concentracio de 12,5% contra
E. coli e S. aureus e concentracdo de 6,25% contra E. coli. J&, quando ha o conjunto dos
trés Oleos essenciais com 0 extrato, se tem um destaque nas concentracdes de 12,5%
contra os trés microrganismos avaliados, 6,25% contra levedura e Gram negativa e 3,12%

contra E. coli.
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Tabela 4: Atividade antimicrobiana de extrato metabdlico de Bacillus

amyloliquefaciens fermentado em 48 horas associados com 0leos essenciais antagénicos

a C. albicans, E. coli e S. aureus.

Concentracédo Medicdo de halo (mm)
Extrato metabdlico + 6leo [%] C. albicans E. coli S. aureus
essencial*

Bacillus amyloliquefaciens [87.5-99.219]

oL [12.5] 14.7 0.6 21315 23.7 0.6

[6.25] 14.7 £0.6 19.3+1.2 21.0+2.0

[3.125] 13.0 £1.7 16.3 1.5 19.3+0.6

[1.563] 10.0 £0.0 12.3+0.6 15.0 0.0

[0.781] 7.0+1.7 10.0 +0.0 8.0+0.0

oM [12.5] 9.0 £0.0 13.3+1.2 10.7 £0.6

[6.25] 7.3 0.6 9.3+1.2 10.7 £1.2

[3.125] 7.3 0.6 7.3+0.6 8.0 £0.0

[1.563] 5315 6.7 0.6 6.7 1.2

[0.781] 0.0 +0.0 0.0+0.0 2.0+0.0

ocC [12.5] 15.0 £0.0 19.7 £0.6 16.3 £1.2

[6.25] 15.0 £0.0 13.3+0.6 15.0 £0.0

[3.125] 14.0+£1.0 11.0+1.0 14.7 £0.6
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[1.563] 11.3 0.6 8.0 £0.0 8.7 0.6

[0.781] 10.7 £1.2 7.020.0 8.7 0.6

OL + OM (1:1) [12.5] 10.0 £0.0 153+0.6 15306
[6.25] 8.320.6 15000  15.0+1.0

[3.125] 7.720.6 14020  8.0%0.0

[1.563] 8.0 0.0 9.3+0.6 8.0 0.0

[0.781] 5.0 20.0 8.3+0.6 8.0 0.0

OL+0C (1:1) [12.5] 19.7+15 197425  150+1.0
[6.25] 20.0 +0.0 197+21  13.0#17

[3.125] 14.7 +0.6 153+15  10.7+12

[1.563] 12.3+2.1 103+1.2  10.0 0.0

[0.781] 10.0 £0.0 7.7+1.2 8.7+15

OC+OM (1:1) [12.5] 10.0 +0.0 183+15  13.0+26
[6.25] 9.7+0.6 17000  8.7#12

[3.125] 9.0+1.0 120426  7.3+06

[1.563] 8.7+0.6 6.320.6 7.740.6

[0.781] 33429 7.0+0.0 4.0+0.0

OC+OL+OM (1:1:1) [12.5] 21.7+1.2 23010 16715
[6.25] 20.0+1.0 17.70.6  13.0+0.0
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[3.125] 17321 15.0+3.0 9.3+0.6

[1.563] 15.7 £0.6 13.7£3.5 10.0 0.0

[0.781] 11.0+1.0 10.3 £3.2 8.3 +0.6

* “OC” ¢ o dleo essencial de cravo, “OL” representa o 6leo essencial de limoneno e “OM” ¢ o 6leo

essencial de manjericéo.

Na Tabela 5, que apresenta os dados da juncdo dos extratos metabdlicos, Bacillus
amyloliquefaciens e Bacillus subtilis, é perceptivel que a associagio com o Oleo essencial
de manjericdo, possuem halo superior na concentracdo de 12,5% contra bactérias
patogénicas estudadas. Quando esses extratos foram avaliados em combinagéo com Oleo
essencial de limoneno e Oleo essencial de manjericdo, observou-se uma agdo notavel
contra E. coli nas concentracfes de 12,5%, 6,25% e 3,12%. Além disso, ao se analisar a
associacdo dos trés Oleos essenciais em conjunto com esses extratos metabolicos,
verificou-se que na concentracdo de 12,5% a inibicéo foi superior & obtida quando esses

compostos foram testados isoladamente, tanto contra C. albicans, quanto contra E. coli.

65



Tabela 5: Atividade antimicrobiana de extrato metabdlico de Bacillus

amyloliquefaciens e B. subtilis fermentado em 48 horas associados com 06leos essenciais

antagénicos a C. albicans, E. coli e S. aureus.

Concentracdo  Medicéo de halo (mm)

Extrato metabolico + 6leo essencial [%] C. albicans E. coli S. aureus

B. subtilis + B. amyloliquefaciens (1:1) [87.5-99.219]

oL [12.5] 12.3+1.2 13.3+0.6 15.0+0.0
[6.25] 10.7 £1.2 14.0+1.0 14.7+0.6
[3.125] 9.0 +0.0 11.7+0.6 16.3+1.5
[1.563] 8.7 +0.6 123412 12.3+0.6
[0.781] 8.0 £0.0 8.7+15 9.7+0.6

oM [12.5] 10.3 +0.6 9.0+0.0 13.3%12
[6.25] 8.3 0.6 9.0+1.0 9.3#1.2
[3.125] 7.7%0.6 83%15 7306
[1.563] 7.310.6 53106 6.7+0.6
[0.781] 6.3 £0.6 0.7+1.2 0.0+0.0

ocC [12.5] 147406  16.7+2.1 19.3+06
[6.25] 11.0+1.7 93406 12017
[3.125] 9.7+0.6 9.0+1.0 10.0+0.0
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[1.563] 10706  9.0+1.0 8706
[0.781] 93406 80200 8.0=0.0
OL + OM (L:1) [12.5] 12000 12.0+1.0 11.7#12
[6.25] 10306  10.3+15 14.0+1.0
[3.125] 9.7+0.6  123+21 113406
[1.563] 93+0.6  11.0+1.0 9.7+1.2
[0.781] 8706  67+l5 8306
OL+0C (1:1) [12.5] 150+1.0 21.0+1.0 14.7+06
[6.25] 137406  16.7#21 9.7+0.6
[3.125] 10.7+1.2 13.0#17 8706
[1.563] 87406 97406 8.3%0.6
[0.781] 8000  7.7+06 7.3%0.6
OC+OM (1:1) [12.5] 16.0+1.0 14017 10712
[6.25] 140400 127406 9.0+0.0
[3.125] 11.0+1.7 93406 8.0+1.0
[1.563] 93406  83#06 7.3%0.6
[0.781] 83106  67%l2 57206
OC+OL+OM (1:1:1) [12.5] 19.3+0.6 15715 14.7+0.6
[6.25] 143+15 140#10 11.7#15
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[3.125] 12.0+1.0 11.3+1.2 11.0+1.0

[1.563] 10.3 +0.6 80+1.0 103%1.2

[0.781] 10.7 £0.6 47+06 8.0%0.0

* “OC” ¢ o dleo essencial de cravo, “OL” representa o 6leo essencial de limoneno e “OM” ¢ o 6leo

essencial de manjericéo.

Nos trabalhos de Santos, et al, 2025 e Li, Yanjie, et al, 2021 é estudado o potencial
do Oleo essencial de limoneno. Nesses trabalhos, foi feito o teste de atividade
antimicrobiana contra E. coli, que possuiu um halo de 15 mm e de S. aureus com halo de
inibicdo de 10 mm. (MACIEL, et al., 2022 e Martins, et al., 2020) que pesquisaram as
acOes do Oleo essencial de manjericdo e consequentemente sua atividade inibitdria,
chegaram em uma média de 12 mm contra E. coli e 17 mm contra S. aureus. Os trabalhos
de (Maheshika Sethunga et al, 2023 e Het T. et al, 2024) com foco no 6leo essencial de
cravo e suas ac¢oes antagonicas contra C. albicans com halo de 19 mm, E. coli com média
de 14 mm e S. aureus com meédia de 13 mm.

Segundo os graficos, é possivel observar que a associacdo entre os Gleos
essenciais e 0s extratos metabdlicos dos endofiticos, possuiram resultados mais eficientes
quando associados ao 6leo de cravo e ao 6leo de limoneno. O 6leo de manjericdo ndo
possuiu um desempenho adequado e por essa razdo, ndo foi dado continuidade aos

experimentos relacionados ao manjericéo.

5.7 Analise estatisticas

Foram feitas analises estatisticas das amostras, utilizando o método de diagrama
de box plot, objetivando identificar os melhores resultados para iniciar o processo de
encapsulamento dos compostos com as nanofibras poliméricas produzidas por fiagdo por

sopro em solugao.

Conforme mostra a Figura 20, com relacdo a C. albicans, os melhores perfis de
sensibilidade antimicrobiana sdo vistos nos extratos metabolicos de Bacillus subtilis em
24 e 48 horas, na associacdo de extrato metabdlico de Bacillus subtilis e

amyloliquefaciens, também em 24 e 48 horas. Nos 0leos essenciais, é visto essa agao no
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6leo essencial de Oleo essencial de cravo e a associagio entre o Oleo essencial de cravo,
Oleo essencial de limoneno e Oleo essencial de manjericdo. E importante lembrar que

todos esses valores sdo estatisticamente semelhantes.

Candida albicans
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Figura 20:Analise estatistica da medicdo do halo de inibicdo (mm) em funcédo do
extrato metabdlico de Bacillus subtilis fermentado em 24 horas (Bs24), 48 horas (Bs48),
72 horas (Bs72) e 96 horas (Bs96), extrato metabolico de Bacillus amyloliquefaciens
fermentado em 24 horas (Ba24), 48 horas (Ba48), 72 horas (Ba72) e 96 horas (Ba96),
extrato metabdlico de Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens fermentado em 24
horas (BsBa24), 48 horas (BsBa48), 72 horas (BsBa72) e 96 horas (BsBa96), 6leo
essencial de limoneno (OL), 6leo essencial de manjericdo (OM), 6leo essencial de cravo
(OC), oleo essencial de limoneno e manjericdo (OLOM), dleo essencial de limoneno e
cravo (OLOC), 6leo essencial de manjericdo e cravo (OMOC) e 0Gleo essencial de

limoneno, manjericéo e cravo (OLOMOC), contra cepas de C. albicans.

Conforme mostra a Figura 21, com relacdo a E. coli, os melhores perfis de
sensibilidade antimicrobiano é visto nos extratos metab6licos associados de extrato
metabolico de Bacillus subtilis e amyloliquefaciens, em 24 e 48 horas. Nos 0leos
essenciais, é visto essa a¢do no 6leo essencial de Oleo essencial de limoneno, Oleo
essencial de manjericdo e a associacio entre o Oleo essencial de limoneno e Oleo

essencial de manjericdo. E importante lembrar que todos esses valores sdo

71



estatisticamente semelhantes.

Escherichia coli
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Figura 21: : Analise estatistica da medicao do halo de inibicdo (mm) em funcao
do extrato metabolico de Bacillus subtilis fermentado em 24 horas (Bs24), 48 horas
(Bs48), 72 horas (Bs72) e 96 horas (Bs96), extrato metabdlico de Bacillus
amyloliquefaciens fermentado em 24 horas (Ba24), 48 horas (Ba48), 72 horas (Ba72) e
96 horas (Ba96), extrato metabolico de Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens
fermentado em 24 horas (BsBa24), 48 horas (BsBa48), 72 horas (BsBa72) e 96 horas
(BsBa96), dleo essencial de limoneno (OL), dleo essencial de manjericdo (OM), bleo
essencial de cravo (OC), oleo essencial de limoneno e manjericio (OLOM), o6leo
essencial de limoneno e cravo (OLOC), 6leo essencial de manjericéo e cravo (OMOC) e

6leo essencial de limoneno, manjericédo e cravo (OLOMOC), contra cepas de E. coli.

Conforme mostra a Figura 22, com relagdo a S. aureus, os melhores perfis de
sensibilidade antimicrobiana sdo observados para os extratos metabolicos associados a
Bacillus subtilis em 24 e 48 horas e extrato metabolico de B. subtilis associado a
amyloliquefaciens, em 24 e 48 horas. Nos 0leos essenciais, € visto essa acdo no 0leo
essencial de Oleo essencial de limoneno e a associagdo entre o Oleo essencial de limoneno
e Oleo essencial de manjericdo. E importante lembrar que todos esses valores s&o

estatisticamente semelhantes.
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Staphylococcus aureus
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Figura 22: Analise estatistica da medicdo do halo de inibigdo (mm) em funcéo do
extrato metabdlico de Bacillus subtilis fermentado em 24 horas (Bs24), 48 horas (Bs48),
72 horas (Bs72) e 96 horas (Bs96), extrato metabdlico de Bacillus amyloliquefaciens
fermentado em 24 horas (Ba24), 48 horas (Ba48), 72 horas (Ba72) e 96 horas (Ba96),
extrato metabolico de Bacillus subtilis e Bacillus amyloliquefaciens fermentado em 24
horas (BsBa24), 48 horas (BsBa48), 72 horas (BsBa72) e 96 horas (BsBa96), dleo
essencial de limoneno (OL), 6leo essencial de manjericdo (OM), 6leo essencial de cravo
(OC), dbleo essencial de limoneno e manjericdo (OLOM), 6leo essencial de limoneno e
cravo (OLOC), oleo essencial de manjericdo e cravo (OMOC) e oleo essencial de

limoneno, manjericdo e cravo (OLOMOC), contra cepas de S. aureus.

Analisando as Figuras 20, 21 e 22 pode-se dizer que 0s extratos metabolicos se
comportam de maneira distinta para os diferentes microrganismos estudados. Porém, é
possivel observar que em todos os casos, conforme o extrato metabdlico vai fermentando,
ha um declinio na presenga dos bioativos nos mesmos. E os 6leos essenciais se comportar
de maneira semelhantes em bactérias, porém, a levedura possui um comportamento
distinto. Em todos os casos, quando analisados estatisticamente, os melhores resultados
estdo correlacionados a 48 horas de fermentacdo dos extratos metabdlicos, portanto, sera

estudado apenas os resultados.

Na Figura 23, é possivel observar os melhores tratamentos quando os 6leos
essenciais estdo correlacionados a extrato metabdlico de Bacillus subtilis. Em a) é
mostrado o resultado contra C. albicans, sendo que os resultados que mais se destacaram
foram, os 6leos de Oleo essencial de manjericdo, a associacio de Oleo essencial de
limoneno e Oleo essencial de manjericdo e quando ha a correlacdo dos trés 6leos
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essenciais com o extrato de B. subtilis. Além disso, é possivel observar que esses trés
valores séo estatisticamente semelhantes. Para resultados contra cepa de E. coli, o melhor
resultado foi a associagio do Bacillus subtilis com o Oleo essencial de limoneno e Oleo
essencial de manjericdo. Ainda, é possivel observar que ndo ha resultados
estatisticamente diferentes um dos outros. Na imagem c¢) ha um decaimento dos
resultados quando os 6leos essenciais estdo correlacionados com 0leos essenciais de

manjericao.
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Figura 23: Perfis de atividade antimicrobiana por medicéo de halo de inibi¢cdo em
funcdo do extrato metabolico de B. subilis fermentado em 48 horas (Bs48) associado a
6leos essenciais de limoneno (OL) , 6leo essencial de manjericdo (OM), 6leo essencial de
cravo (OC), 6leo essencial de limoneno e manjericdo (OL+OM), dleo essencial de
limoneno e cravo (OL+OC), 6leo essencial de manjericdo e cravo (OM+OC), bleo
essencial de limoneno, manjericao e cravo (OL+OM+QOC) contra C. albicans A) Perfis

de atividade antimicrobiana por medicdo de halo de inibicdo em funcdo do extrato
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metabolico de B. subilis fermentado em 48 horas (Bs48) associado a 6leos essenciais de
limoneno (OL) , oleo essencial de manjericdlo (OM) em concentracdo de 1:1, oOleo
essencial de cravo (OC), dleo essencial de limoneno e manjericdo (OL+OM), 6leo
essencial de limoneno e cravo (OL+0C), 6leo essencial de manjericao e cravo (OM+0C),
6leo essencial de limoneno, manjericdo e cravo (OL+OM+OC) contra E. coli B) Perfis
de atividade antimicrobiana por medi¢do de halo de inibicdo em funcdo do extrato
metabdlico de B. subilis fermentado em 48 horas (Bs48) associado a dleos essenciais de
limoneno (OL) , 6leo essencial de manjericdo (OM) em concentracdo de 1:1, Oleo
essencial de cravo (OC), 6leo essencial de limoneno e manjericdo (OL+OM), bleo
essencial de limoneno e cravo (OL+0OC), 6leo essencial de manjericao e cravo (OM+0C),
6leo essencial de limoneno, manjericdo e cravo (OL+OM+OC) contra S. aureus C) sendo
que médias com a mesma coloracéo ndo sdo significativamente diferentes (p< 0.05) em

diferentes concentracdes (0,781-12,5%) e combinagfes (1:1 e 1:1:1).

Na Figura 24, analisando as diferentes concentracdes, € perceptivel que o melhor
resultado prevalece sendo com a maior concentragdo dos 6leos essenciais contra as trés
cepas estudadas de C. albicans, E. coli e S. aureus. Portanto, os melhores tratamentos se

ddo com a concentracdo de 12,5% de 6leos essenciais.
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Figura 24: Perfis de atividade antimicrobiana de medi¢do de halo (mm) por
concentragOes de 6leos essenciais de manjericdo, limoneno e cravo associado extrato
metabolico de B. subilis (Bs48+EQO) em diferentes concentragdes (0,781-12,5%) e
combinacg6es (1:1 e 1:1:1), contra C. albicans (A). Perfis de atividade antimicrobiana de
medicao de halo (mm) por concentragdes de Gleos essenciais de manjericdo, limoneno e
cravo associado extrato metabdlico de B. subilis (Bs48+EQ) em diferentes concentragdes
(0,781-12,5%) e combinagdes (1:1 e 1:1:1), contra E. coli (B). Perfis de atividade
antimicrobiana de medicdo de halo (mm) por concentracdes de Oleos essenciais de
manjericdo, limoneno e cravo associado extrato metabdlico de B. subilis (Bs48+EQ) em
diferentes concentragdes (0,781-12,5%) e combinacfes (1:1 e 1:1:1), contra S. aureus
(C). sendo que médias com a mesma coloragdo ndo sdo significativamente diferentes (p<

0.05).
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5.8 Producéo de fibras poliméricas contendo ativos

A partir dos resultados e analise estatistica, foram selecionados os extratos
metabolicos bacterianos em 48 horas de fermentacao, associados aos 0leos essenciais de
limoneno, cravo e limoneno + cravo para dar continuidade aos testes. Foram feitas
amostras contendo 10% e 15% de principio ativo, sendo uma mistura de 12,5% de 6leo
essencial e 87,5% de extrato metabolico de Bacillus, fermentado a 48 horas para a
producdo das nanofibras. A Figura 25, apresenta as imagens digitais (fotografias) das
mantas de fibras fabricadas pela técica de SBS, utilizando com polimero Ecovio
incorporada aos extratos metabolicos e 6leos essenciais. Nessa Figura, é possivel observar
que as mantas incorporadas a Oleo essenciais de cravo, sintetiza mantas homogéneas
enguanto as mantas com 6leo essencial de limoneno, apresentam caracteristicas como
rigidez e sdo mais quebradicas. Portanto, o 6leo essencial de cravo, demonstra ser mais

eficiente do que as outras associagoes.

Figura 25: Imagens das mantas poliméricas contendo extrato metabdlico de Bacillus
amyloliquefaciens e 6leo essencial de cravo (A). Mantas poliméricas contendo extrato
metabolico de Bacillus amyloliquefaciens e 6leo essencial de limoneno (B). Mantas
poliméricas contendo extrato metabolico de Bacillus amyloliquefaciens e 6leo essencial
de cravo e limoneno (C). Mantas poliméricas contendo extrato metabdlico de Bacillus
subtilis e 6leo essencial de cravo (D). Mantas poliméricas contendo extrato metabolico
de Bacillus subtilis e 6leo essencial de limoneno (E). Mantas poliméricas contendo

extrato metabdlico de Bacillus subtilis e 6leo essencial de cravo e limoneno (F).
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A morfologia das amostras foi caracterizada por microscopia eletronica de
varredura (MEV), como mostrado na Figura 26Erro! Fonte de referéncia néo e
ncontrada.. As micrografias obtidas indicam que as fibras possuem uma orientacdo
aleatoria e superficie lisa, com diferentes didmetros. A Figura 26 demonstra que as mantas
constituidas com dleo essencial de cravo, possuem maior uniformidade no diametro das
fibras, enquanto as que sdo incorporadas com Oleo essencial de limoneno possuem
didametros extremamente distintos. Isso comprova que a incorporacao do 6leo de cravo

interagiu positivamente com as mantas.

900+50 v 950467 950490

860436 1.144+102

Figura 26: Oleo essencial de cravo e extrato metabdlico de Bacillus amyloliquefaciens
(A). Oleo essencial de limoneno e extrato metabélico de Bacillus amyloliquefaciens (B).
Oleo essencial de cravo e limoneno e extrato metabdlico de Bacillus amyloliquefaciens
(C). Oleo essencial de cravo e extrato metabdlico de Bacillus subtilis (D). Oleo essencial
de limoneno e extrato metabdlico de Bacillus subtilis (E). Oleo essencial de cravo e

limoneno e extrato metabdlico de Bacillus subtilis (F).

As nanofibras produzidas a partir dos diferentes principios ativos e concentracdes,
foram investigadas a partir da técnica de FTIR, e os resultados estdo apresentados na

Figura 26.

O polimero Ecovio, € uma blenda polimérica, a qual possui em sua composi¢do o
polimero PLA e PBAT. Sendo assim, o espectro deste polimero é formado pela
sobreposicdo de bandas espectrais referentes a ligagdes quimicas como C-C, C-H, C-O,
C=0, C-0-C, que compbem funcdes organicas como ésteres, acidos carboxilicos e anéis
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aromaticos, entre outras. Bandas referentes as ligagdes C-C da cadeia carbonica e C-H
fora do plano de anéis aromaticos apresentam-se em regides de baixa frequéncia
(inferiores a 800 cm™). As ligacdes C-H sdo indicadas pela presenca da banda vista na
regiao 2947 cm (Gusmao et al, 2020). Na regido de 1711 cm™, é encontrada a banda das
ligacOes éster e carbonilas C=0, em 1182 cm-?, confirma a presenca do C-O e C-O-C (De
Souza et al, 2024; Gusmao et al, 2020). A banda de 1450 cm'?, é decorrente do estiramento
angular assimétrico de grupo CHs (De Souza et al, 2024; Gusmao et al, 2020). Ligacdes
C-H de anéis aromaticos sdo identificadas por bandas na regido 300-3100 cm* (Gusmé&o
et al, 2020). Assim, é possivel confirmar que as mantas sdo compostas de polimeros

ecovio

Como é sabido, a principal molécula vista no 6leo essencial de cravo é o eugenol
(Waghmare, 2015), essa molécula consta com um anel aromatico substituido com
grupamentos éter, hidroxila e alila. Na técnica de FTIR, foi analisado o 6leo essencial de
cravo, com a finalidade de confirmar a presenca ou a auséncia dos 0leos essenciais nas
fibras de ecovio. Para tanto, foi possivel observar, para o 6leo essencial de cravo, bandas
caracteristicas de C H de anéis aromaticos em 3100 — 2990 cm (Hadidi et al, 2020).
Bandas na regido de 1450 — 1600 cm-?, referem-se aos estiramentos das ligacdes carbono-
carbono do anel. As bandas em 1639, confirmam a presenca de alceno C=C (Waghmare,
2015; Nisar et al, 2018; Unalan, et al, 2019), e em 1510 e 3100 de hidrocarbonetos
aromaticos (Hadidi et al, 2020). J& a banda 3460 confirmam a presenca dos fenois (anel
aromatico ligado ao OH) (Waghmare, 2015; Nisar et al, 2018). Esses componentes sdo

essenciais no 6leo essencial de cravo.

O espectro das amostras de mantas contendo Gleos essenciais como é visto na
Figura a) em BA+OC15% e BA+OC10%, na Figura c) BA+OC+0OL 15%, BA+OC+OL
10% na Figura d) BS+0C15%, BS+OC10% e na Figura f) BS+OC+OL 15% e
BS+OC+0OL10% e possivel confirmar a presenga do 6leo essencial pela curva vista em
2947 (Tarhan et al,2022), que esté relacionada ndo sé ao grupo C-H no 6leo essencial
como também no extrato metabolico do Bacillus. Devido aos hidrocarbonetos do 6leo
essencial de cravo encontrado em 1510, é visto nas mantas, a presenca da banda 1510,
reafirmando a presenca do 6leo essencial nas mantas. A banda 3460 cm™ também

evidencia a presenca de 6leo essencial nas mantas de Ecovio.
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O oleo essencial de limoneno, possui em sua composi¢do atomos de carbono e
hidrogénio, contendo ligacBes simples e duplas e um ciclo-hexano. Na analise de FTIR,
0 6leo essencial de limoneno consta com a banda em 2918 é visto o grupamento C-H
simétrico em 2855 e 2833 com a ligacdo C-H assimétrico (Saucedo-Zufiiga et al. 2021;
Padhan; Pattnaik; Behera, 2017). Também ¢é visto na banda 1641 a ligacdo C=C (Nahas
etal, 2025), nabanda 1441 = CH; e em 883 =C-H (Padhan; Pattnaik; Behera, 2017; Nahas
et al, 2025).

Nas mantas contendo 6leo essencial de limoneno, observado na Figura 27
b)BA+OL15% e BA+OL10%, c) BA+OC+OL15% e BA+OC+OL10% €)S+OC
BS+OL15% e BS+OL10% e f) BS+OC+0OL15% e BS+OC+0OL10% € possivel
confirmar a presenca do 6leo essencial de limoneno, pela presenca da banda 1441 com a
presenca do =CH>, além de possuir a presenga da banda 883, com a ligagcdo =C-H e o

alongamento C-O em 795.
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Figura 27: Espectro de FTIR para nanofibras de 6leo essencial de cravo, extrato
metabolico de Bacillus amyloliquefaciens, polimero Ecovio, Bacillus amyloliguefaciens
(BA) associado a 6leo de cravo (OC) a 15% e Bacillus amyloliquefaciens (BA) associado
a 6leo de cravo (OC) a 10% (A). Espectro de FTIR para nanofibras de dleo essencial de
limoneno, extrato metabdlico de Bacillus amyloliquefaciens, polimero Ecovio, Bacillus
amyloliquefaciens (BA) associado a Oleo de limoneno (OL) a 15% e Bacillus
amyloliquefaciens (BA) associado a 6leo de limoneno (OL) a 10% (B). Espectro de FTIR
para nanofibras de 6leo essencial de cravo e limoneno, extrato metabdlico de Bacillus
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amyloliquefaciens, polimero Ecovio, Bacillus amyloliquefaciens (BA) associado a 6leo
de cravo e limoneno (OC + OL) a 15% e Bacillus amyloliquefaciens (BA) associado a
6leo de cravo e limoneno (OC + OL) a 10% (C). Espectro de FTIR para nanofibras de
6leo essencial de cravo, extrato metabdlico de Bacillus subtilis, polimero Ecovio, Bacillus
subtilis (BS) associado a 6leo de cravo (OC) a 15% e Bacillus subtilis (BS) associado a
6leo de cravo (OC) a 10% (D). Espectro de FTIR para nanofibras de leo essencial de
limoneno, extrato metabdlico de Bacillus subtilis, polimero Ecovio, Bacillus subtilis (BS)
associado a o0leo de limoneno (OL) a 15% e Bacillus subtilis (BS) associado a 6leo de
limoneno (OL) a 10% (E). Espectro de FTIR para nanofibras de 6leo essencial de cravo
e limoneno, extrato metabolico de Bacillus subtilis, polimero Ecovio, Bacillus subtilis
(BS) associado a 6leo de cravo e limoneno (OC + OL) & 15% e Bacillus subtilis (BS)

associado a 6leo de cravo e limoneno (OC +OL) a 10% (F).

Ao analisar o FTIR das fibras com ativos e sem ativos, ndo se observa a formacao
de novas bandas nem deslocamento significativos, sendo assim, ndo houve interacdo
quimica entre os 0leos essenciais e 0s extratos metabdlicos com as mantas poliméricas.

Medidas de angulo de contato da amostra foram realizadas, uma vez que a
hidrofilicidade altera o potencial de aplicacdo em curativos para feridas (Ambekar, et al.,
2019). A hidrofilicidade esta relacionada a alta molhabilidade, que é particularmente
eficaz nas feridas. As amostras contendo 6éleo de cravo possuiram alta hidrofilicidade,
com valores do angulo de 29,55+0,87 como visto na Figura 28 (Ambekar, et al., 2019).
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A) 29,55+0,87 B) 11,71+0,69
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Figura 28: Angulo de contato da manta nanofiada composta por extrato metabdlico de

B. amyloliguefaciens e 6leo essencial de cravo em 0 segundo e 60 segundos. (A).
Angulo de contato da manta nanofiada composta por extrato metabélico de B.
amyloliquefaciens e 6leo essencial de limoneno em 0 segundo e 60 segundos. (B).
Angulo de contato da manta nanofiada composta por extrato metabdlico de B.
amyloliquefaciens e 6leo essencial de cravo e limoneno em 0 segundo e 60 segundos.
(C). Angulo de contato da manta nanofiada composta por extrato metabdlico de Bacillus
subtilis e 6leo essencial de cravo em 0 segundo e 60 segundos. (D). Angulo de contato
da manta nanofiada composta por extrato metabdlico de Bacillus subtilis e dleo
essencial de limoneno em 0 segundo e 60 segundos. (E). Angulo de contato da manta
nanofiada composta por extrato metabélico de Bacillus subtilis e éleo essencial de cravo

e limoneno em 0 segundo e 60 segundos. (F).

No ensaio de angulo de contato, as fibras apresentam alteracdo na molhabilidade
dependendo do composto incorporado a manta polimérica. Parin e colaboradores (2020),
observam em seus estudos que o angulo de contato hidrofilico é ideal para a aplicacéo de
tratamento em feridas uma vez que quanto maior a hidrofilicidade, melhor aplicacdo na

pele, facilitando a espalhabilidade e absorcdo. O angulo de contato do 6leo essencial de
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cravo € hidrofilico devido a presenca do grupo hidroxila em sua composi¢do (Ahmad et

al, 2023).

As mantas de nanofibras foram submetidas a ensaios de halo de inibi¢do, com o

objetivo de caracterizar o material e verificar se o diametro dos halos se mantinha em

relacdo aos extratos testados isoladamente, sem a incorporacdo as nanofibras.

O halo de inibicéo foi avaliado com amostras de C. albicans, E. coli e S. aureus,

conforme apresentado na tabela 6. A partir dos resultados obtidos, observa-se que nas

muitas mantas houve uma reducgdo do efeito inibitério apds a incorporacdo das mantas.

No entanto, destacam-se amostras cujo halos apresentam valores semelhantes aos

observados antes da incorporacéo, indicando conservacao da atividade antimicrobiana.

Tabela 6: Média de halo de inibicdo de mantas fiadas com Ecovio e extrato metab6lico

de B. amyloliquefaciens, B. subtilis e 6leo essencial de cravo e 6leo essencial de

limoneno.

Manta polimérica nanofiada C. albicans E. coli S. aureus
B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de Cravo 17.0+0,51 15+0,97 12+0,51
10%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de Cravo 16.6+0,2 16,67+0,10 15+0,88
15%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de Limoneno 6 +0.7 8+0.9 20+0.0
10%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de Limoneno 6 +0.6 9+0.6 20.5+0.9
15%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de cravo e 10.7 +0.8 7.67 0.9 17.5+15
limoneno 10%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de cravo e 15+0.8 7.67 1,5 18 +0.4
limoneno 15%

B. subtilis + Oleo essencial de cravo 10% 11.4+0.0 15+0.97 7.6£0.9
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B. subtilis + Oleo essencial de cravo 15%

B. subtilis + Oleo essencial de limoneno 10%

B. subtilis + Oleo essencial de limoneno 15%

B. subtilis + Oleo essencial de cravo + limoneno
10%

B. subtilis + Oleo essencial de cravo + limoneno
15%

10.5+0.7

8.5+0.9

9.0+0.5

9.2+0.0

10.6+0.8

20+0.8

7.7+0.8

8.9+0.0

7.5+1.2

10+0.0

9.5+10

20+0.9

20+1.5

8.9+0.9

9.2+15

O extrato apresentou um halo de inibicdo significativamente maior quando

avaliado isoladamente, em comparag&o a sua forma incorporada as mantas de fibras. Por

outro lado, a incorporacdo do extrato nas mantas resultou em menor citotoxicidade, o que

representa uma vantagem importante para aplicacGes biomédicas. Ademais, o formato em

mantas fibrosas possibilita seu uso potencial como curativo cutaneo, viabilizando estudos

voltados & liberagdo controlada de compostos bioativos (Mercante; Corréa, 2023).

Na Figura 29, é possivel visualizar o halo de inibicdo das mantas poliméricas

contra C. albicans em 10% e 15%.
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Figura 29: Halo de inibicdo mantas fiadas com polimero de Ecovio associado a extrato
metabolico de Bacillus amyloliquefaciens e 6leo essencial de cravo em a.1) 10% e a.2)
15% (A). Halo de inibicdo mantas fiadas com polimero de Ecovio associado a extrato
metabolico de Bacillus amyloliquefaciens e 6leo essencial de limoneno em b.1) 10% e
b.2) 15% (B). Halo de inibicdo mantas fiadas com polimero de Ecovio associado a extrato
metabolico de Bacillus amyloliquefaciens e 6leo essencial de cravo e limoneno em c.1)
10% e c.2) 15% (C). Halo de inibicdo mantas fiadas com polimero de Ecovio associado
a extrato metabolico de Bacillus subtilis e 6leo essencial de cravo em d.1) 10% e d.2)
15% (D). Halo de inibicdo mantas fiadas com polimero de Ecovio associado a extrato
metabdlico de Bacillus subtilis e dleo essencial de limoneno em e.1) 10% e e.2) 15% (E).
Halo de inibicdo mantas fiadas com polimero de Ecovio associado a extrato metabolico

de Bacillus subtilis e 6leo essencial de cravo e limoneno em f.1) 10% e f.2) 15% (F).

As mantas constituidas com 6leo essencial de cravo, como apresentaram melhores
incorporacgdes as mantas do que os demais 0leos essenciais, possuiram melhor liberacao
do composto e assim, maiores halos de inibicdo. Com isso, deduz-se que 0s materiais
contendo 6leo essencial de cravo, sdo mais compativeis para a composicao de curativos

para tratamento de feridas.

O teste de diluicdo seriada foi realizado com o objetivo de determinar a
porcentagem de mortalidade bacteriana. Para tanto, calculou-se a média dos valores
obtidos, a fim de definir a porcentagem de inibicdo das amostras. Os resultados
apresentados na tabela 7 as mantas com o6leo essencial de cravo associados a B.
amyloliquefaciens evidenciam destaque contra S. aureus, com valores superiores a 75%.
J4 as mantas com oOleo essencial de limoneno associados a B. amyloliquefaciens

evidenciam destaque contra C. albicans, com valores superiores a 75%.

Nas mantas incorporadas com B. subtilis e 6leo essencial de limoneno, obtiveram
resultados significativos nas 3 cepas estudadas. Ja as amostras contendo B. subtilis
associado a 0Oleo essencial de cravo e limoneno obtiveram resultados superiores a 80%

em cepas de C. albicans.

Manta polimérica nanofiada C. albicans E. coli S. aureus
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B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de Cravo
10%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de Cravo
15%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de
Limoneno 10%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de
Limoneno 15%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de cravo
e limoneno 10%

B. amyloliquefaciens + Oleo essencial de cravo
e limoneno 15%

B. subtilis + Oleo essencial de cravo 10%

B. subtilis + Oleo essencial de cravo 15%

B. subtilis + Oleo essencial de limoneno 10%

B. subtilis + Oleo essencial de limoneno 15%

B. subtilis + Oleo essencial de cravo +
limoneno 10%

B. subtilis + Oleo essencial de cravo +
limoneno 15%

55%

62%

80%

82,5%

70,5%

75,5%

77,1%

80,9%

80,5%

85,7%

80,9%

93,1%

73,33%

81,67%

52%

53,5%

59,5%

59,5%

70,7%

72,5%

87,2%

88,4%

77,1%

85,5%

80%

80,1%

54,6%

55%

73,88%

83,52%

50,5%

50,5%

80,1%

80,5%

78,1%

80,1%

5.9 Teste de citotoxicidade

Conforme mostra a Figura 30, o metabolismo celular em % das células de

fibroblastos encontradas na pele humana, apresentou uma reducéo significativa quando

as células foram expostas por 24 horas a todos os co-cultivos, incluindo B.
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amyloliquefaciens e subtilis e suas dilui¢Ges. Esses resultados sugerem fortemente uma
citotoxicidade associada a esses tratamentos, evidenciando que a presenca dos co-cultivos
compromete a capacidade das células de manter o funcionamento metabdlico ideal. A
producdo de oxido nitrico (NO) ocorreu em alguns co-cultivos, 0 que sugere que as
células estdo sob estresse oxidativo (SALTZMAN, 1954). A diminuicdo no metabolismo
celular e aumento da sintese de NO indicam que 0s compostos ou fatores presentes nesses
co-cultivos podem interferir nas fungdes mitocondriais, resultando em um estado celular
alterado e possivelmente induzindo mecanismos de estresse celular ou apoptose (GREEN
et al., 1982). J& com as membranas a reducdo ocorreu somente com M BA+OL e M

BS+OL. N&o houve aumento de producdo de NO em nenhuma anélise.
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Figura 30: Ensaios de citotoxicidade em fibroblastos. Células HDFn ap6s 24 horas de
exposicao aos extratos e membranas. C —: células vivas. (*) vs C-; * p<0,05; ** p<0,01;
*¥*% p <0,001; ¥*** p <0,0001.

Os extratos metabolicos endofiticos associados aos Oleos essenciais, apresenta
citotoxicidade elevada aos fibroblastos. Porém, é perceptivel que com a incorporacéo dos
extratos associados aos Oleos nas mantas poliméricas, houve uma diminuicdo
significativa desses valores. Isso se deve a liberagdo controlada que as mantas poliméricas
proporcionam, liberando de maneira controlada e direcionada os extratos metabolicos

associados aos 0leos essenciais.
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6. Conclusao:

Inicialmente, buscou-se explorar isolar bactérias extraidas da planta A. humile,
obtendo-se sessenta e cinco bactérias endofiticos de A. humile., distribuidas em ramos
com 28 isolados e folhas com 37 isolados. Os ensaios in vitro de atividade enzimética
confirmam que as bactérias endofiticas possui maior producdo de enzimas amiloliticas.
A avaliacdo dos antagonismos contra C. albicans, E. coli e S. aureus, demonstrou que
apenas 4 isolados apresentaram atividade antagonica a todos os trés microrganismos
avaliados. De acordo com a identificacdo molecular do sequenciamento do gene 16S
rDNA, os isolados endofiticos selecionados pertencem o género Bacillus e a espécie
amyloliquefaciens e subtilis. A andlise da curva de crescimento dos endofiticos do género
Bacillus revelou padrfes caracteristicos que sao essenciais para a compreensdo de seu
potencial bioldgico e industrial. A partir dessa avaliacdo, observou-se que o caldo
fermentativo de ambos os isolados apresentou maior atividade inibitdria entre 24 e 48
horas de fermentacao.

Os testes de sinergismo entre os extratos metabolicos de endofiticos e dleos
essenciais de cravo, limoneno e manjericdo, revelam que as combinagcbes mais
promissoras foram dos extratos com 6leo essencial de limoneno para bactérias e de cravo
para leveduras.

Considerando a citotoxicidade observadas nas amostras, a incorpora¢do dos
extratos metabolicos associados a 0leos essenciais em mantas de fibras polimeros
fabricados pela técnica de fiacdo por sopro em solucéo foi uma estratégia relevante. Essa
abordagem ndo apenas ajudou a reduzir a toxicidade dos extratos, mas também permitiu
a liberagcdo controladas dos compostos. A incorporacdo nas mantas possibilitou uma
possivel aplicacdo em curativos de pele. As mantas apresentaram resultados positivos
como homogeneidade de diametro e poucos defeitos.

Estudos in vivo das mantas ainda se fazem essenciais no futuro para uma possivel
aplicacdo em curativos. Para maiores especificidades, testes de identificacdo da
composicao dos metabolitos encontrados nos géneros de Bacillus podem ser realizados,
assim como teste de identificacdo da composi¢éo bioativas dos 6leos essenciais. Os testes
de estabilidade das mantas sdo imprescindiveis, visando avaliar quanto tempo as mantas
mantém suas propriedades fisicas, quimicas e funcionais dentro dos padrdes de qualidade

aceitaveis.
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