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RESUMO 

A região Nordeste é a região maior produtora de caprinos e ovinos do país. No 
entanto, problemas de ordem sanitária têm reduzido seu potencial produtivo. Entre 
esses destaca-se a mastite, infecção causada por microrganismos patogênicos. 
Visando explorar o potencial antimicrobiano de plantas nativas, esta pesquisa avaliou 
a atividade antimicrobiana do óleo essencial de Lippia grata encapsulado em 
nanopartículas de quitosana ou trimetilquitosana. Com isso foi possível desenvolver 
uma formulação com ação sanitizante contra cepas de Escherichia coli e 
Staphylococcus aureus, causadoras da mastite em cabras leiteiras. As nanopartículas 
foram preparadas via gelificação iônica com tripolifosfato de sódio e encapsuladas 
com óleo essencial de L. grata. A eficiência de encapsulamento foi de 77% e 82 % 
para as nanopartículas de quitosana (NPQUI+OE) e trimetilquitosana (NPTMQ+OE), 

respectivamente. A caracterização por espectroscopia no infravermelho apresentou 
mudanças nos padrões de bandas NH2 e OH, indicando a formação de 
nanopartículas. Técnicas como antibiograma, concentração bactericida mínima (CIM), 
concentração inibitória mínima (CBM) e microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
mostraram atividade para o óleo essencial, as nanopartículas e as formulações de 
detergente. A amostra com maior atividade antimicrobiana foi a NPTMQ+OE, com CIM e 
CBM < 15,62 ppm. Para as quatro formulações de detergente propostas, as 
características físico-químicas foram adequadas, com exceção daquela com NP-
OEQUI, em que houve formação de fase. Desta forma, foi demonstrado que o óleo 
essencial de L. grata apresenta atividade antimicrobiana, sendo potencializado pelo 
encapsulamento. O encapsulamento permitiu agregar também ação bactericida à 
base detergente comum, sendo uma alternativa para a tratamento da mastite por meio 
da higienização do material a seu utilizado durante a ordenha. 
 
 
Palavras-chave: Segurança zoossanitária. Quitosana. Antibiótico. Plantas 
medicinais.  
  



ABSTRACT 

 
The Northeast region is the largest producer of goats and sheep in the country. 
However, health problems reduced its productive potential. Among these, mastitis 
stands out, an infection caused by pathogenic microorganisms. Aiming to explore the 
antimicrobial potential of native plants, this research evaluated the antimicrobial activity 
of Lippia grata essential oil encapsulated in chitosan or trimethylchitosan 
nanoparticles. With this, it was possible to develop a detergent with sanitizing action 
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus, which cause mastitis in dairy 
goats. The nanoparticles were prepared via ionic gelation with sodium 
tripolyphosphate and encapsulated with essential oil of L. grata. The encapsulation 
efficiency was 77% and 82% for chitosan (NPQUI+OE) and trimethylchitosan (NPTMQ+OE) 
nanoparticles, respectively. Characterization by infrared spectroscopy showed 
changes in the NH2 and OH band patterns, indicating the formation of nanoparticles. 
Techniques such as antibiogram, minimum bactericidal concentration (MIC), minimum 
inhibitory concentration (MBC) and scanning electron microscopy (SEM) showed 
activity for essential oil, nanoparticles and detergent formulations. The sample with the 
highest antimicrobial activity was NPTMQ+OE, with MIC and MBC < 15.62 ppm. For the 
four proposed detergent formulations, the physicochemical characteristics were 
adequate, with the exception of the one with NP-OEQUI, in which there was phase 
formation. Thus, it was demonstrated that the essential oil of L. grata has antimicrobial 
activity, being potentiated by encapsulation. The encapsulation also allowed to add 
bactericidal action to the common detergent base, being an alternative for the 
treatment of mastitis by cleaning the material used during milking. 

 
 

Keywords: Zoosanitary safety. Chitosan. Antibiotic. Medicinal plants. 
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1. INTRODUÇÃO  

A produção de ovinos e caprinos no Semiárido brasileiro é uma atividade, muitas 

das vezes, relacionada à agricultura familiar, porém alguns problemas de ordem 

sanitária acarretam a diminuição do potencial produtivo dos animais. Dentre eles, 

destaca-se a mastite, como a doença que causa grandes prejuízos na pecuária 

leiteira, e que se caracteriza por um processo inflamatório da glândula mamária, 

podendo estar associada à agentes bacterianos (ALVES E MOREIRA, 2021). 

A mastite, na maioria das vezes, está relacionada com o manejo antes, durante 

e após a ordenha. Dessa forma, explica-se a necessidade da conscientização do 

ordenhador diante dos procedimentos de ordenha, envolvendo maneiras adequadas 

de higienização e desinfecção do local e dos utensílios utilizados durante as ordenhas 

e entre as ordenhas (BRAGA et al., 2015). Existem diversos microrganismos 

associados a essa doença, dentre os principais se destacam nos casos de mastite em 

pequenos ruminantes no Brasil são Staphylococcus spp., Streptococcus spp., 

Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Pasteurella multocida, Pseudomonas spp., 

Escherichia coli, Klebsiella spp., Serratia spp., bem como outras espécies de bactérias 

anaeróbias, alguns fungos e até leveduras (OLIVEIRA et al., 2011).  

O tratamento mais utilizado no controle da mastite, são as drogas como 

penicilinas, estreptomicina, cefalosporina e tetraciclina (BEURON et al., 2014). Até 

2017 as cefalosporinas foram o grupo de antimicrobianos mais utilizadas no 

tratamento dessa enfermidade, segundo Langoni et al. (2017). No entanto, o principal 

obstáculo são os resíduos do antimicrobiano no leite, devendo-se descartá-lo durante 

o período de carência do medicamneto (FERNANDES, FEIJÓ E RODRIGUES; 2019) 

e o aumento de resistência bacteriana, sobretudo por Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli. (FANIN, ALAVOINE E BERTRAND, 2020). 

Nesse cenário, o uso de antimicrobianos de origem vegetal vêm demonstrando 

ser medicamentos promissores para o controle de doenças infecciosas. Estes 

compostos vegetais são adotados por diversos povos pelo mundo, pois produzem uma 

ampla e diversificada variedade de compostos orgânicos (MACEDO, 2019). O 

diferencial desses antimicrobianos para os tradicionais está na eficiência do combate 

aos microrganismos resistentes e ao fato de não produzir de resíduos no leite, 

tornando-a um tratamento alternativo.  
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O Brasil possui uma variedade grande de plantas nativas e exóticas distribuídas 

entre cinco principais biomas, entre eles a Caatinga, (SILVA et al., 2019). Dentre as 

diversas utilizações desses vegetais nativos da Caatinga encontramos está a sua 

utilização como medicamento natural por populações locais para tratamento de várias 

doenças. Dentre as plantas utilizadas pela população nordestina como medicamento 

natural se encontra a Lippia grata, conhecida como alecrim-da-chapada ou alecrim-

do-serrote. Esta planta produz um óleo essencial o qual é responsável por sua 

atividade antimicrobiana. 

Os principais compostos bioativos presentes no óleo essencial de L. grata, são 

o timol e o carvacrol. Estes compostos possuem ação fungicida e bactericida frente a 

diversos microrganismos de importância para a saúde humana e animal, como 

Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Candida albicans, Bacillus cereus, 

Escherichia spp., dentre outros (COSTA et al., 2017). 

Outro composto que apresenta atividade antimicrobiana é a quitosana e seus 

derivados (BRITTO E ASSIS, 2012). A quitosana é um polímero biodegradável, 

biocompatível e atóxico, encontrado naturalmente em alguns fungos, e de forma mais 

comum, como um derivado do processo de desacetilação química da quitina. 

Entretanto, a quitosana possui limitações em algumas aplicações, como a sua 

solubilidade em pH neutro ou alcalino. Um derivado da quitosana, obtido por 

modificação química, é o sal quaternário de quitosana, N,N,N-trimetilquitosana 

(TMQ,este tem superado estas limitações originais (BRITTO et al, 2020). A TMQ tem 

apresentado melhor solubilidade e maior resposta antimicrobiana contra várias cepas 

bacterianas resistentes, tais como E. coli, S. aureus, C. albicans e P. aeruginosa (LI 

et al., 2019).  

A combinação do óleo essencial de L. grata com os polímeros por meio da 

nanoencapsulação, garante estabilidade e preservação por tempo maior e sob 

condições ambientais mais desfavoráveis ao OE, já que são instáveis e susceptíveis 

à degradação na presença de oxigênio, luz e temperatura. Além de permitir que as 

estruturas da quitosana e seus derivados sejam melhoradas significativamente quanto 

a atividade antimicrobiana (BILIA et al., 2014). Diante disso, o objetivo desse trabalho 

foi estabilizar o óleo essencial de L. grata com a nanoencapsulação de quitosana ou 

TMQ com tripolifosfato de sódio (TPP), visando o desenvolvimento de um detergente 

com ação no controle de bactérias como E. coli e S. aureus, causadores da mastite.  



14 
 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL  

Desenvolver uma formulação com ação efetiva no controle de cepas bacterianas 

que causam mastite em caprinos e ovinos. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

→ Avaliar a Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração bactericida 

mínima (CBM) do óleo essencial de L. grata livre e nanoencapsulado frente 

as cepas de E. coli e S. aureus; 

→ Sintetizar nanopartículas de quitosana e N,N,N trimeltilquitosana (TMQ) com 

tripolifosfato de sódio; 

→ Encapsular e avaliar a eficiência de encapsulamentos de nanopartículas de 

quitosana e TMQ com óleo essencial de L. grata usando o dimetilsulfóxido 

(DMSO) à 1,5 % como solvente; 

→ Caracterizar as nanopartículas puras de quitosana e TMQ e contendo óleo 

essencial de L. grata pela técnica de espectroscopia no infravermelho com 

transformada de Fourier.  

→ Avaliar a alteração morfológicas nas células de S.aureus e E. coli com 

tratamento de óleo essencial livre e encapsulado. 

→ Realizar testes de estabilidade em base detergente a partir da adição de óleo 

essencial livre e encapsulado. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

3.1 SANIDADE ANIMAL E CONTROLE DA MASTITE EM OVINOS E CAPRINOS 

A caprinocultura e a ovinocultura no Brasil têm um papel de grande importância 

socioeconômica, principalmente para o Nordeste. A exploração da carne, leite e da 

pele dos caprinos e ovinos garante fonte de renda, trabalho e alimentação para muitas 

famílias, sendo, portanto, um importante instrumento gerador de empregos e renda 

fixando o homem no campo (SOUZA et al., 2017). 

A caprinocultura no Brasil vem se consolidando como uma atividade rentável, 

estando presente em todas as regiões do país. Sua grande maioria se concentra na 

região Nordeste (Figura 1). A região Nordeste destaca-se no cenário produtivo de 

caprinos, com 92,8% dos animais e 88,6% dos estabelecimentos com rebanhos de 

caprinos do país (IBGE, 2017).  

 

Figura 1 - Número de rebanho por região do Brasil. 

FONTE : IBGE (2017).  
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Para Andrade (2021), a região semiárida do Nordeste brasileiro, por suas 

características climáticas, apresenta as condições ideais para que esses animais 

apresentem um melhor desenvolvimento, pois são muito adaptados à vegetação 

Caatinga. No entanto, os criadores de caprinos e ovinos vêm enfrentando muitas 

dificuldades, como a redução da produção de leite, o descarte precoce de matrizes, a 

redução do valor comercial dos animais, devido problemas sanitários, e a ocorrência 

de doenças e a proliferação de microrganismo causadores dessas doenças, dentre 

elas, podemos destacar a mastite.  

A mastite, por sua vez, é uma enfermidade caracterizada pela inflamação da 

glândula mamária, em decorrência da ação de agentes biológicos, físicos ou químicos, 

e é considerada uma doença plurietiológica e multifatorial (ALVES et al, 2019). Essa 

doença afeta negativamente o setor leiteiro, pois causa alterações na composição 

físico-química e microbiológica do leite (GUIMARÃES et al., 2017). 

A mastite pode se apresentar de duas formas, denominadas clínica e subclínica. 

A primeira manifesta sinais clínicos visíveis, ou seja, alterações na glândula mamária, 

tais como: edema, endurecimento, aumento da temperatura local e sinais de dor. Além 

de alterações físico-química no leite detectáveis pala presença de grumos e alteração 

na coloração; enquanto a forma subclínica apresenta-se assintomática, sem 

alterações clínicas perceptíveis na glândula mamária. Entretanto ocorre alteração na 

composição físico-química do leite como, por exemplo, aumento o número de células 

somáticas e das concentrações de cloro e sódio (SANTOS, 2021). 

Em ambos os casos a mastite em pequenos ruminantes pode ocorrer durante 

todo ano, não havendo variação sazonal da doença e podem ser observadas, como 

maior prevalência de infecções intramamárias em períodos chuvosos (PEIXOTO, 

MOTA E COSTA; 2010). A mastite já foi identificada em todos os países com criação 

de caprinos e ovinos leiteiros. No Brasil, os rebanhos leiteiros de caprinos e ovinos 

destacam-se com maior frequência os casos de mastite subclínica. Em estudo 

realizado por Santos et al. (2019), no estado da Paraíba, os sinais clínicos da mastite 

foram relatados em 51,2% dos rebanhos dos quais de 5% a 30% para mastite 

subclínica tendo como principal patógeno isolados nessa pesquisa S. aureus e E. coli, 

essa última sendo exclusivamente isolada de ovinos.  

A mastite subclínica pode apresentar-se sob a forma contagiosa e ambiental em 

que os principais agentes etiológicos causadores são comumente agrupados, quanto 
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à sua forma e modo de transmissão, em dois grupos: microrganismo das mastites 

contagiosas e microrganismo das mastites ambientais (SANTOS, 2021). A primeira 

forma da doença tem como agente etiológicos as bactérias Gram positivas tais como: 

Corynebacterium bovis, S. aureus e o S. agalactiae (ALVES et al., 2019). Enquanto a 

mastite ambiental são as bactérias Gram negativas tais como Streptcoccus 

dysgalactiae, Streptococcus uberis, E. coli, Klebsiella e Enterobacter (MASSOTE et 

al., 2019). 

Em outro estudo realizado sobre os principais microrganismos isolados de casos 

de mastite em pequenos ruminantes no Brasil foi possível observar que existem 

inúmeros agentes causadores da mastite entre esses estão Staphylococcus spp., 

Streptococcus spp., Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Pasteurella multocida, 

Pseudomonas spp., Escherichia coli, Klebsiella spp.,  Serratia spp., bem como outras 

espécies de bactérias anaeróbias, alguns fungos e até leveduras (OLIVEIRA et al., 

2011).  

 

3.1.1 Microorganismo causadores da mastite e tratamentos convencionais  

3.1.1.1 Staphylococcus aureus 

A S. aureus pertence a um grupo diversificado de bactérias Gram positivas. 

Apresenta-se como cocos, aos pares ou formando cadeias e cachos dependendo do 

tamanho, pois medem de 0,5 a 1,0 μm e se agrupam em massas irregulares. São 

imóveis, anaeróbios facultativos, suas colônias são opacas e podem ter coloração 

esbranquiçada ou creme e algumas vezes amarelo-douradas, com temperatura de 

crescimento em torno de 30º a 37ºC (CARLOS et al., 2022) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Coloração de Gram para S. aureus e E. coli mostrando cocos Gram 

positivos e bastonetes Gram negativos. 

 

FONTE: SOLIMAN et al., (2014) e DA SILVA, (2020) 
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A S. aureus causa enfermidades que vão desde infecções de pele a infecções 

fatais como bacteremia. Essa bactéria é uma das causas mais frequentes de 

infecções hospitalares e associadas ao uso de dispositivos médicos, também é a 

principal causa de infecções associadas com a formação de biofilme (PORTO, 2020).  

S. aureus exposta em superfícies pode sobreviver por meses, apresenta grande 

resistência aos antibióticos tradicionais, uma vez que seu genoma é composto por 

cerca de 300.000 pares a mais em relação a outra espécie do gênero, inferindo em 

uma gama de fatores de virulência e meios de evadir as defesas do hospedeiro. Isso 

limita a eficácia terapêutica e torna-se um problema para o tratamento de infecções 

crônicas (SOUSA JÚNIOR, et al. 2021). 

 

3.1.1.2 Escherichia coli 

E. coli é um bastonete Gram negativo pertencente à família Enterobacteriaceae 

(Figura 2). Essa família possui grande importância microbiológica e médica devido às 

infecções que pode causar, patogenicidade e ao surgimento de cepas 

multirresistentes aos antibióticos utilizados na terapêutica (PORTO, 2020). 

A maioria dos gêneros e espécies pertencentes à família Enterobacteriaceae 

apresentam características como bastonetes Gram-negativos curtos e retos. São 

anaeróbias facultativas, crescem a 37ºC. Estas bactérias estão dispersas na natureza 

e podem ser encontradas em plantas, solo, água e microbiota normal do trato intestinal 

dos animais e humanos. Podem estar associadas a infecções comunitárias e 

hospitalares, oportunistas ou não (BARROS et al., 2012).  

 

3.1.1.3 Tratamentos convencionais 

Para ambas as bactérias citadas anteriormente, o uso de medicamentos 

antimicrobianos ainda é a principal estratégia para tratamento e combate desses 

microorganismos causadores da mastite subclínica. Sabe-se que comumente são 

utilizados medicamentos como penicilina, estreptomicina, amoxicilina, cloxacilina, 

eritromicina, cefalosporina e tetraciclina (BEURON et al., 2014). As cefalosporinas têm 

sido amplamente utilizadas no tratamento das mastites, independente do 

microrganismo causador (LANGONI et al., 2017). 

Entretanto, o uso desses antimicrobianos requer cuidados especiais,  tendo 

como principais em  traves o desenvolvimento de resistência devido ao uso 
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inadequado e a presença de  resíduo de antimicrobiano no leite. Nesse caso, deve-se 

descartar o leite durante o período de carência do medicamento (FERNANDES, 

FEIJÓ E RODRIGUES; 2019).  

Diante disso, substâncias extraídas de plantas vêm despertando interesse como 

alternativas terapêuticas, tornando-se candidatas ao desenvolvimento de novos 

agentes antimicrobianos (DE BARROS et al., 2017). Nas últimas décadas, diversas 

pesquisas foram desenvolvidas usando partes de plantas (raiz, caule, folhas, flores e 

frutos) para avaliar suas atividades farmacológicas, gerando dados importantes e 

resultados satisfatórios, sobretudo, para atividades anti-inflamatórias, antineoplásica, 

anti-hipertensiva, antiarrítmica, analgésicas e antimicrobiana (CORRÊA, 2018).  

  

3.2 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEM VEGETAL 

As plantas produzem uma ampla e diversificada variedade de compostos 

orgânicos bioativos, oriundos de seus metabólicos, que podem ser extraídos de 

folhas, flores, caule, casca, frutos e sementes (BELMONTE, 2019). Esses compostos 

apresentam pontos positivos em relação a sua utilização frente aos microorganismos, 

devido à resistência a alguns antimicrobianos convencionais, muitas vezes 

ocasionado pelo uso indiscriminado dos mesmos (PARACAMPO, 2017). 

Pesquisas têm investigado óleos essenciais (OE) como uma alternativa capaz 

de inibir bactérias causadoras de infecções provocadas por E. coli e S. aureus, 

responsáveis pela mastite. Como avaliado por Pereira et al. (2008), que investigaram 

atividade antibacteriana dos OE de Satureja montana, Cymbopogon nardus e Citrus 

Limonia sobre S. aureus e E. coli; e concluíram com este teste in vitro o grande 

potencial destes óleos como uma alternativa aos antimicrobianos e conservantes 

sintéticos. 

Silva et al. (2009), também testaram a ação antibacteriana de seis óleos 

essenciais (Rosmarinus officinalis L., Caryophyllus aromaticus L., Zingiber officinalis 

R., Cymbopogon citratus Mentha piperita L., Cinnamomum zeilanicum B.) frente a 

cepas de S. aureus e E. coli. Assim como, DE CASTRO GUIMARÃES et al. (2017), 

que avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato aquoso e do OE das 

espécies Rosmarinus officinalis L. (alecrim) e Caryophyllus aromaticus L. (cravo da 

índia). Em ambos experimentos foi verificado o potencial inibitório frente as linhagens 

de E. coli e S. aureus.  



20 
 

Os OE de Thymus vulgaris (tomilho), Elettaria cardamomum (cardamomo), 

Eugenia caryophyllus (cravo da índia), Foeniculum vulgare (funcho doce), Origanum 

vulgare (orégano) e Piper nigrum (pimenta preta), entre outros foram testados quanto 

as suas atividades antimicrobiana frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas, 

como E. coli e S. aureus, e todos apresentaram-se como uma alternativa de 

tratamento contra esses microorganismos (ARAUJO E LONGO , 2016; PEREIRA E 

CARDOSO , 2012; ARAÚJO et al., 2015; MILLEZI et al., 2013; DA SILVA et al., 2018; 

RODRIGUES, SANTOS, FORTUNA, 2020). 

Diversos pesquisadores salientam a diferença do potencial antimicrobiano dos 

OE diante de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Na pesquisa de Araujo e 

Longo (2016), por exemplo, em que se determinou a composição química e avaliou a 

suscetibilidade do OE de orégano frente as cepas de E. coli, S. aureus e Salmonella 

choleraesuis, verificou-se que a S. aureus foi mais suscetível do que a E. coli e a 

Salmonella choleraesuis. 

 

3.2.1 Atividade biológica do óleo essencial de Lippia grata Schauer 

A L. grata Schauer, também conhecida como alecrim do sertão, alecrim do mato, 

alecrim do planalto ou tábua de alecrim é uma planta pertencente à família 

Verbenaceae que compreende mais de 35 gêneros, com mais de 200 espécies de 

ervas, arbustos e subarbustos (COSTA, 2019). Essa espécie apresenta porte 

arbustivo, podendo alcançar até 2 m de altura, com caule quebradiço e ramificado 

desde a base, folhas simples com borda serrilhada e flores brancas, tubulares, 

reunidas em inflorescência do tipo espiga (SOUZA E KILL , 2018) (Figura 3). 

Figura 3 - Aspecto da planta Lippia grata Schauer. 

 

FONTE: SOUZA E KILL, 2018 
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No gênero Lippia, o OE é secretado e armazenado por tricomas glandulares, 

sendo o timol e carvacrol os compostos majoritários responsáveis pelas atividades 

antimicrobiana, antioxidante e antitumoral (TREVISAN et al., 2016). A principal 

composição química das espécies de Lippia evidenciam, principalmente, os 

constituintes voláteis, como também outros constituintes como esteroides, 

flavanoides, saponinas e xantonas, que também foram relatados como constituintes 

nesse gênero (RAFFA et al., 2017). 

Os OE são compostos naturais etéreos ou voláteis de complexa composição 

química, formados a partir do metabolismo secundário de plantas aromáticas, que 

estão presentes em diversas partes das plantas, sendo estes compostos geralmente 

responsáveis pelos odores e/ou sabores característicos das plantas das quais são 

obtidos (FRANÇA, 2019), podendo contribuir também para ações específicas, 

incluindo a defesa contra microorganismos. 

A ação microbiana dos óleos essenciais está relacionada principalmente aos 

compostos bioativos presentes. O OE da L. grata, por exemplo, possui como 

compostos majoritários o timol e o carvacrol, que são substâncias utilizadas como 

fungicida e bactericida contra microorganismos de importância para a saúde humana 

e animal, como Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Candida albicans, Bacillus 

cereus, Escherichia spp., dentre outros (COSTA et al., 2017). 

A composição química de óleos essenciais de Lippia grata é muito variável, 

inclusive mesmo dentro da mesma espécie, isso se dá devido a interação da planta 

com o meio ambiente. Por isso, o período de colheita, técnica de extração, fatores 

genéticos, tipo de adubação, entre outros, deve ser levado em consideração quando 

se trabalha com óleos essenciais (SOUZA E KILL, 2018). Os OE podem ser extraídos 

por diversos métodos, como a utilização de solvente orgânico, CO2 supercrítico, forno 

de microondas, prensagem, arraste a vapor, hidrodestilação, microextração em fase 

sólida, enfloração, entre outros, podendo variar de acordo com a utilização do óleo 

(BAPTISTA, 2018). 

Dentre os métodos, citados, o mais aplicado para a extração desses óleos é a 

hidrodestilação em aparelho de Clevenger, em que o óleo é obtido por meio de 

destilação por arraste com vapor d’água. Esse método não apresenta dificuldades e 

é o mais utilizado por ser viável economicamente e obtém um óleo essencial de alta 

qualidade. (SOUZA E KILL, 2018). 
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Souza (2021), observou que o óleo essencial de L. grata agrupa 29 compostos, 

tais como o carvacrol (78,6%), timol (6,3%), ρ-cimeno (2,51%), éter metil timol 

(2,31%), β-cariofileno (1,24%), γ-terpineno (1%) e óxido de cariofileno (0,85%). Dentre 

esses componentes químicos orgânicos, os terpenos naturais (monoterpenos ou 

sesquiterpenos) como o carvacrol, timol e ρ-cimeno tem despertado atenção para as 

atividades biológicas, pois possuem ação antimicrobiana capaz de causar a ruptura 

da membrana bacteriana (FERNANDES et al., 2015).  

E segundo COSTA (2019), o timol tem sido avaliado por diversos pesquisadores 

devido as suas atividades anti-inflamatórias e cicatrizantes, levando a sugerir que os 

monoterpenos presentes no OE da L. grata são componentes promissores que 

poderão ser utilizados no tratamento de processos inflamatórios, bem como a 

cicatrização de feridas, além de apresentar atividades frente a bactérias. 

 

3.3 MATERIAIS POLIMÉRICOS NATURAIS PARA ENCAPSULAMENTO DE 

SUBSTÂNCIAS ATIVAS 

3.3.1 Quitosana  

A quitosana é um polímero biodegradável, natural e renovável, de vasto valor 

econômico e ambiental, considerado o segundo mais abundante na natureza depois 

da celulose. Essa substância pode ser encontrada em fungos, insetos e artrópodes, 

sendo extraída das carapaças de caranguejo, camarão e lagosta, resíduos da 

produção industrial (CASTELLÓ et al., 2018).  

A obtenção da quitosana ocorre a partir da desacetilação da quitina, com a 

retirada do grupo acetila por meio de tratamento químico com hidróxido de sódio, 

resultando em estruturas repetidas de β-(1-4)-2-acetamido-deoxi-D-glicose (N-

acetilglicosamina), ou seja, D-glucosamina (MODI et al., 2015). De uma forma mais 

comum a desacetilação da quitina ocorre na transformação parcial dos grupos 

acetamina da quitina em grupos amina (Figura 4). 
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Figura 4 - Representação da quitina e da quitosana e as respectivas alterações nos 

grupos funcionais. 

a) quitina 

b) quitosana 

FONTE: O AUTOR. 

 

Segundo Sobreira et al., (2020), o grau de pureza e as propriedades da quitosana 

podem ser influenciados pela concentração do hidróxido de sódio, tempo e 

temperatura de reação para desacetilação. Os grupos funcionais restantes como 

hidroxila (–OH) e amina (–NH2) tornam esse biopolímero versátil para diversas 

aplicações. Por conta disso, a quitosana vem despertando o interesse nos mais 

diversos campos da ciência, como na agricultura e indústria alimentícia, farmacêutica 

e cosmética devido a propriedades como a biocompatibilidade, a biodegradabilidade 

e a atoxicidade (MARANGON, 2015).  

A solubilidade da quitosana é resultado de sua origem biológica, massa 

molecular e grau de acetilação. É solúvel em meio de ácidos orgânicos e inorgânicos, 

constituindo um polímero catiônico, com a protonação do grupo amino originando o 

íon NH3
+, que atribui características peculiares como, por exemplo, a formação de 

uma solução viscosa apta a desenvolver invólucros ou películas de recobrimento 

(GARCIA, 2018). 

A quitosana é encontrada comercialmente em forma de pó e é caracterizada pela 

sua massa molecular (MM) e grau de acetilação (DA). A quitosana, que está à 

disposição no comércio, possui grau de desacetilação >85% (DA < 15%) e massa 

molecular contido entre 100-1000 kDa (DE QUEIROZ ANTONINO, 2017). É uma 

molécula extremamente funcional, exercendo ação antimicrobiana (bactericida, 

bacteriostática, fungicida e fungistática), antitumoral, agente anticoagulante, agente 
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hemostático, imunoestimulador, agente cicatrizante, anti-inflamatório, modulador das 

funções renais, antiviral, antioxidante, redutor dos níveis colesterolêmicos 

(GAVHANE, GURAV E YADAV, 2013). 

Diante disso, a quitosana vem sendo pesquisada como agente antimicrobiano 

frente a uma extensa variedade de microorganismos como bactérias, leveduras, 

fungos e algas. Segundo levantamento realizado por GARCIA (2018), a quitosana 

pode gerar uma inibição do crescimento ou destruição de microorganismos, tais como 

E. coli, S. epidermidis, S. aureus, S. faecalis, S. pyogenes, Vibrio, Shigella 

dysenteriae, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, P. aeruginosa, Candida, 

Xanthomonas campestris, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum. 

Pesquisas realizadas evidenciaram que a atividade antimicrobiana da quitosana 

se diferencia entre as bactérias Gram positivas e Gram negativas. Nas Gram positivas, 

pressupõe-se que a quitosana fragmenta a membrana, ao passo que nas Gram 

negativas o citoplasma se aglomera e o espaço intracelular é expandido 

(CHANDRASEKARAN, KIM, CHUN, 2020; MATICA et al., 2019; GASPAR, PEIXOTO, 

AMORIM, 2019). 

A ação antimicrobiana da quitosana pode ser influenciada por vários fatores tais 

como a massa molecular, o grau de desacetilação, tipo de bactéria (Gram positiva ou 

Gram negativa) e composição química (UGARTE, 2012). Uma hipótese da ação 

antimicrobiana da quitosana ocorre baseado no efeito de permeabilidade da célula, 

que por meio das interações eletrostáticas da quitosana carregada positivamente com 

as superfícies celulares das bactérias carregadas negativamente, alteram as 

propriedades da barreira da membrana dos microorganismos, produzindo uma perda 

nos componentes intracelulares como eletrólitos e proteínas (HELANDER et al, 2001). 

CHUNG et al. (2012), estudaram a atividade antimicrobiana da quitosana contra 

S. aureus e E. coli e observaram que a atividade antimicrobiana contra S. aureus 

aumenta com o aumento da massa molecular da quitosana, e que para E. coli a 

atividade antimicrobiana tem o comportamento inverso, à medida que massa 

molecular da quitosana diminui aumenta a atividade antimicrobiana. Com isso, dois 

mecanismos distintos são sugeridos para a atividade antimicrobiana, desta forma, 

para S. aureus, a quitosana na superfície da célula pode formar um polímero na 

membrana, que inibe a entrada de nutrientes na célula, enquanto para o E. coli, a 

quitosana entra na célula por meio da permeação (UGARTE, 2012). 
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3.3.2 N,N,N-trimetilquitosana (TMQ) 

Uma importante vantagem de se trabalhar com quitosana é a possibilidade de 

se preparar uma grande variedade de derivados. Sabe-se que, diferentes estratégias 

de derivatização são realizadas com o objetivo de melhorar as propriedades da 

quitosana (WANG et al., 2020), e uma delas é a solubilidade em água, visto que a 

quitosana necessita de um pH ácido (pKa = 6,75) para sua dissolução que ocorre via 

protonação dos grupos amina. Isso gera limitações para algumas aplicações em que 

o meio ácido pode interferir (MACÊDO, 2022). 

Segundo Bakshi et al. (2020), para aumentar a solubilidade e possibilitar a 

utilização da quitosana em uma faixa mais ampla de pH, vários derivados 

hidrossolúveis vêm sendo desenvolvidos. E diversos grupos de pesquisa relatam a 

obtenção de derivados hidrossolúveis por meio da modificação química, realizada 

principalmente nos três grupamentos funcionais nucleofílicos: amina no carbono C2 

(C2- NH2), hidroxila secundária no carbono C3 na (C3-OH) e hidroxila primária no 

carbono C6 (C6-OH) (MARTINS, MORGADO E DE ASSIS; 2014). 

O derivado N,N,N-trimetilquitosana (TMQ) é um polieletrólito hidrossolúvel que 

possui cargas positivas permanentes ao longo das cadeias devido à quatemização 

dos grupos amino, sendo, portanto, solúvel em uma ampla faixa de pH (BRITTO E 

ASSIS; 2009). A sua obtenção por meio da introdução de cargas positivas 

permanentes nas cadeias de quitosana pode ser efetuada via adição de um 

substituinte contendo um grupo amônio quaternário ou pela quaternização dos grupos 

amino desse polímero (TAVARES, 2013), (Figura 5).  

 

Figura 5 - Representação da reação de trimetilação da quitosana. 

 

FONTE: O AUTOR 

 

A primeira alternativa envolve a reação da quitosana com um epóxido de sal de 

amônio, tal como o cloreto de glicidiltrimetilamônio e a segunda pode ser 
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acompanhada pela alquilação redutiva ou pela N-alquilação direta e extensiva da 

quitosana com iodeto de metila (CURTI, 2004).  

Estudos reportam que a introdução de substituintes ao grupamento amina no C2 

para a formação de sais de amônio quaternário de quitosana solúveis em uma faixa 

de pH mais alto apresenta maior ação antimicrobiana em comparação às quitosana 

não modificadas (ABD EL-HACK et al., 2020).  

Diversas pesquisas revelaram que o derivado quaternário N,N,N-trimetil 

quitosana (TMQ) induziu maior resposta antibacteriana contra E. coli, S.  aureus, P. 

aeruginosa e C. albicans (cepa de bactéria resistente a drogas) (RÚNARSSON et al., 

2007; BAKSHI et al., 2018; FOLLMANN et al., 2016; ZHANG et al., 2018; BRITTO E 

ASSIS, 2020). Isso ocorre em virtude da presença das cargas positivas permanentes 

na estrutura da quitosana, ou seja, os derivados frente às bactérias são superiores às 

da quitosana, sendo que o melhor desempenho foi atribuído aos grupos imidazóis 

protonados (LI et al., 2019). 

 

3.4 NANOENCAPSULAMENTO DE SUBSTÂNCIAS ATIVAS 

A fim de aumentar a estabilidade de compostos bioativos, tais como peptídeos, 

OE, compostos fenólicos, vitaminas entre outros, as técnicas de encapsulamento vêm 

sendo utilizadas. O encapsulamento é um processo em que a substância ativa é 

envolvida em um material de parede, produzindo partículas na escala nanométrica 

(nanoencapsulação), micrométrica (microencapsulação) ou escala milimétrica 

(PEREIRA, 2020).  

O encapsulamento de ativos tem sido muito utilizado com a finalidade de 

aumentar a estabilidade das substâncias ativas evitando assim a degradação ou 

liberação rápida induzida por pH, temperatura, enzimas ou outros fatores. 

(EZHILARASI et al., 2013). Esse processo pode ser aplicado em diferentes áreas do 

conhecimento, como no campo dos alimentos e indústria têxtil (ASSADPOUR E 

MAHDI JAFARI; 2019; CHOPDE, et al., 2020), na farmacologia (FERREIRA, 2019) 

entre outros.  

 

3.4.1 Nanoencapsulamento do Óleo Essencial L. grata / Quitosana 

Os nanomateriais poliméricos têm recebido grande atenção dos pesquisadores 

devido às propriedades especiais que podem ser adquiridas a partir dos tamanhos 
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pequenos. Por exemplo, melhorar a estabilidade química, aumentar a atividade destas 

substâncias e reduzir a volatilização dos mesmos, melhorando seus potenciais 

biológicos (SILVA, 2019).  

De acordo com a ASTM (2012), devem ser consideradas nanopartículas (NP) 

aquelas estruturas que apresentam ao menos duas dimensões na faixa entre 1 nm e 

100 nm. As NP poliméricas são estruturas normalmente sólidas e esféricas que podem 

ser preparadas a partir de polímeros naturais ou sintéticos.  

A nanoencapsulação é um processo adequado na redução da degradação de 

componentes instáveis, como os óleos essenciais que, em geral, possuem alta 

volatilidade e instabilidade química, o que gera perdas em suas atividades, 

dependendo do processo de preparação da formulação ou do tempo de exposição em 

condições adversas. Por isso, vem sendo empregado o processo de encapsulamento 

em NP (HOSSEINI et al., 2013), com polissacarídeos como a quitosana, que é um 

ótimo material para esse processo devido a sua propriedade quelante e 

biodegradabilidade (BRITTO et al., 2014). 

Os OE são instáveis e susceptíveis à degradação na presença de oxigênio, luz 

e temperatura, sendo o encapsulamento em sistemas coloidais uma alternativa para 

preservá-los por tempo maior e sob condições ambientais mais desfavoráveis 

(SHERRY et al., 2013). O encapsulamento é feito com base em carreadores, que são 

estruturas que permitem melhorar a biodisponibilidade de muitos compostos bioativos, 

sendo divididos em duas classes: as formulações poliméricas de nanoparticulados, 

que promovem melhora significativa da atividade antimicrobiana do óleo essencial; e 

os transportadores lipídicos, incluindo os lipossomas, NP lipídicas sólidas, partículas 

lipídicas nanoestruturadas e nano e microemulsões (BILIA et al., 2014).  

O nanoencapsulamento representa uma estratégia promissora para superar as 

limitações dos óleos essenciais, aumentando a estabilidade química na presença de 

ar, luz, umidade e temperaturas elevadas. Além disso, os nanocarreadores garantem 

manuseio mais prático e seguro do composto (BILIA et al., 2014).  

As técnicas de produção de partículas usando quitosana incluem: geleificação 

iônica, spray drying, separação por emulsão de fase, coacervação simples e 

complexa, recobrimento com solução coating (SCHALCH, 2019). A quitosana possui 

uma propriedade muito interessante que é a capacidade de geleificação em contato 



28 
 

com poliânions específicos. Tal processo se deve à formação de reticulação inter e 

intramolecular mediada por esses poliânions (KUMAR, 2000). 

As NP de quitosana podem ser obtidas por gelificação iônica com tripolifosfato 

de sódio (TPP) (BRITTO et al., 2014), em que o TPP atua como um contra-íon 

provocando a coagulação da mistura pela formação de ligações intra e 

intermoleculares entre os fosfatos negativamente carregados do TPP e os grupos 

amino positivamente carregados da quitosana (Figura 6). Estudos anteriores mostram 

que a produção de nanopartículas de quitosana e TPP utilizando quitosana de baixa 

massa molecular com alto grau de desacetilação e os resultados indicaram que o 

tamanho das partículas aumentaram com a elevação da concentração de quitosana 

ou TPP (FAN et al., 2012). 

 

Figura 6 - Modelo de geleificação da quitosana e TPP por interação entre grupos 

iônicos e catiônicos. 

 

 

FONTE: SCHALCH (2019). 

 

3.5 USO DE DETERGENTES SANITIZANTES  
 
Segundo ANVISA (2007), detergente é um produto destinado à limpeza de 

superfícies e tecidos por meio da diminuição da tensão superficial. A grande maioria 

dos detergentes não possui ação de desinfecção ou sanitização. Porém, uma 

alteração em sua composição química, como a introdução de princípios ativos, pode 

proporcionar uma funcionalidade diferente (GOMES, 2020), como de uma detergente-

sanitizante, que são substâncias ou preparações destinadas à aplicação em objetos, 

tecidos, superfícies inanimadas e ambientes, com a finalidade de limpeza, 
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desinfecção, esterilização, sanitização, desodorização, odorização, desinfestação, 

desinfecção (ANVISA, 2016). 

Os detergentes-sanitizantes podem ser classificados como físicos ou químicos 

e possuem vários mecanismos de ação, como: alteração da pressão osmótica, lesão 

irreversível na estrutura celular, bloqueio da membrana, coagulação das proteínas 

celulares e dissolução de substâncias celulares dos micro-organismos (INÁCIO, 

2022). Porém, a ação dos sanitizantes depende de muitas variáveis, a concentração, 

o pH, o tipo de microorganismo e características de superfície, são fatores que alteram 

a qualidade da sanitização (GERMANO E GERMANO, 2014). 

Os detergentes sanitizantes é uma das principais estratégias utilizadas no 

controle e na higienização de microrganismo produtores de biofilmes, pois são 

capazes de aderir e multiplicar na superfície de diversos utensílios industriais que 

estão em contatos com alimentos, como o vidro e o aço inoxidável (RECH et al., 2015; 

GOMES et al.,2018). A expressão biofilme foi criada para descrever a microbiana 

séssil, ou seja, microrganismos que estão aderidos a superfícies decorrentes da 

formação de substâncias poliméricas extracelulares, produzindo uma rede gelatinosa 

que paralisa e preservam as células (FABIANO; AGUERA; DO PRADO, 2020). 

Os detergentes sanitizantes são produtos utilizados no procedimento de limpeza 

capaz de romper ou dissolver a matriz dos biofilmes, de modo que os sanitizantes 

consigam reduzir os microrganismos deteriorantes e eliminar os patógenos a níveis 

seguros (FORSYTHE, 2013). 

Entre os microorganismos que são formadores de biofilmes, estão as bactérias 

S. aureus, P. aeruginosa, P. fragi, Micrococcus sp., B. cereus, Enterococcus sp., L. 

monocytogenes, P. fluorescens, Yersinia enterolitica, Salmonella sp., E. coli. e 

Aeromonas hydroplhila (MILLEZI, 2009). Na literatura existem pesquisas sobre o uso 

de detergente sanitizante para a higienização de superfícies, como a de Fabiano; 

Aguera; Do Prado (2020), que estudaram a eficiência de detergente sanitizante e 

alcalino para remoção de  biofilmes  de cepa padrão de E. coli em superfície de aço 

inoxidável. Millezi (2009), também examinou a ação bactericida de detergente 

sanificante à base de óleos essenciais sobre biofilme de Aeromonas hydrophila. 

O desenvolvimento e formulação dos detergentes sanitizantes deve levar em 

conta alguns fatores, como pH, estabilidade e a formação de espuma. O pH (potencial 

hidrogeniônico) é uma grandeza físico-química, que representa uma transformação 
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logarítmica negativa da concentração de hidrogênio ou hidroxila, em um meio 

qualquer (TRENTIN, 2016). De acordo com Resolução Normativa nº 1/78 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA,2007) o pH do detergente deve ser de no 

mínimo 5,5 e o máximo de 8,5; sendo o ideal aproximo do pH 7 que é o neutro. 

A espuma de um detergente é um aspecto analisado pelo consumidor doméstico, 

pois segundo SILVA, DUTRA e CADIMA (2016) existe a cultura, errônea, que diz 

respeito que quanto mais espuma, melhor é um produto. O responsável pela formação 

da espuma num detergente está relacionado com a adição de lauril sulfeto de sódio, 

um princípio ativo destinado, unicamente, à geração de espuma (THEVES, 2017). 

Quanto mais lauril for adicionado num produto, mais espuma o mesmo irá gerar. 

Porém, a espuma não influência na ação do poder do detergente sendo apenas um 

vetor ótico para a identificação de manipulação do produto e, em alguns casos, para 

facilitar (reduzindo o atrito) a ação mecânica (THEVES, 2017).  

 

3.6 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE 

FOURIER (FTIR – ATR)  

A espectroscopia infravermelha de transformada de Fourier atenuada de 

refletância total (FTIR – ATR) é uma ferramenta versátil para o estudo das superfícies 

de nanomateriais que podem ser usadas de maneira qualitativa ou quantitativa. Sendo 

uma técnica capaz de caracterização a interface líquido-sólido para sondar a adsorção 

de superfície em superfícies de nanopartículas (MUDUNKOTUWA, AL MINSHID E 

GRASSIAN; 2014). 

 

3.7 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) 

O Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) é um equipamento versátil e uma 

técnica muito utilizado, que permite a observação morfológica, atuando na análise das 

características microestruturais de materiais sólidos e obtenção de informações 

estruturais e químicas de amostras diversas (AMADUCI, 2007). 

O primeiro microscópio eletrônico de varredura foi construído em 1932 por 

Ardenne, partindo da ideia inicial de Knoll, possuía duas lentes magnéticas que 

focalizavam o feixe eletrônico. Seu princípio consiste em utilizar um feixe de elétrons 

extremamente estreito para explorar a superfície da amostra, ponto a ponto, por linhas 

sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catódica com varredura 
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perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente, o feixe é acelerado pela 

alta tensão criada entre o filamento e o ânodo (NASCIMENTO, 2018). 

O resultado da interação entre o feixe de elétrons incidente e a superfície da 

amostra é a produção de elétrons secundários e/ou elétrons retroespalhados que são 

acelerados por um detector e seus sinais amplificados, gerando imagens da topografia 

da amostra (DEDAVID, GOMES E MACHADO, 2007). 

Na área biologia a MEV, vem sendo utilizada para analisar a morfológica, a 

avaliação da ação antimicrobiana após a interação de um novo material polímero, 

impregnado com nanopartículas (HADDAD et al., 1998). Por meio desta técnica de 

microscopia pode-se comprovar a sua eficácia apresentando a inibição do 

crescimento nas colônias bacteriana (SEGALA et al., 2006).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

As atividades foram desenvolvidas no Laboratório de Sanidade Animal da 

Embrapa Semiárido, Petrolina – PE, seguindo as etapas descritas no fluxograma 1. A 

quitosana (massa molar média e 82% de pureza) e o tripolifosfato de sódio foram 

adquiridos da Aldrich Chemical Company Inc. (EUA) e foram utilizados de acordo com 

as recomendações do fabricante. O Agar Mueller Hinton (Himedeia), o caldo de 

Mueller Hinton (Kasvi), Brain Heart Infusion (Kasvi) e a base para a formulação do 

detergente (Kalim) também foram processados de acordo com os fabricantes. A 

N,N,N-trimetilquitosasa (TMQ) foi gentilmente cedido pelo Laboratório Nacional de 

Nanotecnologia para o Agronegócio da Embrapa Instrumentação São Carlos – SP, e 

foi sintetizada de acordo com Britto e Assis (2007).   

 

Fluxograma 1 – Descrição das etapas realizadas. 

FONTE:  O AUTOR.  
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4.1 OBTENÇÃO DO ÓLEO ESSENCIAL DE L. grata 

O óleo essencial foi extraído das folhas de L. grata, colhidas no período da 

manhã do campo experimental da Caatinga da Embrapa Semiárido, em Petrolina – 

PE, no primeiro trimestre do ano de 2018. As folhas foram secas em estufa (30ºC) e 

uma massa de 100 g foi submetida à extração do OE por hidrodestilação em aparelho 

Clevenger. 

 

4.2  SÍNTESE DAS NANOPARTÍCULAS E ENCAPSULAMENTO DO ÓLEO 

ESSENCIAL DE Lippia grata 

As NP foram preparadas com dois tipos de polímeros: a quitosana comercial 

(QUI) e um de seus derivados, a N,N,N-trimetilquitosana (TMQ). Em ambos os 

polímeros as sínteses das NP foram inicialmente obtidas em sua forma pura. Para 

isto, 50 mL de uma solução de tripolifosfato de sódio (TPP) a 1,6 mg mL-1 em meio 

aquoso, foi adicionado a uma taxa de 1 mL min-1 em uma solução de 50 mL de 

quitosana à 3 mg mL-1, dissolvida em ácido acético 0,5%. Entretanto, para síntese de 

NP utilizando a TMQ foram adicionados 25 mL de TPP, nas mesmas condições, tendo 

como volume final 75 mL. As NP puras (NP) foram isoladas por centrifugação 

(Centrífuga Eppendorf modelo 5420, 20817 RCF, 20 minutos a 4°C). 

O encapsulamento do OE ocorreu em duas etapas. Inicialmente as NP foram 

ressuspendida em 2,5 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) a 1,5% com auxílio de banho 

ultrassônico durante 80 minutos (3 ciclos de 20 minutos, com tempo de descanso de 

10 minutos entre eles). Separadamente, foi preparada 2,5 mL de solução de OE em 

DMSO 1,5% e colocada para interagir em seguida com 2,5 mL da suspensão de NP, 

perfazendo assim, 5 mL de volume final. A concentração final do OE foi uma 

suspensão de 4.000 ou 10.000 ppm. As NP encapsuladas foram denominadas NP-

OE. 

Das suspensões preparadas foram reservados 4 mL para os testes de atividade 

microbiana (CIM, CBM e antibiograma) frente as bactérias S. aureus e E. coli, 

enquanto 1 mL foi quantificado no Espectrofotômetro UV-visível (Thermo Fisher 

Scientific, MultiSkan GO, Vantaa, Finlândia), na faixa de 200 a 400 nm, a fim de 

determinar a concentração e a eficiência de encapsulamento (EE) por meio da 

equação 1. 
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EE = (
Concentração final

concentração inicial
∗ 100) − 100              (1) 

 

4.2.1 Curva de calibração do OE em DMSO 1,5% 

Para determinar a curva de calibração do OE de L. grata no solvente DMSO a 

1,5%, foi preparada uma solução estoque de OE contendo 80 mg em 100 mL de 

DMSO 1,5% e retiradas alíquotas de 0,2; 0,4; 0,5; 1,0 e 1,2 mL e diluídas para 10 mL. 

Em seguida, a curva de calibração foi levantada, quantificando no espectrofotômetro 

UV-visível (Thermo Fisher Scientific, MultiSkan GO, Vantaa, Finlândia) na faixa de 200 

a 400 nm e os dados analisados na plataforma do Origin9®.  

 

4.2.2 Estudo da Eficiência de encapsulamento (EE) 

As NP, preparadas anteriormente, foram colocadas para interagir com soluções 

de OE em 4 concentrações diferentes (8; 4; 2,24 e 0,8 mg mL-1) com auxílio de banho 

ultrassônico durante 80 minutos (3 ciclos de 20 minutos, com tempo de descanso de 

10 minutos entre eles). Estas soluções com princípios ativos foram preparadas a partir 

de diluição de solução estoque usando o DMSO à 1,5%. Após a interação, a 

suspensão de NP-EO foi centrifugada e o sobrenadante quantificado em 

espectrofotômetro UV-Visível (Thermo Fisher Scientific, MultiSkan GO, Vantaa, 

Finlândia), na faixa de 200 a 400 nm (Figura 7).  

 

Figura 7 - Aspecto da suspensão de nanopartícula com óleo essencial (NP-OE) em 

diferentes concentrações. 

 

A - 8 mg mL-1; B - 4 mg mL-1; C - 2,24 mg mL-1 e D - 0,8 mg mL-1 

FONTE: O AUTOR 
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4.3 ANÁLISE DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM 

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

As nanopartículas puras de quitosana e TMQ (NPQUI e NPTMQ) e encapsulados 

com OE de L. grata (NP-OEQUI e NP-OETMQ), preparadas segundo o método do item 

4.2, colocadas placa de Petri, congeladas e liofilizadas por 24 h (Liofilizador de 

Bancada L101). Enquanto as soluções de quitosana e TMQ (3 mg.mL-1) foram feitas 

pela técnica de casting, que consiste na desidratação da solução filmogênica, em que 

20 mL de cada amostra foram colocadas em uma placa de Petri, e após evaporação 

os filmes foram destacados e caracterizadas utilizando o equipamento IRTracer 100 

da marca Shimadzu com dispositivo de Reflectância Total Atenuada (ATR). 

 

4.4 OBTENÇÃO DAS CEPAS DAS BACTÉRIAS 

As cepas bacterianas foram obtidas de uma coleção de cultura padrão (ATCC - 

American Type Culture Collection) gentilmente cedidas pelo Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal do Vale do São Francisco – 

UNIVASF, Petrolina, PE. As cepas utilizadas foram Staphylococcus aureus (ATCC 

29213) e Escherichia coli (ATCC 25922). 

As cepas bacterianas foram recebidas liofilizadas e mantidas a -20ºC até sua 

utilização. Para ativação das cepas, as mesmas, foram transferidas para tubos de 

ensaio contendo 5 mL de caldo de Brain Heart Infusion (BHI) e colocadas em estufa 

incubadora do tipo B.O.D. (Marca: QUIMIS) a 37ºC por 24 horas. Após o período de 

incubação foram semeadas em placas de Petri contendo BHI sólido com 2% de ágar 

e incubadas novamente na B.O.D a 37ºC por 24hs. Esse procedimento foi repetido 

duas vezes para verificar a pureza da bactéria. 

 

4.5 TESTE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA  

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando os testes de Concentração 

Inibitória Mínima (CIM), Concentração Bactericida Mínima (CBM) e de Sensibilidade 

a antimicrobianos (antibiograma), para os seguintes materiais: NP puras de quitosana 

e TMQ (NPQUI e NPTMQ); NP encapsuladas com OE de L. grata (NP-OEQUI e NP-

OETMQ), solução de quitosana e solução de TMQ em concentrações diferentes como 

descrito na Tabela 1.  
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Tabela 1 – Representação esquemática das amostras, concentrações e analise 

utilizadas (antibiograma, concentração inibitória mínima e concentração bactericida 

mínima) para os testes da atividade antimicrobiana. 

Amostra Concentração 
Análise 

Antibiograma CIM CBM MEV 

OE  

Puro X    

4.000 mg.mL-1 X X X X 

10.000 mg.mL-1 X    

Puro dil. 10X X    

Puro dil. 100X X    

Puro dil. 1.000X X    

NPQUI  X X X  

NPTMQ  X X X  

NP-OEQUI 
4.000 mg.mL-1 X X X X 

10.000 mg.mL-1 X    

NP-OETMQ 
4.000 mg.mL-1 X X X  

10.000 mg.mL-1 X    

QUI 
4.000 mg.mL-1 X X X  

10.000 mg.mL-1 X    

TMQ 
4.000 mg.mL-1 X X X  

10.000 mg.mL-1 X    

DTG*   X X  

DTG + OE* 2.000 mg.mL-1  X X  

DTG + NP-OEQUI* 2.000 mg.mL-1  X X  

DTG + NP-OETMQ* 2.000 mg.mL-1  X X  

OE = Óleo essencial de L. grata; NPQUI = Nanopartícula pura obtidas com quitosana; NPTMQ 

= Nanopartículas puras obtidas com trimetilquitosana; NP-OEQUI = Nanopartículas de 
quitosana com óleo essencial; NP-OETMQ = Nanopartículas de trimetilquitosana com óleo 
essencial; QUI = Solução de quitosana; TMQ = Solução de trimetilquitosana; DTG = 
Detergente 
*Metodologia de preparo descrita no 4.5 

FONTE: O AUTOR 

 

Os procedimentos de CIM e CBM foram realizados utilizando a técnica de 

microdiluição em caldo, segundo a metodologia estabelecida pelo National Committee 

for Clinical Laboratory Standards (CLSI. M07-A9, 2012). O antibiograma foi realizado 

de acordo com a técnica de Kirby e Bauer. 

 

4.6.2  Teste de sensibilidade a antimicrobianos (antibiograma) 
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4.6.2.2 Preparo dos discos antimicrobianos 

Discos de papel filtro com diâmetro de 5 mm foram cortados e esterilizados. 

Sobre esses discos foram depositados 7 L dos antimicrobianos testados, Tabela 1, 

o OE puro e diluído (3 diluições com DMSO a 1,5% D1 = 10x; D2 = 100x e D3 = 1000x 

v/v); NP-OEQUI e NP-OETMQ em duas concentrações iniciais de OE na suspensão de 

NP (4.000 e 10.000 ppm); quitosana (4.000 e 10.000 mg.mL-1 em ácido acético 0,5%) 

e TMQ (4.000 e 10.000 mg.mL-1 em água). Para o controle positivo foi utilizado a 

amoxicilina (10 g) e DMSO à 1,5% para o controle negativo. 

4.6.2.3 Teste de antibiograma 

Para esse procedimento, utilizou-se colônias de cultivo recente das cepas 

bacterianas utilizadas, suspensas em solução salina de NaCl a 0,85% até se obter 

uma turvação compatível com a escala 0,5 de Mac Farland (a 1,5 x 108 bactérias por 

mL aproximadamente). Em seguida, com auxílio de um swab estéril, cada suspensão 

bacteriana foi semeada em placas de Petri estéril G (90x15 mm) contendo ágar MH 

de forma a abranger toda a superfície. 

Em seguida, com auxílio de uma pinça flambada e resfriada, os discos 

(preparados previamente) foram colocados sob a superfície do meio, exercendo uma 

leve pressão com a ponta da pinça para uma boa adesão dos discos. As placas com 

os discos foram incubadas em estufa bacteriológica a 37°C por 24 horas. 

Após o período de incubação, foi analisado o padrão de crescimento ou inibição 

ao redor de cada disco. Para medir o diâmetro de cada halo de inibição de cada disco 

foi utilizado um paquímetro. 

 

4.6.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

Todos os poços da placa de microdiluição foram inicialmente preenchidos com 

100 L de caldo de cultivo MH. Em seguida, 100 L de cada solução teste, de acordo 

com a Tabela 1 (OE, NPQUI, NPTMQ, NP-OEQUI, NP-OETMQ, solução de quitosana (4 

mg.mL-1 em ácido acético 0,5%) (QUI), solução de TMQ (4 mg.mL-1 em água 

destilada) e as formulações de detergente) foram adicionados em oito poços da 

primeira linha da placa (A1, A2, A3, A7, A8 e A9). Com isto, a concentração do 

princípio ativo foi reduzida à metade, ficando em 2000 mg.mL-1. Após a 
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homogeneização com micropipeta, 100 L da linha A foi transferida para a linha B 

resultando em uma concentração de 1000 mg.mL-1 e sucessivamente até a linha H.  

Em seguida, nas colunas 4 e 10, foi realizado o controle para confirmação do 

crescimento bacteriano na presença do solvente, adicionados 100 L de DMSO à 

1,5%, solvente utilizado no preparo das NP-OE e diluição do OE, com exceção das 

placas contendo QUI, que o solvente foi ácido acético 0,5%, e TMQ que se utilizou 

água destilada. Nas colunas 5 e 11, foram utilizadas como controle positivo de 

crescimento contendo o caldo de cultura e o inóculo bacteriano, e nas colunas 6 e 12 

o controle negativo, somente com o caldo de MH (Figura 8). 

Em todos os poços, exceto os das colunas 6 e 12, foram adicionados 10 L de 

inóculo de cada cepa bacteriana padronizada pela escala de McFarland 0,5 que 

estima uma concentração de 1,5 x 108 UFC mL-1. As placas de microdiluição tampadas 

e incubadas a 37ºC por 24 horas. 

Após esse período foi realizada a avaliação visual do crescimento microbiano e 

para que isso ocorresse, foi adicionado 20 L do corante 2,3,5-trifenilcloreto (CTT          

1 mg.mL-1) em todos os poços da microplaca. Esse corante indica a presença da 

atividade metabólica bacterina, quando ocorre a mudança de cor do amarelo para o 

roxo, isso ocorre devido a presença de enzimas desidrogenases na membrana 

citoplasmática que reduzem o sal de CTT formando cristais de coloração roxa (Figura 

8). 

 

4.5.3 Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CIM)  

Após 24h de incubação da microplaca, foi retirada uma alíquota de 10 μL com 

auxílio de um replicador steers e semeada em placa de Petri com 40 mL de ágar MH 

e novamente incubando por 24 h a 37ºC, para a determinação da concentração 

bactericida mínima (CBM), que corresponde à menor quantidade do extrato capaz de 

matar cepas de S. aureus e E. coli (Figura 8, etapa 5). 

 

 

4.5.4 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

Análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi usada para explorar 

os efeitos do OE e das NP- OEQUI na morfologia das cepas de S. aureus e E. coli de 

acordo com o método descrito por Zhang et al. (2018), com modificações. 
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As cepas bacterianas foram incubadas em meio MH caldo a 37ºC, em seguida 

centrifugado (Centrífuga Eppendorf modelo 5420, 3000 rpm, 5 minutos a 4°C). 

Posteriormente, adicionado 1,0 mL dos tratamentos (OE bruto e NP-OEQUI) (Tabela 

1). Todas as amostras foram incubadas a 37ºC por 10 h e após incubação, as 

suspensões foram centrifugadas novamente e lavadas três vezes com solução 

tampão fosfato 0,1 mol.L-1. As células bacterianas foram fixadas em 2,5 % 

glutaraldeído por 10 h a 4ºC. As amostras foram desidratadas em uma série de etanol 

graduado (30%, 50%, 70%, 85%, 90% e 100%), e então depositadas em placas e 

colocadas para secar. Completamente secas, todas as amostras foram revestidas 

com ouro em um revestidor de íons por 2 mim e analisadas usando um microscópio 

eletrônico de varredura da marca Tescan, Vega 3.  
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Figura 8 - Esquema representativo do procedimento dos testes de CIM e CBM. 

FONTE: O AUTOR 
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4.6 TESTES DA FORMULAÇÃO SANITIZANTE 

 Para o preparo das quatro formulações do detergente sanitizante utilizou-se 

uma base comercial da KALIM Produtos de Limpeza, o método de preparo foi 

realizado segundo a descrição do fabricante, o qual é dividido em quatro etapas 

(Figura 9). A primeira iniciou-se pesando uma massa de 5 g da base para o 

detergente, a qual foi dissolvida em água destilada em ¾ do volume final (100 mL), 

deixada em agitação por cinco horas e colocada para descansar durante 24 h (Figura 

9 – etapa 1). Em seguida, foi adicionado 750 L do lauril e 300 L do corante + 

conservante e colocado sob agitação por 5 minutos (Figura 9 - etapa 2). 

Posteriormente, foi acrescentado lentamente 35 mL de NaCl a 0,2125 g.L-1 a fim de 

tornar o detergente mais viscoso (Figura 9 - etapa 3). E por fim, a formulação foi 

incorporada ao detergente preparado (Figura 9 - etapa 4). Para isso, em cada amostra 

foi adicionado o restante do volume (¼ de 100 mL ou 25 mL), em que para o 

detergente puro (DTG) foram adicionados 25 mL de água destilada (etapa 4.1); para 

o detergente com OE (DTG + OE) foram adicionados 10 mL da solução do OE a    

2.000 ppm + 15 mL de água destilada (etapa 4.2); para o detergente com NP-OEQUI e 

NP-OETMQ (DTG + NP-OEQUI e DTG + NP-OETMQ) foram adicionados 10 mL da 

suspensão de nanopartículas com OE encapsulado a 2000 ppm + 15 mL de água 

destilada (etapas 4.3 e 4.4). Por fim, em todas as formulações foi adicionado 750 L 

do espessante.  
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Figura 9 – Detalhamento do procedimento do preparo do detergente sanitizante.  

 

FONTE: O AUTOR 

 

4.6.1 Caracterizações físico-químicas 

4.6.1.1 Potencial Hidrogeniônico (pH) 

 Nesta análise, utilizou-se um pHmetro portátil da MS TECNOPON 

Instrumentação. O pHmetro foi calibrado em pH 4 e 7 com soluções padrões antes 

das análises. 

 

4.6.1.2 Espumação  

 Para determinar a espumação das amostras de detergente preparadas 

anteriormente seguiu o método descrito por Theves (2017), com modificações, em 

que se preparou uma solução de 1% de detergente em água. Em seguida transferiu-

se essa solução para uma bureta de 50 mL. Colocou-se uma proveta de 100 mL 

abaixo da bureta. Elevou a bureta a uma determinada altura (6 mm), abriu o registro 

de saída, e deixou sair 40 mL da solução e depois mediu a altura da espuma formada. 

Esse teste foi feito em triplicata.  



43 
 

 

4.6.1.3 Estabilidade 

 Para o teste de estabilidade, as amostras de detergente foram submetidas a 

condições de temperaturas diferentes (sob refrigeração em geladeira a 21ºC, em 

temperatura ambiente e a 37ºC) e presença ou ausência de luz durante 6 dias. 

Avaliada no tempo 0, 1, 2, 4 e 6 dias no Espectrofotômetro UV-visível (Thermo Fisher 

Scientific, MultiSkan GO, Vantaa, Finlândia), na faixa de 200 a 800 nm. Além de 

registros fotográficos a fim de acompanhar a formação de fases durante o período de 

avaliação. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES  

5.1 ESTUDO DA EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAMENTO 

As sínteses preparadas com DMSO 1,5% apresentaram suspensão de aspecto 

homogêneo, não formando precipitado. Nas concentrações utilizadas de 4.000 e 

10.000 ppm, o OE foi completamente encapsulado nas NPQUI, as quais ficaram bem 

dispersas (Figura 10). Esta boa dispersão indica a ocorrência de um sistema estável 

para as NP-OEQUI. 

Figura 10 - Aspecto das suspensões de NP em DMSO 1,5% a partir dos diferentes 

materiais. 

 

a- quitosana (NPQUI); b- quitosana encapsulada (NP-OEQUI); c- N,N,N-trimetilquitosana (NPTMQ) e 

d- N,N,N-trimetilquitosana encapsulada (NP-OETMQ). 

FONTE:  O AUTOR 

De acordo com os dados obtidos (Tabela 2), o sistema composto por NPTMQ 

apresentou eficiência de encapsulamento superior para o OE de L. grata. Embora a 

diferença de eficiência de encapsulamento (EE) entre NP-OEQUI e NP-OETMQ seja de 

5%, observa-se que resultados semelhantes são reportados na literatura (Liu et al. 

2008), os quais avaliaram o processo de síntese através da incorporação de princípios 

ativos em NP de polissacarídeos. Assim, foi verificado que a eficiência de 

encapsulamento foi de até 95% alcançada em derivados de quitosana solúvel em 

água. 
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Tabela 2 – Eficiência de Encapsulamento (EE) para nanopartículas de quitosana (NP-

OEQUI) e trimetilquitosana (NP-OETMQ) encapsuladas com OE de Lippia grata. 

Amostra Cfinal (mg mL-1) EE (%) 

NP-OEQUI 1,8 77,1±1,2 

NP-OETMQ 1,4 82,0±0,8 

FONTE: O AUTOR 
 

Outro fato relevante em relação ao EE, foi que para as amostras de concentração 

inicial maiores de OE (8,0; 4,0 e 2,24 mg.mL-1) o valor de EE não dependeu da 

concentração inicial, ficando em torno de 60%-75% (Tabela 3). Por outro lado, para a 

concentração inicial mais baixa (0,8 mg.mL-1) de óleo essencial (OE), o valor de EE 

foi significativamente menor. Assim, a concentração ideal inicial de OE para o sistema 

NPQUI deve ser torno de 8,0 mg.mL-1. 

 

Tabela 3 - Variação das concentrações inicial (Ci) e final (Cf) e da Eficiência de 

Encapsulamento (EE) para suspensões de nanopartículas (NP-OEQUI) encapsuladas 

com OE de L. grata em meio DMSO 1,5%. 

Cinicial (mg mL-1) Cfinal (mg mL-1) EE (%) 

8,0 2,0 75,5 

4,0 1,5 61,8 

2,24 0,64 71,4 

0,8 0,5 42,9 

FONTE: O AUTOR 

O estudo da eficiência de encapsulamento das nanopartículas de OE de L. grata 

foi realizado com DMSO à 1,5%, um solvente ainda não testado para esse tipo de 

síntese, porém é um composto bastante simples que tem despertado grande 

interesse, por conseguir dissolver agentes terapêuticos e tóxicos que não são solúveis 

em água (YU et al., 2010). 

Esse solvente mostrou-se eficiente, já que manteve o valor da EE muito 

semelhante a resultados encontrados por Pereira, Duarte e Britto, (2018) e Rodrigues 

et al. (2018), que apresentavam várias maneiras de sintetizar nanopartículas de OE 

de L. grata com preparação de polissacarídeos e princípios ativos antifúngicos a partir 



46 
 

de recursos vegetais do Semiárido para revestimento de frutas utilizando diferentes 

tipos de solventes (benzeno, água e etanol à 50%) e de concentrações.  

5.2  ANÁLISE POR ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM 

TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR) 

Na análise de FTIR, foi observado bandas típicas de quitosana e TMQ (Tabela 

4 e Figura 11), principalmente a banda ‘A’, referente a sobreposição da deformação 

axial de OH e NH em 3450 cm-1 e banda ‘B’ em 2930 cm-1, referente a deformação 

axial de CH. Em 1640 cm-1 observa-se a banda ‘C’ referente à deformação axial de 

C=O (amida I), sendo esta banda característica dos resíduos acetamido presentes na 

quitosana e TMQ. Em 1550 cm-1 observa-se outra banda, ‘D’, característica de 

quitosana, a qual é referente à deformação angular de N-H. Esta banda encontra-se 

decrescida no espectro de TMQ, pois no derivado quaternário os grupos N-H são 

substituídos por -CH3 .  

TABELA 4 – Principais bandas de absorção da quitosana, TMQ, NP-OEQUI, 

NP-OETMQ,, NPQUI e NPTMQ 

FONTE: O AUTOR 

Consequentemente, estes grupos -CH3 aparecem de forma intensa somente no 

espectro da TMQ em 1480 cm-1, banda ‘E’, sendo referente à deformação angular 

assimétrica dos grupos metila introduzidos devido a reação de N-alquilação (BRITTO 

Número de onda (cm-1) Atribuições Referências 

3450 deformação axial de OH e NH BRITTO et al., 2012 

2930 deformação axial de CH BRITTO et al., 2012 

1640 deformação axial de C=O BRITTO et al., 2012 

1550 deformação angular de N-H BRITTO et al., 2012 

1480 
deformação angular 

assimétrica dos grupos metila. 
BRITTO et al., 2012 

1410 
deformação axial de C – N 

 
BRITTO et al., 2012 

1060 e 1020 

 

deformação axial de C-O-C 

 
BRITTO et al., 2012 

1210 deformação axial de P=O BRITTO et al., 2012 

1070 e 1020 deformação axial de P-OH BRITTO et al., 2012 

890 deformação angular de P-O BRITTO et al., 2012 
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et al., 2012). Outras bandas importantes no espectro da quitosana e TMQ são 

encontradas em 1410 cm-1, ‘F’, e em 1060, 1020 cm-1, ‘G’, sendo referentes 

respectivamente à deformação axial de C-N e deformação axial de C-O-C. 

 

Figura 11 - Espectros de FTIR da quitosana e do derivado trimetilquitosana (TMQ), 

destacando as principais bandas características de absorção. 

FONTE: A AUTOR. 

Após a síntese das nanopartículas foi possível observar algumas mudanças nos 

espectros de NPQUI e NPTMQ (Figura 12 a, b). A primeira evidência ocorreu na 

intensidade das bandas ‘C’, ‘D’ e ‘F’, descritas acima, que diminuíram de intensidade 

no espectro de NP em comparação com espectros de quitosana e TMQ. Isto evidencia 

o entrecruzamento existente entre os grupos fosfatos e nitrogênio quaternário da 

quitosana (BRITTO et al., 2012). A segunda evidência da formação de nanopartículas 

é a existência de bandas referentes aos íons fosfatos, as quais estão presentes 

somente nos espectros de NPQUI e NPTMQ. Estas bandas são: a) deformação axial de 

P=O em grupos éster de fosfatos em 1210 cm-1, ‘H’; b) deformação axial de P-OH que 

aparece sobreposta à deformação de C-O-C em 1070, 1020 cm-1, ‘I’ e c) deformação 

angular de P-O em 890 cm-1, ‘J’. 



48 
 

 

Figura 12 - Espectros de FTIR para amostras de nanopartículas sintetizadas a partir 

de quitosana, NPQUI, e do derivado trimetilado, NPTMQ, em comparação com os 

respectivos espectros originais. 

 

a- Espectro original da quitosana em comparação com NPQUI; b-  Espectro original do 

trimetilquitosana em comparação com NPTMQ 

FONTE: O AUTOR 

Após o encapsulamento do óleo essencial de L. grata não foi observado 

mudanças significativas nos espectros em comparação com os espectros de NP não-

encapsulados (Figura 13). Provavelmente, devido à baixa proporção em massa de OE 

em relação à NP não se observa mudanças significativas.  
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Figura 13 - Espectros de FTIR para amostras de nanopartículas encapsuladas com 

óleo essencial de L. grata a partir de quitosana, NP-OEQUI, e do derivado trimetilado, 

NP-OETMQ, em comparação com os respectivos espectros de NPQUI e NPTMQ. 

a- Espectro original da quitosana em comparação com NP OEQUI; b-  Espectro original do 

trimetilquitosana em comparação com NP OETMQ 

FONTE: O AUTOR 

5.3  TESTE DA ATIVIDADE MICROBIANA 

5.3.1 Antibiograma  

O resultado desse teste foi observado após um período de 24 horas e foi 

bastante satisfatório. O OE de L. grata se mostrou um eficaz antimicrobiano, quando 

aplicado diretamente sobre as colônias, inibindo a proliferação delas. Nesse teste 

também foi possível observar halo de inibição significativo para o OE puro (Figura 

14b,e) e sua diluição em 10x (D1) (Figura 14c). Enquanto para as demais diluições 

(D2 a D3) não houve formação de halo no teste de antibiograma. Isto ocorreu porque 

o OE de L. grata é um composto muito volátil e em baixa concentração pode evaporar 

do disco utilizado no teste. 

Ao analisar as amostras de QUI (Figura 14d) e TMQ (Figura 14h) nas 

concentrações estudadas, observou-se que em ambas não houve formação de halos 

de inibição. Entretanto, não foi observado o desenvolvimento bacteriano sob os 

discos, indicando que inibiram o crescimento de ambas as bactérias por contato direto. 

Esse mesmo fato foi relatado nos trabalhos de Gabriel (2017), Carvalho (2020) e 

Leceta, et al. (2013). Logo, é possível sugerir que a ausência do halo ao redor do disco 

pode ser explicada pela limitação da difusão da quitosana em placa de MH ágar, 

então, diante disso, o uso do teste de antibiograma talvez não seja a melhor técnica 
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para definir a atividade antimicrobiana da quitosana. Porém, quando a metodologia foi 

alterada para o método de microdiluição em caldo os resultados foram satisfatórios, 

que serão discutidos mais adiante.  

 

Figura 14 - Antibiograma para as cepas S. aureus. 

 

a- Amoxicilina (10 L), b- OE e D1, c- D2 e D3, d- QUI, e- OE, f- NPQUI, g- NPTMQ e h- TMQ. 

FONTE: O AUTOR 

 

Quanto às amostras NPQUI (Figura 14f) e NPTMQ (Figura 14g), estas também não 

apresentaram halo de inibição em torno do disco. Isto pode ser explicado por 

semelhança ao das amostras de quitosana e seu derivado, que por estarem em meio 

MH ágar não ocorre a migração dessas amostras pelo meio, ou seja, possui baixa 

difusão pela placa. Além da concentração do OE presente nas NP corresponde a 

diluição de 100x (D2), ou seja, baixa quantidade de OE. 

A partir da mensuração dos halos de inibição (Figuras 16 e 17), observou-se que 

o halo de inibição para a S. aureus foi semelhante ao encontrado para a E. coli (Tabela 

5), tanto para o OE puro como para sua primeira diluição, D1, a 10x. Um fato muito 

importante observado é que o OE de L. grata apresenta halo de inibição superior ao 

antibiótico amoxicilina (controle positivo). Isto demonstra a potencialidade do OE de 

L. grata ao combate destes agentes bacterianos causadores da mastite. 
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Figura 15 - Antibiograma para as bactérias E. coli 

 

a- Amoxicilina (10 L), b- OE e D1, c- D2 e D3, d- QUI, e- OE, f- NPQUI, g- NPTMQ e h- TMQ.FONTE: O 

AUTOR 

 

Tabela 5 - Diâmetros (mm) dos halos de inibição do óleo essencial de L. grata frente 

às bactérias S. aureus e E. coli. 

Amostra S. aureus E. coli 

OE 26 ± 0,66 22 ± 0,44 

OE diluído 10x (D1) 6 ± 1 9 ± 0,6 

Amoxilina 18 ± 1,33 17 ± 0,66 

FONTE: O AUTOR 

 

5.3.2 Teste de microdiluição – Concentração Inibitória Mínima (CIM) e 

Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

O teste de microdiluição apresentou resultado satisfatório para todas as 

amostras frente as bactérias Gran positiva (S. aureus) e Gran negativa (E. coli), com 

exceção das NPQUI, que não apresentaram atividade CIM nem CBM para ambas as 

bactérias como representado na Tabela 6. 

Os valores relativos à CIM e CBM do OE puro de L. grata obtidos foram iguais 

para as duas cepas de bactérias estudadas. Isto evidencia que atividade de inibição 

e bactericida do óleo essencial de L. grata não se diferenciam quanto às cepas 

bacterianas Gran positiva ou Gran negativa. Esta ação pode ser atribuída aos 
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compostos presentes no OE como o timol e carvacrol que compõem cerca de 6,3% 

e 78,6%, respectivamente (SOUZA, 2021) e tem ação semelhante entre as 

bactérias. O carvacrol, por exemplo, aumenta a permeabilidade da membrana 

citoplasmática microbiana, causando uma considerável perda de adenosina 

trifosfato citoplasmático, que é a principal molécula que fornece energia livre para as 

células realizarem diversas reações essenciais para a manutenção de suas células 

(SOUZA, 2006).  

Considerando os resultados obtidos nesse trabalho, o OE de L. grata mostrou-

se com uma ótima capacidade inibidora frente a microorganismos, assim como em 

outras espécies de plantas mencionadas em outras referências. O trabalho de Probst 

(2012) em que se verificou a capacidade de inibição de sete óleos essenciais 

(Vernonia polyanthes L., Rosmarinus officinalis L., Baccharis dracunculifolia, 

Caryophyllus aromaticus L., Cinnamomum zeyalnicum L., Matricaria recutita L. e 

Eugenia uniflora L.) sobre quatro grupos de bactérias (S. aureus, E. coli, 

Pseudomonas aeruginosa e Salmonella) e constatou que em todos os casos os OE 

apresentaram atividade antibacteriana. 

Quanto à NPQUI, nota-se que não foi possível observar a ação frente aos 

microorganismos estudados. Por outro lado, as NPTMQ apresentaram atividade 

antibacteriana significativa, já que foi superior até mesmo que o OE de L. grata., 

sendo quatro vezes maior para a Gran negativa (E. coli) e dezesseis vezes maior 

para a Gran positiva (S. aureus). Isso acontece devido à diferença do polímero 

utilizado, em que a TMQ possui ação antimicrobiana superior, com valores maiores 

de CIM e CBM, à quitosana comercial (SUFFREDINI, VARELLA E YOUNES, 2007).  

Com esse resultado foi constatado que derivados de quitosana como a TMQ, 

além de ter melhor capacidade de solubilidade em água a pH neutro, apresenta 

também atividade antibacteriana superior a da quitosana em função da maior 

interação iônica entre cargas positivas do derivado e resíduos presentes na 

superfície das células bacterianas negativamente carregados (SILVA, 2014). 

Para Silva (2014), houve comparação CIM e CMB da TMQ e da quitosana, 

frente a bactérias Gram-positiva e Gram-negativa (E. faecalis, L. monocytogenes, S. 

aureus, E. coli, P. vulgaris e Salmonella enterica), em que o derivado da quitosana 

obteve melhor resultado. Esse resultado se repete em pesquisas que avaliaram a 

atividade antimicrobiana de quitosana e TMQ (PAULO, BRESOLIN E ASSIS, 2017; 
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MENDES et al., 2016; DIAS, 2017). 

Essa diferença nos valores de CIM e CBM (Tabela 6) entre as cepas 

bacterianas Gram positiva e Gram negativa, pode ocorrer porque as bactérias Gram 

positivas apresentam uma maior sensibilidade quando expostas aos óleos 

essenciais in vitro que as bactérias Gram negativas (PROBST, 2012). As bactérias 

Gram-negativas possuem parede bacteriana diferenciada, apresentando uma 

membrana externa composta por lipopolissacarídeos, conferindo maior resistência 

por evitar a difusão e acumulo de OE na célula bacteriana (IMELOUANE et al.,2009). 

 

Tabela 6 - Valores de CIM e CBM (ppm) contra S. aureus e E. coli para os diferentes 

materiais estudados: óleo essencial de L. grata, nanopartículas (NPQUI, NPTMQ), 

nanopartículas encapsuladas (NP-OEQUI, NP-OETMQ) e os polímeros originais (QUI, 

TMQ). 

 Cepa de E. coli Cepa de S. aureus 

Amostras CIM CBM CIM CBM 

OE 500 500 500 500 

NPQUI --- --- -- --- 

NPTMQ 125 125 31,25 31,25 

NP-OEQUI 250 250 15,62 15,62 

NP-OETMQ 250 250pp > 15,62 > 15,62 

QUI 250 250 62,5 62,5 

TMQ 250 250 31,25 31,25 

DTG 250 250 125 125 

DTG + OE 250 250 125 125 

DTG + NP-OEQUI 125 250 62,5 125 

DTG + NP-OETMQ 250 250 125 125 

FONTE:  O AUTOR 

 

Ao analisar as formulações do detergente observar-se que o detergente puro 

(DTG) apresentou um resultado bom, pois quando comparado com CIM e CBM do 

OE na concentração de 4.000 ppm, houve uma redução pela metade nas 

concentrações de CIM e CBM para a cepa da E. Coli e ¼  para a cepa da S. aureus. 

Esse mesmo fato ocorreu com a formulação de detergente contendo o OE na 
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concentração de 2.000 ppm e as nanopartículas de TMQ com OE na mesma 

concentração (Tabela 6).  

Porém, a formulação contento NP-OEQUI, apresentou menor valor de CIM e 

CBM entre os detergentes, ficando bem semelhante com o valor obtido com a 

solução de quitosana. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que nessa formulação 

ao se adicionar as NP-OEQUI ao detergente, que estava em um pH de 7, a quitosana 

precipitou (Figura 18). Logo o CIM e CBM dessa formulação tinha particulados do 

polímero o que gerou uma inibição maior frente as cepas. 

Diante dos resultados obtidos, é possível observar a presença da ação 

sanitizante das formulações do detergente, e que na da literatura consultada o uso 

do detergente como produto sanitizantes de utensílios frente a bactéria causadores 

de infecção vem tendo grande destaque. Na pesquisa de Costa Luciano at al. (2016), 

por exemplo, foi feita uma avaliação da capacidade de diferentes detergentes para 

remover e matar organismos como E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. Já no trabalho 

de Mati (2018), foi estudado a ação de detergentes enzimáticos na limpeza de 

aparelhos hospitalares contaminados por microorganismos. Em outra pesquisa, 

Scalzadona (2019) avaliou diferentes detergentes na remoção de biopelículas 

bacterianas. 

 Neste experimento também foi possível observar que, ao se encapsular o OE, 

o efeito frente às cepas aumentou significativamente tanto para a E. coli quanto para 

S. aureus. Isso indica que a incorporação nas nanopartículas de quitosana e TMQ, 

além de estabilizar o OE, potencializou sua ação antimicrobiana. E que é possível 

produzir um detergente com ação sanitizante eficiente para os processos de limpeza 

e desinfecção dos utensílios e equipamentos de ordenha. 

  

5.3.3 Análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Nas análises de microscopia eletrônica de varredura da E. coli e S. aureus, 

foram observadas alterações na morfologia (Figura 16 e Figura 17). As cepas de 

controle, ou seja, sem tratamentos com o OE ou com as NP-OEQUI, apresentaram 

formas regulares no formato de bastonetes para a E. coli (Figura 16a) e de cocos 

para as cepas de S. aureus (Figura 17a) e sem alteração na morfologia e sem 

cicatrizes. No entanto, as células submetidas ao tratamento com OE foram 

apresentaram alterações na morfologia, como contorno irregular e alterações na 
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superfície, resultante do extravasamento de conteúdo intracelular (Figura 16b e 

19b).  

 

Figura 16 – Imagens por Microscopia Eletrônica de Varredura da cepa de E. coli 

sem tratamento (a) e com os tratamentos (b) OE e (c) NP-OEQUI. 

 

 FONTE: O AUTOR 

Esse resultado confirma informações encontradas na literatura sobre a ação 

do OE na morfologia de bactérias, como no trabalho Silva (2018), que caracterizou 

OE de folhas das espécies Hymenaea eriogyne Benth, Hymenaea longifolia Benth e 

Hymenaea rubriflora Ducke e avaliou as alterações ultraestruturais e atividade 

antimicrobiana contra bactérias multirresistentes e leveduras, como a E. coli e a S. 

aureus. 

No tratamento com as NP-OEQUI nas células E. coli formaram aglomerados, 

dificultando um pouco a visualização, porém na região que foi destacada é possível 

observar (Figura 16c) células bacterianas com extravasamento do conteúdo e 

presença de nanopartículas próximas a célula que teve alteração na morfologia.  

Enquanto para cepas de S. aureus as células contendo o tratamento com NP-

OEQUI diminuíram de tamanho indicando o extravasamento do conteúdo, ficaram 

mais dispersas quanto comparada com cepas sem tratamento e com o OE (Figura 

17c). 
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Figura 17 – Imagens por Microscopia Eletrônica de Varredura da cepa de S. 

aureus sem tratamento (a) e com os tratamentos (b) OE e (c) NP-OEQUI. 

FONTE : O AUTOR. 

 

 De forma geral, tanto o OE quanto as NP-OEQUI mostraram-se eficientes no 

tratamento das cepas bacterianas. Este resultado está de acordo com Trifan et al., 

(2020) os quais afirmaram que o OE possui um grande potencial antimicrobiano para 

diferentes microrganismos, pois em sua composição majoritária tem carvacrol e o 

timol que podem atuar como agentes de ruptura na membrana das bactérias, 

provocando vazamento de conteúdo celular e coagulação do citoplasma, que são 

componentes vitais da célula bacteriana.  

 

5.4 CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DA FORMULAÇÃO 

Os detergentes preparados apresentaram aspecto homogêneo para as 

amostras de detergente puro, contendo OE e o com as NP-OETMQ. Por outro lado, a 

formulação com NP-OEQUI, as partículas precipitaram assim que foi adicionado a 

base do detergente. Isso pode ter ocorrido porque o pH da solução estava neutro e 

como a quitosana possui limitação na solubilidade em meio alcalino e neutro ela 

precipitou (Figura 18). 
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Figura 18 – Foto das quatro formulações de detergente e em destaque a que contém 

as NP-OETMQ e NP-OEQUI. 

 

FONTE: O AUTOR 

 

Quanto as análises potenciométricas, as formulações do detergente 

apresentaram resultados interessante (Tabela 7), pois o detergente puro ficou com 

pH 7, enquanto nas outras formulações contento OE e NP-OETMQ valor do pH caiu, 

ficando 6,2 e 6,54, respectivamente. Porém o detergente com NP-OEQUI, apresentou 

pH 5,09; ou seja, ficou ácido, devido a quitosana, não sendo viável o seu uso. 

Segundo a ANVISA (2007) os produtos incluídos na categoria de detergentes 

líquidos específicos para lavar utensílios de forma manual de venda livre, o pH deve 

estar compreendido entre 5,5 e 9,5.  

 

Tabela 7 - Resultados dos valores de pH e espumação das quatro formulações 

preparadas partir da base de detergente. 

Amostra 
Caracterização Físico-química 

pH Espumação (cm) 

DTG 7,0 23,3 ± 1,1 

DTG + OE 6,2 22 ± 1,3 

DTG + NP-EOTMQ 6,54 21,3 ± 1,7 

DTG + NP-OEQUI 5,09 25 ± 0 

FONTE: O AUTOR. 
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Para o teste de espumação, as amostras contendo OE e NP-OETMQ não 

apresentaram diferença significativa em relação ao detergente puro. Por outro lado, 

a amostra com NP-OEQUI apresentou valor de espumação maior (Tabela 7). Nessa 

propriedade, as formulações dos detergentes obtiveram ótimos valores, quando 

comparados com dados encontrados na literatura. No trabalho de Theves (2017), 

por exemplo, que elaborou um detergente sem adição de trietanolamina e os valores 

de espumação ficaram em torno de 6 cm, mais de três vezes menor do que os 

alcançados nas formulações desse trabalho. Este é um dado muito importante uma 

vez que a espumação está associado com a percepção do consumidor, que quanto 

a maior espumação remete a ideia de maior limpeza.  

Na estabilidade dos detergentes, avaliada por espectrofotometria no UV-visível 

durante 6 dias, em três temperaturas diferentes (21ºC, ambiente e 37ºC) e 

ausência/presença de luz, não houve diferença significativa entre os dias avaliados, 

quando se avaliou o comprimento de onda de 350 nm, com exceção do detergente 

puro (DTG) e com adição de NP-OETMQ (DTG + NP-OETMQ), que tiveram uma 

pequena diminuição no valor de absorbância do dia zero ao dia um de avaliação 

(Figura 19). Desta forma, as formulações não apresentaram variação entre as 

condições de armazenamento.  
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Figura 19 – Representação gráfica de tempo (dias) versus absorbância em 350 nm 

para os diferentes materiais.  

 
a- DTG, b- DTG + NP-OETMQ, c-  DTG + OE e d- DTG + NP-OEQUI. 

FONTE: O AUTOR. 
 

No entanto, observa-se que houve diferença significativa após a adição dos 

componentes em relação ao detergente puro, pois ocorreu formação de fases após 

um certo tempo de repouso (Figura 20). Porém, no momento da avaliação por 

espectroscopia as amostras foram agitadas, adquirindo aparência mais dispersa. A 

única amostra que apresentou formação de precitado constante foi a com NP-OEQUI 

em que o precipitado de quitosana ficou constante não se dispersando com a 

agitação.  

Por outro lado, observa-se que as formulações apresentaram valores absolutos 

de absorbância muito distintos entre si (Figura 19). A formulação controle de 

detergente puro (DTG) apresentou os valores mais baixos de absorbância (~0,1), 

praticamente constante durante o armazenamento. Por outro lado, as formulações 

DTG+OE e DTG+NP-OEQUI foram as que apresentaram os maiores valores 

absolutos de absorbância (~2,0-2,4) com maiores valores de dispersão entre as 

condições de armazenamento (Figura 19). Porém, a formulação DTG+NP-OETMQ 

apresentou valores de absorbância intermediários (~1,4), ficando mais próximo do 

detergente puro. Isto indica que o sistema com TMQ foi o mais adequado para a 

dispersão do OE na formulação de detergente. Esta menor opalescência da amostra 
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com TMQ fica bem evidente no registro fotográfico (Figura 20), indicando o derivado 

TMQ é mais adequado tanto para a melhor dispersão como também para maior 

capacidade antibacteriana. 

 

Figura 20 – Formulações de detergente com aspectos distintos com e sem agitação. 

 

FONTE: O AUTOR. 

Ao avaliar os registros fotográficos, a formulação de detergente contendo OE 

puro (DTG+OE), no sexto dia de armazenamento, observou-se que em temperatura 

mais baixa (21ºC) o detergente permaneceu sem formar fases ou precipitado, porém 

para as amostras armazenadas a temperatura ambiente e a 37ºC houve a formação 

de fases. Isto é indicativo de ocorrência de instabilidade da formulação com OE em 

temperaturas mais elevadas (Figura 21).  

Figura 21 – Foto das amostras dos detergentes no sexto dia de avaliação sem 

agitação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) detergente com OE, (B) detergente com NP-OEQUI e (C) detergente com NP-OETMQ 

armazenados em diferentes temperaturas (21, ambiente e 37 oC). 

FONTE: O AUTOR 



61 
 

Para as amostras de detergente com nanopartículas de quitosana com OE 

(NP-OEQUI) houve a formação de três fases, sendo uma delas formada devido à 

quitosana que precipitou assim que entrou em contato com a base do detergente 

que estava com pH 7. A terceira fase foi formada no decorrer dos dias de avaliação. 

Para a amostra de detergente com NP-OETMQ, houve formação de fases apenas 

durante o tempo de armazenamento. No entanto, o aspecto heterogêneo desta 

formulação foi menos intenso que o observado para a formulação com NP-OEQUI e 

adquirindo aspecto homogêneo ao agitar-se a formulação. 

 

 

 

 

  



62 
 

6. CONCLUSÕES 

• O óleo essencial de Lippia grata pode ser encapsulado satisfatoriamente bem 

em nanopartículas de quitosana e trimetilquitosana via gelificação com 

tripolifosfato, utilizando o solvente DMSO 1,5%.  

• A caracterização por espectroscopia no infravermelho mostrou mudanças nos 

padrões de bandas NH2 e OH, indicando a formação de nanopartículas. 

• A atividade antimicrobiana, via antibiograma, mostrou ocorre uma relação 

entre a capacidade de difusão da amostra e o meio MH ágar no qual é formado 

o halo de inibição sendo uma metodologia que precisa ser ajustada para as 

amostras de QUI, TMQ, NPQUI e NPTMQ.  

• Os testes de CIM e CBM apresentaram resultados significativos em todas as 

amostras testadas, em que o OE não apresentou diferença entre as cepas 

testadas e nem entre o CIM E CBM. Porém, nas amostras QUI, TMQ, NPQUI 

e NPTMQ houve uma variação significativa no CIM e CBM frente as cepas 

Gram-negativas e Gram-positivas, devido a maior sensibilidade das bactérias 

Gram-positivas (S. aureus).  

• O analise de microscopia eletrônica de varredura das células de E. coli e S. 

aureus, foram observadas alterações na morfologia como tamanho irregular, 

alterações na superfície, que resultar no extravasamento de conteúdo 

intracelular. 

• O sistema com TMQ foi o mais adequado para a dispersão do OE na 

formulação de detergente, ficando mais próximo do detergente puro. 

• O óleo essencial de L. grata apresenta atividade antimicrobiana, sendo 

potencializado pelo encapsulamento, que permitiu agregar ação bactericida à 

base detergente comum, sendo uma alternativa de profilaxia da mastite de 

caprinos por meio da higienização dos utensílios utilizados durante as 

ordenhas e entre as ordenhas. 
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