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RESUMO

As industrias alimenticias, de cosméticos, bem como de medicamentos, tém sofrido
pressao por parte dos consumidores nos ultimos anos, 0s quais exigem produtos
livres de conservantes, visto que estes tém causado danos a saude da populacéo, e
ao meio ambiente. Entretanto, embora muitas vezes danosos, 0s conservantes sao
essenciais na composicdo dos produtos industrializados ou ndo, o que tem
aumentado o interesse das industrias por novos agentes antimicrobianos, incluindo
os de origem natural. Diante destes fatos, o presente trabalho teve como objetivo, a
avaliagdo do potencial antimicrobiano de 6leos essenciais de espécies vegetais,
bem como sua toxicidade, para a utilizacdo como conservantes em produtos
alimenticios, e farmacéuticos. Cerca de 117 espécies vegetais foram coletadas,
identificadas e submetidas a extracdo de Oleos essenciais através de
hidrodestilacdo. Os constituintes quimicos majoritarios dos 6leos essenciais foram
identificados, constatando que 61,5% das espécies produziram altos teores de
carvacrol. A atividade antimicrobiana dos 6éleos foi avaliada, sendo os pertencentes a
espécie de Lippia sp. os mais promissores. Os 0leos essenciais foram entao
avaliados quanto sua acdo em combinagado entre si, e com conservante comercial
Nipagin®. Com estes ensaios constatou-se que a espécie de L. origanoides Tl 136-
carvacrol em combinacdo com Tween 80® foi a mais promissora para dar sequéncia
aos demais ensaios. A toxicidade deste Oleo foi entdo avaliada atraves de testes de
toxicidade aguda, citotoxicidade, alergenicidade e mutagenicidade. A DLso do Oleo
essencial de L. origanoides TI 136- carvacrol foi de 3,5 g.Kg™, enquanto que a ICsg
em células de fibroblasto de camundongos foi de 0,15 pL.mL™. O éleo essencial ndo
apresentou alergenicidade e foi considerado como negativo para o teste de Ames,
caracterizando-o como ndo mutagénico. O Oleo essencial foi desafiado quanto sua
acdo conservante em suco de laranja e preparacdes farmacéuticas de creme,
xarope e xampu, mostrando-se eficaz em alimentos e preparacdes farmacéuticas de
bases aquosas. AlteracBes nas caraceristicas de odor e paladar foram observadas
com a presenga do conservante em suco de laranja e xarope. Com este trabalho
conclui-se que o 6leo essencial de L. origanoides Tl 136- carvacrol pode ser utilizado
em substituicdo aos conservantes atualmente comercializados em suco de laranja e
xarope, desde que novos ensaios sejam realizados a fim de se melhorar as
caracateristicas organolépticas.

Palavras-chave: Conservante. Carvacrol. Suco de laranja. Preparacgoes
farmacéuticas. Lippia origanoides.



ABSTRACT

The food industries, cosmetics, as well as medicines, has suffered pressure on the
part of consumers in recent years, which require products free of preservatives, as
these have caused damage to the health of the population, and the environment.
However, although often harmful, the preservatives are essential in the composition
of industrialized products or not, which has increased the interest of industries for
new antimicrobial agents, including those of natural origin. Faced with these facts,
the present work had as objective, the evaluation of the antimicrobial activity of
essential oils of plant species, as well as their toxicity, for use as preservatives in
food and pharmaceuticals products. Approximately 117 plant species were collected,
identified and subjected to extraction of essential oils through hidrodestilation. The
majority chemical constituents of essential oils were identified, noting that 61,5% of
species produced high levels of carvacrol. The antimicrobial activity of the oils was
evaluated, and those belonging to the species of Lippia sp. were the most promising
ones. The essential oils were then assessed for their action in combination among
themselves, and with commercial preservative. With these tests it was found that the
species of L. origanoides Tl 136- carvacrol in combination with Tween 80® was the
most promising to give sequence to the other tests. The toxicity of this oil was then
evaluated through tests for acute toxicity, cytotoxicity, allergenicity and mutagenicity.
The LDsp of L. origanoides Tl 136- carvacrol essential oil was 3.5 g.kg™, while the
ICso in fibroblast cells of mice was 0.15 pL. mL™. The essential oil showed no
allergenicity and was regarded as negative for the Ames test, characterizing it as not
mutagenic. The essential oil was challenged regarding its action preservative in
orange juice and pharmaceutical preparations. The preservative was effective in food
and pharmaceutical preparations of agueous bases. Changes in odour and taste
preferences were observed with the presence of the essential oil preservative in
orange juice and maple syrup. With this study it is concluded that the L. origanoides
T1 136- carvacrol essential oil can be used as a replacement for preservatives
currently marketed, in orange juice, syrup and shampoo, since that new tests are
carried out in order to improve the organoleptic characteristics.

Keywords: Preservative. Carvacrol. Orange juice. Pharmaceutical preparations.
Lippia origanoides.
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1 INTRODUCAO

Os conservantes, substancias normalmente empregadas em alimentos,
cosmeéticos e produtos farmacéuticos (DARBRE, 2006; CHEN et al., 2007), possuem
a funcdo de manter o produto em condicbes de uso, sendo necessarios para a
conservagao dos mesmos (ORTH; KABARA, 1998; SALVAGNINI, et al., 2006).

Segundo Stevanato (2005), os conservantes sédo adicionados as formulacdes
também com a funcéo de proteger o usuario de qualquer dano a saude, em virtude
da contaminagéo das preparacoes.

InUmeros fatores estdo envolvidos na escolha do conservante ideal, sendo as
principais caracteristicas: um largo espectro de acdo antimicrobiana, em ampla faixa
de pH, distribuir-se de forma apropriada no veiculo; ser compativel com os
componentes da formulagdo, sem interferir com a cor, sabor ou fragrancia do
produto; ser atdéxico e ndo irritante; além de ser de custo aceitavel (PINTO;
KANEKO, 2003).

1.1 A CONSERVACAO EM PRODUTOS FARMACEUTICOS, COSMETICOS E
ALIMENTICIOS

As contaminacfes microbianas de medicamentos e cosméticos podem causar
alteracdes das suas caracteristicas sensoriais, tornando-os impréprios para 0 uso,
promovendo a degradacdo de componentes da formulagcédo, podem comprometer a
eficacia e seguranca ou ainda causar danos a saude dependendo do tipo do
microrganismo presente, da via de administracdo utilizada e do estado de saude do
usuario (BAIRD; BLOOMFIELD, 1996; PINTO; KANEKO, 2003).

Em relacdo a contaminacdo de alimentos, quando a conservacao falha, as
consequéncias variam de um perigo extremo, se houver por exemplo,
microrganismos toxicogénicos que ndo sdo controlados, até aos relativamente
triviais, como perda de cor e sabor dos alimentos (GOULD, 2000).

Ainda hoje as substancias com atividades antimicrobianas mais utilizadas em
preparacdes cosmeéticas, farmacéuticas e alimenticias séo os ésteres de parabenos,
derivados fendlicos, alcoois, sais e acidos organicos, compostos de isotiazolinona,
doadores de formaldeido, compostos bromonitrados, agentes quelantes (DECKER
Jr, 1985; BRANNAN, 1997; PINTO; KANEKO, 2003)., SIQUEIRA, 2005).
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Embora existam hoje inUmeros conservantes que possam ser utilizados,
ainda ndo existem conservantes que sejam eficazes em sua totalidade, uma vez que
alguns por xemplo possuem amplo espectro de acdo, porém em faixa de pH
limitado, outros sdo ativos em ampla faixa de pH, porém com deficiéncias frente a
alguns microrganismos, outros que por suas caracteristicas organolépticas
indesejaveis dificultam seu uso em determinadas matrizes (Tabela 1).

Além das deficiéncias ja demonstradas, a preocupacdo maior em relacdo ao
uso desses compostos se faz devido aos possiveis danos a saude causados por
eles.

Embora sejam ainda um dos antimicrobianos mais utilizados em diversos
produtos, os parabenos (principalmente metil e propilparabenos, Nipagin® e
Nipazol®, respectivamente), por exemplo, possuem propriedade estrogénica
(DARBRE; HARVEY, 2008; BARR et al., 2012), e sabe-se que tal propriedade esta
ligada ao desenvolvimento, crescimento e progressao de cancer de mama (MILLER,
1996; BARR et al., 2012).

Pesquisas sugerem que baixos niveis de absorcdo de parabenos a partir de
produtos aplicados na regido das mamas ao longo do tempo pode ter contribuicdo
no desenvolvimento do cancer de mama (DARBRE et al., 2004; BARR et al., 2012).

Outros estudos tém comprovado que o0s parabenos sdo absorvidos
sistematicamente em humanos, uma vez que estes compostos foram quantificados
no sangue apos 1 hora de aplicacdo dérmica (JANJUA et al.,, 2007). Varias
pesquisas realizadas nos Estados Unidos da América, evidenciaram a presenca de
parabenos em altos niveis em urina e outros estudos apontaram a presenca de
parabenos em leite humano (BARR et al., 2012).

Estudos relataram ainda, a presenca de parabenos em sémem humano
(FREDERIKSEN.; JORGENSEN.; ANDERSSON, 2010; MEEKER et al., 2011; BARR
et al., 2012), o que levantou a hipédtese de os parabenos estarem envolvidos em
possiveis danos no DNA dos espermas, influenciando negativamente na reproducéo
masculina (MEEKER et al., 2011; BARR et al., 2012). Tal influéncia ja havia sido
antes reportada por outros autores, evidenciando a toxicidade destes na reproducéo
de modelos animais (BARR et al., 2012).

Relatos recentes indicam que a exposi¢cao aos parabenos interfere no sistema
enddcrino, causando sérias consequéncias para a saude humana e animal
(TAVARES et al., 2009).
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Trabalhos recentes demonstram que foram encontrados residuos de outros
conservantes, como os triclosanos em bile de peixe, o que indica que estes
compostos estdo presentes no ambiente aquatico (HOUTMAN et al.,, 2004; CHEN
et al., 2007). Além disso, estes conservantes também tém produzido desordens na
reproducao masculina em modelos animais (OISHI, 2002; CHEN et al., 2007).

Portanto, o uso de compostos quimicos sintéticos para controle de
contaminagdo microbiana em alimentos, medicamentos e cosmeéticos tém sido
restrito devido a efeitos prejudiciais a salude como carcinogenicidade,
teratogenicidade, alta toxicidade aguda residual, além de poluicdo ambiental
(UNNIKRISHNAN; NATH 2002). Isso somado a continua emergéncia de
microrganismos resistentes aos conservantes convencionais tem se tornado um
grande problema nos dltimos anos, o que tem aumentado ainda mais a busca por
sistemas alternativos (SHELDON, 2005; PATRONE et al., 2010).

Na busca por alternativas a esses produtos, uma nova Opgao para a
eliminacdo ou inibicdo microbiana tém sido os 6leos essenciais (PATTNAIK, 1997,
CETIN et al, 2010), tornando as plantas aromaticas agentes efetivos na
conservacao de produtos susceptiveis a contaminagéo microbiana (SIVROPOULOU
et al., 1996; SOUZA et al., 2007; CETIN et al., 2010).
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Tabela 1- Principais conservantes comerciais utilizados em sistemas

farmacéuticos, cosmeéticos e alimenticios, e seus espectro de acédo
antimicrobiana, faixa de pH funcional e deficiéncias (COSMETICOS &

PERFUMES, 2014; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011).

Conservante Faixa pH Espectro de Deficiéncia
funcional acéo
Acido sérbico e derivados meio acido, Fungos e Pouca ou nenhuma atividade frente
(sorbato de potassio e pH<6,5 leveduras as bactérias, nao pode ser utilizado
célcio) em produtos fermentados, pois
inibibe a acdo de leveduras
Acido benzdico e seus sais meio acido  Bactérias e Ativo contra Lactobacillus, o que
(benzoato de sadio) pH <4,2 fungos impede sua utilizacdo em iogurtes,
por exemplo; impacto sensorial
negativo, possiveis efeitos
clastogénicos e teratogénicos
Acido propidnico e seus pH baixo Fungos Pouca efetividade frente a
sais (propionato de sodio e bactérias, nenhuma acéo frente a
célcio) leveduras
Diéxido de enxofre e pH baixo Fungos, O dioxido de enxofre inativa
derivados (sulfito de sédio, leveduras e a vitamina B1, portanto, ndo pode
sulfito de potassio, bactérias ser usado em alimentos
bissulfito de potassio, considerados fontes de tiamina; o
bissulfito de sodio e SO, conserva a coloracdo natural
metabissulfito de potassio da carne, podendo mascarar
e de sa6dio) estagios de deterioragdo
Acido p-hidroxibenzéico e pH 3 a 8, Fungos, Gosto desagradavel; Geralmente
seus ésteres (parabenos) sendo mais leveduras e sao mais ativos contra
ativos em bactérias fungos e leveduras do que
pH baixo bactérias e mais ativos contra
Gram positivos que Gram
negativos
Formaldeido pH3a9 Bactérias e Altamente volatil; forte odor; acao
fungos sensibilizante e irritante da pele
DMDM Hidantoina pH3a9 Bactérias Fraco contra fungos
Imidazolinidil uréia pH2a9 Bactérias N&o tem acédo contra fungos
Metilisotiazolinona pH<8 Bactérias Fraco contra fungos
Benzisotiazolinona (BIT) pH<8 Bactérias Mais ativo contra as bactérias
Gram positivas; sensibilizante da
pele quando usado em altos niveis
Cloreto de benzalcénico pH >6 Bactérias Atuacao fraca em

Pseudomonas e fungos
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1.2 OS OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, originados do metabolismo secundario
das plantas (SIMOES; SPITZER, 1999). S&o sintetizados por todos os 6rgdos das
plantas, brotos, flores, folhas, caules, sementes, frutos, raizes, cascas, e sao
estocados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou
tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008; BASSOLE; JULIANI, 2012).

Sdo constituidos  principalmente  de  monoterpenos,  triterpenos,
fenilpropandides, ésteres e outras micromoléculas (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1992;
BASSOLE; JULIANI, 2012).

Podem ser extraidos por diversas técnicas, como hidrodestilacdo, extracéo
por solventes, pressao, fluido supercritico (BASSOLE; JULIANI, 2012).

Tais 6leos por serem produzidos como resposta de defesa das plantas, sdo
considerados promissoras fontes de compostos biologicamente ativos. A eles sdo
atribuidas diversas atividades biolégicas como analgésica, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, entre outras (ALMEIDA et al.,2006; ARRUDA et al., 2006; NUNES et
al., 2006; BENKEBLIA, 2004; REHDER et al., 2004; CLAFFEY, 2003; SEYMOUR,
2003; ARWEILER et al., 2000; FINE et al., 2000; PAN et al., 2000).

Um grande numero de trabalhos realizados com diferentes familias de
plantas (Apiaceae, Asteraceae, Boraginacea, Cyperaceae, Euphorbiaceae,
Geraniacea, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae, Rosaceae, Verbenaceae e
Zingizerabeae) bem como diversas espécies (Achillea clavennae, Aloysia sp.,
Anthemis nobilis, Cordia verbenaceae, Croton sonderianus , Curcuma longa,
Cymbopogon sp., Cyperus articulatus, Eugenia caryophyllata, Foeniculum vulgare,
Lippia sp., Mentha sp., Mikania glomerata, Nepeta cataria, Origanum sp.,
Pelargonium graveolens, Rosa damascena, Salvia officinalis, Syzygium aromaticum,
entre outras) mencionam a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais. Os
principais € mais comuns compostos presentes nesses 0leos essenciais sao
canfora, limoneno, geranial, geraniol, neral, nerol, cariofileno, eugenol, linalol, timol e
carvacrol (Tabela 2).

Grande parte da acdo antimicrobiana dos Oleos essenciais € devido a
presenca de terpendides oxigenados (BURT, 2004; DELAQUIS et al.,, 2002;
BASSOLE; JULIANI, 2012).
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A atividade antimicrobiana dos terpendides esta ligada ao seu grupo
funcional, e, sabe-se que a hidroxila do grupo fendlico e a presenca de elétrons
desparelhados sdo importantes para a atividade antimicrobiana (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012).

A propriedade antibacteriana dos Oleos essenciais e seus componentes é
explorada em diversos produtos como dentifricios, antisépticos, além de
suplementos alimentares, porém como conservantes ainda existem poucos
comercializados, podendo-se citar DMC Base Natural® (produzido pela DOMCA
S.A., Espanha, constituido de 50% de 6leo essencial de alecrim, salvia, citrus e 50%
de glicerol) (MENDOZA-YEPES et al., 1997; BURT, 2004). Existem ainda mais dois
produtos, PROTECTA ONE®, e PROTECTA TWO® (Bavaria Corp., EUA),
compostos de extratos vegetais, contendo um ou mais 0leos essenciais, dispersados
em solucbes de citrato de sodio e cloridrato de sodio, respectivamente (CUTTER,
2000; BURT, 2004).

O interesse pelo uso de 6leos essencias tem aumentado também quanto ao
seu uso como ingrediente ativo em embalagens. Estudos recentes viabilizaram o
uso de 6leo essencial de Thymus capitatus como agente ativo em embalagens,
conferindo-as significante agao antimicrobiana (EHIVET et al., 2011).

Oleos essenciais, assim como seus compostos como o carvacrol também tem
sido incorporados a filmes, para conservacdo de produtos frescos como frutas
(ROJAS-GRAU, et al., 2007).

Como descrito anteriormente, os 6leos essenciais e seus produtos vegetais
tém atraido consideravel atencdo para a conservacdo de produtos, sendo
considerados apropriados como conservantes (VALERO; GINER, 2006; PAHOJI et
al., 2011b).

Alguns constituintes dos 0leos essenciais tem sido aceitos pela comisséo
europeia para serem utilizados em produtos alimenticios por exemplo, como linalol,
timol, eugenol, carvona, cinamaldeido, vanilina, carvacrol, citral e limoneno, sendo
todos esses considerados seguros por ndo apresentarem riscos para a saude do
consumidor (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

Os Oleos essenciais ja classificados pelo FDA (Food and Drug Administration)
como seguros incluem orégano, timo, mostarda, entre outros (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012).
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Apesar dos efeitos antimicrobianos dos 6leos essenciais, altas concentracdes
sd0 necessarias para alcancar resultados satisfatérios em matrizes e isso pode
alterar as caracteristicas organolépticas de produtos alimenticios, farmacéuticos e
cosmeéticos (PAHOJI et al., 2011b).

Neste contexto, muitos trabalhos tém sido realizados para reduzir a
concentracdo de O6leos essenciais, através da utilizacdo de outros agentes
antimicrobianos ou conservantes, que possam interagir em um processo de sinergia
(PAHOJI et al., 2011b).
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Tabela 2- Levantamento de trabalhos publicados com espécies espécies

produtoras de 6leos essenciais com atividade antimicrobiana

Espécie Familia Principais Atividade antimicrobiana Referéncias
constituintes dos
Oleos essenciais
Achillea Asteraceae canfora Pseudomonas aeruginosa SKOCIBUSIC
clavennae et al., 2004
Aloysia Verbenaceae B- pineno Staphylococcus aureus FRANCO et al.,
gratissima trans-pinocanfona 2007
Aloysia Verbenaceae DL- limoneno Candida albicans DUARTE et al.,
triphylla geranial 2005
nerol
Aloysia Verbenaceae geranial Staphylococcus aureus SARTORATTO
triphylla neral Candida albicans etal., 2004 ;
limoneno DUARTE et al.,
2005
Anthemis Asteraceae 1,8- cineol Candida albicans DUARTE et al.,
nobilis trans-geraniol 2005
y- muuroleno
Cordia Boraginacea trans-cariofileno Candida albicans CARVALHO Jr
verbenaceae a-pineno et al., 2004
Croton Euphorbiaceae B- felandreno Staphylococcus aureus BERTINI et al.,
sonderianus trans- 3-guaieno 2005
Croton Euphorbiaceae ¢- cariofileno Staphylococcus aureus BERTINI et al.,
sonderianus cis- B- guaieno 2005
Curcuma Zingizerabeae turmerona Staphylococcus aureus FRANCO et al.,
longa y-z-atlantona 2007
Cymbopogon  Poaceae neral Staphylococcus aureus BERTINI et al.,
citratus geranial Pseudomonas aeruginosa 2005
Escherichia coli
Cymbopogon  Poaceae neural Staphylococcus aureus PEREIRA et
citratus geranial Escherichia coli al., 2008
Cymbopogon  Poaceae trans-geraniol Candida albicans DUARTE et al.,
martinii geranil acetato 2005
Cyperus Cyperaceae trans-pinocarveol Candida albicans DUARTE et al.,
articulatus verbenona 2005
Eugenia Myrtaceae eugenol Penicillium digitatum YAHYAZADEH
caryophyllata B- cariofileno et al., 2008
Foeniculum Apiaceae limoneno Escherichia coli CETIN et al.,
vulgare (E)- anetol Pseudomonas aeruginosa 2010

Staphylococcus aureus
Candida albicans
Aspergillus brasiliensis
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Espécie Familia Principais Atividade antimicrobiana Referéncias
constituintes dos
Oleos essenciais
Lippia alba Verbenaceae linalol Candida albicans DUARTE et al.,
2005
Lippia Verbenaceae timol Candida sp OLIVEIRA et
origanoides carvacrol Cryptococcus neoformans al., 2007
Trichophytum rubrum
Staphylococcus aureus
Streptococcus mutans
Lippia Verbenaceae timol Candida albicans BOTELHO et
sidoides carvacrol al., 2007
Lippia Verbenaceae timol Staphylococcus aureus BERTINI et al.,
sidoides Escherichia coli 2005
Lippia Verbenaceae p-cimeno Candida albicans FONTENELLE
sidoides timol et al., 2007
e- cariofileno
Mentha Lamiaceae mentol Candida albicans DUARTE et al.,
arvensis p- mentona 2005
Mentha Lamiaceae linalol Candida albicans DUARTE et al.,
piperita carvona 2005
Mentha Lamiaceae linalol Staphylococcus aureus SARTORATTO
piperita carvona Candida albicans et al., 2004
Mentha Lamiaceae mentona Staphylococcus aureus ARIDOGAN et
piperita mentol al., 2002
Mikania Asteraceae trans-cariofileno Candida albicans DUARTE et al.,
glomerata biciclogermacreno 2005
germacreno
Nepeta Lamiaceae a-pineno Streptococcus sp. ZOMORODIAN
cataria B-nepetalactona Staphylococcus sp. etal., 2013
a-nepetalactona Candida sp.
Origanum Lamiaceae linalol Staphylococcus aureus SARTORATTO
basilicum L eugenol etal., 2004
Origanum Lamiaceae eugenol Staphylococcus aureus SARTORATTO
gratissimum et al., 2004
L.
Origanum Lamiaceae carvacrol Escherichia coli ARIDOGAN et
onites Staphylococcus aureus al., 2002
Pseudomonas aeruginosa
Pelargonium Geraniacea citronelol Bacillus sp. HSOUNA;
graveolens geraniol Staphylococcus sp. HAMDI, 2012

Enterococcus faecalis
Salmonella enterica
Klebsiella pneumoniae
Aspergillus sp.
Fusarium sp.
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Espécie Familia Principais Atividade antimicrobiana Referéncias
constituintes dos
Oleos essenciais
Rosa Rosaceae citronelol Staphylococcus aureus ARIDOGAN et
damascena geraniol al., 2002
nerol
Salvia Lamiaceae 1,8-cineol Trichophyton rubrum ABU-
officinalis canfora Epidermophyton floccosum  DARWISH et
Cryptococcus al., 2013
neoformans
Syzygium Myrtaceae eugeniol Escherichia coli PEREIRA et
aromaticum Staphylococcus aureus al., 2008

1.3 SINERGISMO NA BUSCA POR SISTEMAS CONSERVANTES MAIS EFETIVOS

O intenso aroma dos 0leos essenciais, mesmo em baixas concentracoes,
podem causar efeitos organolépticos indesejaveis e, além disso, de modo geral é
necessario utilizar elevadas concentracbes dos mesmos para compensar suas
interacbes com o0s demais constituintes dos produtos para que 0s mesmos sejam
ativos. (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

Assim, algumas estratégias podem ser necessarias para tornar viavel a
utilizacdo dos Oleos essenciais em produtos a serem consumidos e utilizados por
seres humanos, uma delas é a diminuicdo da concentracdo do Oleo, desde que isso
ndo comprometa a acdo antimicrobiana. De modo geral, atualmente o que se tem
realizado é a combinacdo dos 6leos com outros compostos antimicrobianos,
promovendo um efeito sinérgico (NGUEFACK et al., 2012; HYLDGAARD; MYGIND;
MEYER, 2012).

Sinergismos podem ser a chave para a utilizacdo de Oleos essenciais, por
exemplo, em alimentos sem afetar as caracteristicas organolépticas (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012).

Ja existem muitos relatos na literatura de combinagcdes de 6leos essenciais
com compostos antimicrobianos, como digluconato de clorexidina, cetoconazol e
anfotericina B (FENG; ZENG, 2006).

Além disso, existem ainda relatos de efeito sinérgico entre 6leos essenciais,
como foi observado com a combinacao de 6leo essencial de Ocimum basilicum e O.
sanctum frente a varias bactérias Gram positivas e negativas , além de fungos
(SINHA; GULATI, 1990; LACHOWICZ et al., 1998).
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Combinagdes de 0Oleos essenciais com outros agentes antimicrobianos, de
finalidade conservante também tém sido utilizadas. Em estudo realizado por Pajohi
et al. (2011), a acdo sinérgica de Oleo essencial de sementes de Cuminum cyminum
com o conservante Nisina®, além de aumentar a acdo antimicrobiana, possibilitou a
reducdo dos dois agentes, minimizando possiveis efeitos indesejaveis .

A combinacdo de Oleo essencial de Mentha longifolia também com o
conservante Nisina®, possibilitou a reducdo do Oleo para a prevencdo de
crescimento bacteriano, reduzindo também os efeitos indesejaveis nas
caracteristicas organolépticas (PAHOJI et al., 2011b).

Em trabalho realizado por Patrone et al. (2010) interacBes sinérgicas foram
observadas quando 0,15 % de metilparabeno (Nipagin®) foi combinado com 6leo
essencial de eucalipto e menta contra P. aeruginosa , com reduc¢éao de 50% da CIM
(Concentracao Inibitéria Minima) do conservante quando ensaiado sozinho.

Compostos fendlicos, como metilparabenos, apresentam fraca inibicdo frente
a alguns microrganismos como Staphylococcus aureus e Escherichia coli, mas
possuem propriedades antimicrobianas sinérgicas quando em combinag¢do com 0Oleo
essencial de erva-doce frente a estes (HODGSON; STEWART; FYFE, 1998; FYFE;
ARMSTRONG; STEWART, 1998).

As combinacdes entre Oleos essenciais e conservantes comerciais sao
promissoras por aumentarem o espectro de acdo dos mesmos, considerando que
nenhum conservante usado de forma isolada € completamente efetivo frente a todos
os microrganismos (FYFE; ARMSTRONG; STEWART, 1998). Além disso, essas
combinagdes possibilitam a diminuicAo da concentragdo necessaria dos
conservantes (PATRONE et al., 2010).

Além disso, o préprio sinergismo entre os constituintes dos 6leos essenciais,
podem levar & efeitos sinérgicos. Alguns estudos tém demonstrado que o 6leo
essencial como um todo tem uma maior atividade antibacteriana que a mistura dos
seus constituintes majoritarios, sugerindo gque 0s componentes minoritarios sao
criticos para a atividade sinérgica (BASSOLE; JULIANI, 2012).

A interacdo entre os componentes dos Oleos essenciais podem produzir
guatro possiveis tipos de efeitos: indiferente, aditivo, antag6nico ou sinérgico (BURT,
2004; DELGADO et al., 2004; PEI et al., 2009; BASSOLE; JULIANI, 2012).
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Um efeito aditivo € observado quando o efeito combinatério é igual a soma
dos efeitos individuais. O antagonismo € quando o efeito de um ou ambos os
compostos € menor quando estes sdo aplicados juntos que quando aplicados
individualmente. Sinergismo € observado quando o efeito das substancias
combinadas é maior que a soma dos efeitos individuais (BURT, 2004), enquanto que
a auséncia de interacdes é definida como indiferente (BASSOLE; JULIANI, 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

E crescente a preocupacdo da populacdo mundial em fazer uso de produtos
naturais, menos agressivos a saude e com menor efeito colateral. Na atualidade
alimentos, medicamentos e cosméticos sdo conservados utilizando-se substancias
sintéticas principalmente as pertencentes a classe dos parabenos, (BRANNA, 2008).
Todavia, além de ja existirem hoje microrganismos resistentes a esses compostos,
alguns estudos indicam ainda que tais substancias tém causado numerosos
problemas de saude relacionados a alergias, intoxicacdes além de desenvolvimento
de tumores. Uma das alternativas vidveis para a substituicdo destes produtos € a
utilizacdo de homologos de origem natural, como os 6leos essenciais, (MACCIONI et
al., 2002; SEO et al., 2002; NOSTRO et al., 2004), que poderiam apresentar menor
toxicidade, com menor probabilidade de resisténcia microbiana, por ser composto
por diversos compostos quimicos, o que dificultaria os mecanismos de resisténcia.

Diante disso, a bioprospeccdo de espécies aromaticas produtoras de 6leos
essenciais, ainda nao investigadas, podera contribuir para a viabilizacdo de um
produto eficaz na inativacdo de microrganismos sem, no entanto, causar danos a
saude, contribuindo para que medicamentos, alimentos e cosméticos possam ser
conservados sem comprometer a seguranca destes produtos. Todas estas

consideracdes justificam a realizacéo deste trabalho.
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3 HIPOTESE

Os oOleos essenciais extraidos de espécies de plantas endémicas do Cerrado
sdo uma alternativa viavel para substituir ou diminuir a concentracdo de

conservantes quimicos sintéticos utilizados em produtos farmacéuticos e alimenticio.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade conservante de 6leos essenciais e sua viabilidade como

conservante em alimento e preparacdes farmacéuticas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Coletar espécies vegetais das familias Anacardeaceae, Lamiaceae e
Verbenaceae;

- Extrair os 6leos essenciais e determinar o rendimento;

- Avaliar a os constituintes majoritarios dos 6leos essenciais extraidos;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais;

- Avaliar a acdo antimicrobiana do efeito sinérgico entre os 6leos essenciais
mais ativos e outros compostos;

- Analisar a composicdo quimica do 6leo essencial escolhido;

- Avaliar a toxicidade do antimicrobiano por meio das atividades de toxicidade
aguda (DLso), citotoxica, alergénica e mutagénica;

- Verificar a atividade antimicrobiana e a eficacia do sistema conservante
desenvolvido em suco de laranja e preparacdes farmacéuticas;

- Analisar as caracteristicas sensoriais e pH de suco de laranja e preparacdes

farmacéuticas contendo o sistema conservante desenvolvido.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1. COLETA E IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

As plantas listadas na tabela 3 foram coletadas em varias regides do Cerrado
nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul (Figura 1). A
partir dos individuos férteis foram confeccionadas exsicatas, as quais foram
identificadas por Cordeiro, R. (Salvia sp.), Pirani, J.R. (Schinus sp.), Kameyama, C.
(Hyptis sp.) (Botanicos do Instituto de Botéatica de Sdo Paulo) e Salimena, F.R.G.
(Lippia sp.) (Universidade Federal de Juiz de Fora) e posteriormente depositadas no
Herbario de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeirdo Preto (HPM - UNAERP,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil).

O individuo identificado por Tl 136 trata-se da associacdo de individuos de
Lippia origanoides, produtores de carvacrol (Tl 11, 14, 15, 21, 30, 42, 49, 54, 55, 60,
65 e 66).

Figura 1- Coleta das plantas medicinais em regides do Cerrado nos estados
de S&o Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul

Fonte: Autora.



Tabela 3- Relacao de espécies coletadas para extracdo de 6leos essenciais.

Cédigo Material Nimero Identificacdo Espécie Familia Local Coleta
Vegetal Voucher

Chorao bonito (verao) 1696 Schinus weinmannifolius Engl. Anacardeaceae Bonito/MS
Chorao bonito (inverno) 1696 Schinus weinmannifolius Engl. Anacardeaceae Bonito/MS
Lupulina Pratinha 1705 Lippia lupulina Cham. Verbenaceae Pratinha/MG
Alfazema de arvore 1588 Hyptis cana Pohl. ex Benth. Lamiaceae Catalao/GO
Lupulina Argenita 1981 Lippia lupulina Verbenaceae Argenita/MG
Microphylla Argenita 1993 Lippia microphylla Verbenaceae Argenita/MG
Hyptis cariri 1976 Hyptis carponifolia Benth. Lamiaceae Ribeirdo Preto/SP
Varas 4 2111 Lippia velutina Schauer Verbenaceae Ribeirdo Preto/SP
Alba 204 2104 Lippia alba (Mill.) Verbenaceae Jardin6polis/SP
Alba 205 2105 Lippia alba (Mill.) Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 5 2000 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 6 2001 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 7 2002 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 8 2116 Lippia grata Schauer Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 10 2132 Lippia velutina Schauer Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 11 2003 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 14 2004 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 15 2005 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 16 2006 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia TI 17 2097 Lippia grata Schauer Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 19 2077 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
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Cédigo Material NUumero Identificacdo Espécie Familia Local Coleta
Vegetal Voucher

Lippia T1 20 2008 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 21 2009 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 22 2010 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia TI 23 2011 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 25 2012 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 28 2098 Lippia grata Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 29 2115 Lippia grata Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 30 2013 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 31 2014 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 32 2015 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 33 2016 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 36 2078 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 38 2079 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 40 2017 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 41 2018 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 42 2124 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 44 2019 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 45 2020 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 47 2021 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 48 2022 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia T1 49 2023 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 51 2024 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 52 2025 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP




Cédigo Material NUumero Identificacdo Espécie Familia Local Coleta
Vegetal Voucher

Lippia Tl 54 2026 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia T1 55 - Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia T1 56 2080 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia T1 59 2096 Lippia velutina Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 60 2027 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 61 2099 Lippia grata Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 62 2028 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 63 2095 Lippia velutina Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 64 2100 Lippia grata Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 65 2029 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 66 2030 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 68a 2031 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 69a 2081 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 70 2032 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 71 2033 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 72 2082 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 73 2034 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 75 2035 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 77 2036 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia TI 78 2037 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia TI 79 2038 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 81 2083 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia T1 82 2039 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP




Cédigo Material NUumero Identificacdo Espécie Familia Local Coleta
Vegetal Voucher

Lippia TI 83 2040 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 84 2041 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia TI 85 2042 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia T1 86 2084 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 87 2085 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 88 2043 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 89 2044 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 90 2045 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 91 2046 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 93 2047 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 94 2048 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 95 2086 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 96 2094 Lippia velutina Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 97 2087 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 98 2049 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia T1 99 2050 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 100 2051 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 101 2052 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia TI 103 2125 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 104 2088 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 105 2053 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia T1 106 2089 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 107 2093 Lippia velutina Schauer. Verbenaceae Jardin6polis/SP




Cédigo Material NUumero Identificacdo Espécie Familia Local Coleta
Vegetal Voucher

Lippia Tl 108 2054 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 109 2090 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 110 2055 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 111 2056 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 112 2057 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 113 2121 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 114 2058 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 115 2059 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 116 2060 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 117 2061 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 118 2062 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 119 2063 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 120 2064 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 121 2065 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 122 2066 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 123 2067 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 124 2120 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 125 2068 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 126 2069 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia Tl 127 2070 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 128 2071 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia T1 129 2072 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardindpolis/SP
Lippia T1 130 2073 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP




Cédigo Material Numero Identificacdo Espécie Familia Local Coleta

Vegetal Voucher

Lippia Tl 131 2075 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 132 2074 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 133 2076 Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardinépolis/SP
Lippia Tl 134 2091 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 135 2092 Lippia origanoides X Lippia velutina Verbenaceae Jardin6polis/SP
Lippia Tl 136 s/n Lippia origanoides Kunth. Verbenaceae Jardin6polis/SP

(s/n) sem nimero (*) associagdo dos individuos de Lippia origanoides produtores de carvacrol (Tl 11, 14, 15, 21, 30, 42, 49, 54, 55, 60, 65 e 66)
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5.2 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS E ANALISE QUIMICA DOS
COMPOSTOS MAJORITARIOS

A extracdo dos 0leos essenciais das espécies alvo deste estudo foi realizada
a partir de materiais desidratados em estufa de ar circulante a 40°C por 48 horas. A
hidrodestilacao das folhas foi realizada em aparelho Clevenger, numa proporcéo 1:5
(massa do material vegetal: volume de agua). O tempo de extracdo foi de 120
minutos e foram realizadas em triplicata. Apds obtencdo do hidrolato (mistura de
agua + 6leo) o material foi dessecado com Na,SO, (sulfato de sédio anidro) para a
completa retirada de agua e armazenado em frascos vedados com parafiime e
mantidas em freezer até a realizacdo dos ensaios.

O teor percentual de éleo nas folhas foi calculado pela equacéo (1):

massa do 6leo (g)/ massa seca folhas (g) x 100 (1)

A analise qualitativa dos 0leos foi realizada por cromatografia em fase gasosa
e espectrometria de massa (CG/EM), utilizando-se aparelho Varian 3900 com
detector seletivo de massa, modelo Saturn 2100T. As condi¢Bes de analise foram:
coluna capilar: DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um); Injetor: 240 °C; Detector: 230 °C;
Impacto de Elétrons: 70eV; Gas de arraste: He; Fluxo: 1,0 mL.min™*; Split: 1/20;
Programa de Temperatura: 60 °C — 240 °C, 3°C/minuto. Volume de Injecéo: 1 uL de
solugéo (1 pL d6leo essencial/1 mL Hexano).

A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacéo dos seus
espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62 lib.) e
indice de retencdo de Kovats (ADAMS, 1995).

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS

5.3.1 Obtenc¢é&o dos microrganismos

Os microrganismos utilizados nos ensaios (Tabela 4) foram obtidos da

colecao de culturas da Fundacao André Tosello.
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Tabela 4- Microrganismos utilizados nos ensaios obtidos da Fundagédo André
Tosello.

Microrganismos ATCC
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
Bacillus subtilis ATCC 6633
Candida albicans ATCC 10231
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli ATCC 8739
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352
Listeria monocytogenes ATCC 7664
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Staphylococcus aureus ATCC 6538

5.3.2 Estoque das linhagens microbianas

5.3.2.1 Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas liofilizadas foram cultivadas em meio BHI (Brain
Infusion Heart- Himedia®) liquido por 24 horas, a 35°C. Em seguida aliquota de 100
uL foi transferida para placa de Petri contendo Agar BHI (Himedia®). ApOs
incubacédo de 24 horas, uma colbnia isolada foi transferida para meio BHI liquido, e
incubada por mais 24 horas. Em seguida 800 pL dessa cultura foram transferidas
para tubos contendo 200 pL de glicerol 70%. Os estoques foram entdo armazenados
a-80°C.

5.3.2.2 Linhagem de levedura

A linhagem de C. albicans liofilizada foi cultivada em meio Sabouraud
Dextrose liquido (Himedia®) por 24 horas, a 35°C. Uma aliquota de 100 puL foi
transferida para placa de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (Himedia®).
ApoOs incubacdo de 24 horas, uma colbnia isolada foi transferida para meio
Sabouraud Dextrose liquido, e incubada por mais 24 horas. O volume de 800 pL
dessa cultura foi transferido para tubos contendo 200 pL de glicerol 70%. Os

estoques foram entdo armazenados a - 80°C.

5.3.2.3 Linhagem de fungo filamentoso
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A linhagem de A. brasiliensis liofilizada foi cultivada em meio Sabouraud
Dextrose liquido (Himedia®) por 48 horas, a 35°C. Em seguida uma aliquota de 100
uL foi transferida para placa de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA,
Himedia®). Apds incubacdo de 48 horas, o meio de cultura com o crescimento
fungico foi cortado em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm e transferidos para
tubos contendo 1 mL de agua estéril. Os estoques foram entdo armazenados a 4°C.

5.3.3 Manutencéo e preparo das linhagens microbianas

5.3.3.1 Linhagens bacterianas

Anteriormente a utilizacdo nos ensaios, as linhagens de bactérias foram

cultivadas em meio agar BHI, por 24 horas, a 35°C.

5.3.3.2 Linhagem de C. albicans

A linhagem de C. albicans foi previamente cultivada em meio agar Sabouraud

Dextrose, por 24 horas a 35°C

5.3.3.3 Linhagem de A. brasiliensis

Para os ensaios com A. brasiliensis, a linhagem foi previamente cultivada em
meio BDA, por 5 dias, a 35°C.

5.3.4 Determinacgdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais foram ensaiados em concentracdes iniciais de 50 pL.mL™
(Schinus weinmannifolius) e 10 pL.mL™? para os demais. Os ensaios foram
conduzidos sem adicdo de solventes. Como controles foram utilizados
metilparabeno (Nipagin®) (0,6%, dissolvido em etanol), sulfato de Gentamicina
(Ourofino®) (50 pg.mL™) e Anfotericina B (Sigma- Aldrich®) (32 pg.mL1).

A atividade antimicrobiana foi determinada através do teste da microdiluigcdo
em placas contendo 96 poc¢os, segundo as normas do CLSI M7-A9 (2012)
(bactérias), M27-A3 (2008) (levedura) e M38-A2 (2008) (fungo filamentoso).
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A leitura foi realizada visualmente, apds periodo de incubacdo de 20 horas
(bactérias), 24 horas (C. albicans) e 48 horas (A. brasiliensis) a 35°C. A CIM foi
determinada como sendo a menor concentracdo do Oleo essencial capaz de impedir

0 crescimento dos microrganismos.

5.3.5 Ensaios de sinergismo

A atividade antimicrobiana sinérgica foi determinada através de modificacdes
do teste de tabuleiro de xadrez (SHIN; LIM, 2004). A placa de 96 pocgos foi
preenchida da coluna 1 a 9 (A-G) com 50 pL de solugbes diluidas seriadamente do
ativo 1, e 50 uL de diluigbes seriadas do ativo 2. A fileira G (1-10) foi inoculada com
100 pL de diluicdes do ativo 2 A coluna 12 (A-H) foi inoculada com 100 uL de
diluicdes do ativo 1. As colunas 10 e 11 foram utilizadas como controles de meio e
veiculo, e indéculo, respectivamente. Cada poco foi entdo inoculado com 100 uL de
microrganismo. As placas foram entdo incubadas por 24 (C. albicans) e 46 horas (A.
brasiliensis), ambas a 35°C. Para avaliar os efeitos combinatérios dos Oleos
esseciais, adotou-se o Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF)
(KARPANEN et al., 2008), o qual é obtido com a seguinte equacéo (2):

ICIF= CIF amostra a + CIF amostra b 2

Sendo CIF = CIM amostra em combinacdo/CIM da amostra sozinha.

A interacéao foi definida como sinérgica (ICIF < 0,5), aditiva (ICIF >0,5 e < 1,0),
indiferente (ICIF >1,0 e < 4,0) e antagobnica (ICIF >4,0).

5.3.5.1 Combinacdes de 6leos essenciais com Nipagin®

Os 6leos essenciais de L. origanoides Tl 45 (carvacrol) e Tl 128 (timol) foram
avaliados quanto ao efeito combinatério com o conservante comercial Nipagin®. Os
6leos foram testados em concentracbes iniciais de 20 e 40 pL.mL*,
respectivamente, sem adicdo de solventes. Nipagin® foi dissolvido previamente em

etanol, obtendo-se concentracao inicial de 1,2%.
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5.3.5.2 Combinacdes entre 6leos essenciais

O Oleo essencial de L. origanoides Tl 45 (carvacrol) foi ensaiado em
combinacdes com os 6leos essenciais de L. origanoides Tl 40 (endo-fenchol) e L.
origanoides Tl 128 (timol). Nos ensaios o 6leo essencial de L. origanoides Tl 45 foi
ensaiado em concentracéo inicial de 20 pL.mL™, enquanto que os de T1 40 e Tl 128
de 40 pL.mL™.

5.3.5.3 Combinacao de Oleo essencial de Lippia origanoides (Tl 136- carvacrol) com

polissorbato 80 (Tween 80®) e Nipagin®

O Oleo essencial de L. origanoides (Tl 136- carvacrol) foi ensaiado em
concentrac&o inicial de 20 pL.mL™, dissolvido previamente em Tween 80® (1:1, v:v),
e em seguida em meio de cultura. Nipagin® foi dissolvido previamente em etanol,

obtendo-se concentracao inicial de 1,2% (v:v).

5.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA (DLsp) DO OLEO ESSENCIAL DE L.

origanoides (Tl 136- carvacrol)

Para a determinacdo da DLso foram utilizados 54 camundongos albinos com
pesos entre 20 e 30 g, machos, divididos em grupos de 6 animais.

Cada grupo recebeu via oral (canula orogéstrica) doses do 6leo essencial de
1000, 2000, 3000, 3300, 3600 e 4000 mg.Kg™ preparadas em 1% de Tween 80® e
solugéo salina. O Grupo controle recebeu solucéo salina com 1% de Tween 80® (0,4
mL). Em seguida, os animais foram colocados em gaiolas com racdo e agua ad
libitum e observados durante 24 horas para determinagdo dos parametros
comportamentais e avaliagdo do numero de mortes.

A DLso foi determinada computando-se primeiramente a porcentagem de
morte, seguido do percentual de correlacdo para 0% e 100% utilizando-se a seguinte

formula (3):

Para 0% de morte = 100x (0,25/n)
Para 100% de morte = 100x [(n-0,25)/n] , onde n= nimero 3

de animais de cada grupo
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A porcentagem correlacionada foi entdo, transformada em valores de probit,
através da tabela de transformacdo de porcentagem para probit. Em seguida, um
grafico de valores de porcentagem de morte (em probits) pelo log da dose foi
plotado. A dose correspondente ao probit 5 foi relacionada como sendo a DLsg
(TRIPATHI et al., 2006).

5.5 AVALIAC}AO DA CITOTOXICIDADE DE OLEO ESSENCIAL DE L. origanoides
(T1 136- carvacrol)

5.5.1 Linhagem celular

A linhagem celular de fibroblasto de camundongo 3T3 foi gentilmente cedida
pela Profa. Dra. Enilza Espreafico (Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo, campus Ribeirdo Preto-SP).

5.5.2 Estoque e cultura de 3T3

A linhagem 3T3 foi cultvada em garrafas de cultivo de 25 cm? na
concentracdo inicial de 3 x 10* células.mL™ em meio de cultura Dulbecco Mem
(DMEM, Sigma-Aldrich®), suplementado com SFB (Soro Fetal Bovino, Cultilab®) a
10% e solucao de antibidtico estreptomicina e penicilina (10000 U) (Sigma-Aldrich®)
em estufa a 37 °C contendo 5% de CO; por 3 a 5 dias. Para o subcultivo (repique), o
meio de cultura foi retirado, a garrafa foi lavada com solugcdo de Hanks por 5
minutos, em seguida retirou-se a solugdo de Hanks e acrescentou-se 3 mL de
solugcdo de Tripsina por 1 a 2 minutos, até que as células estivessem soltas. O
volume de células mais tripsina foi dividido igualmente e transferidos para duas
novas garrafas de 25 cm? contendo meio de cultura fresco.

Para a obtencédo do estoque da linhagem a mesma foi cultivada por 72 horas,
entdo as células foram tripsinizadas, transferidas para um tubo conico de 15 mL
estéril e centrifugadas a 2400 rpm (rotagcdes por minuto) por 1 minuto. O
sobrenadante foi aspirado e as células ressuspendidas em 900 puL de SFB. O soro
contendo as células foi transferido para tubos criogénicos, e adicionados 100 uL de
DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma- Aldrich®), os quais estdo sendo mantidos em
nitrogénio liquido.
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5.5.3 Amostras

Para a realizagdo dos ensaios o 6leo essencial de L. origanoides (Tl 136) foi
previamente dissolvido em Tween 80® (1:1 v:v), e em seguida em meio DMEM
obtendo-se concentracdes de 0,625; 0,0625; 0,00625; 0,000625 e 0,0000625 pL.mL"
!, O ensaio foi conduzido utilizando-se Doxorubicina (10 pM; Sigma-Aldrich®) como

controle positivo, e Tween 80® como controle negativo.

5.5.4 Atividade citotoxica

Para o estabelecimento dos ensaios citotoxicos, a linhagem foi cultivada em
meio DMEM em estufa a 37° C, contendo 5% de CO,, até atingir confluéncia de mais
de 80%. Em seguida, as células foram lavadas com solu¢cédo de Hanks, tripsinizadas,
centrifugadas a 1500 rpm por 1 minuto, e ressuspendidas em meio de cultivo.
Realizou-se a contagem de células em hematimetro, obtendo-se concentracdes de
5x 10* células. mL™. O volume de 100 pL foi transferido para placa de 96 pocos, a
qual foi entdo incubada por 24 horas em estufa a 37° C, contendo 5% de CO, para
aderéncia das células. Decorridas as 24 horas, adicionou-se as amostras nas
diferentes concentracgdes. A placa foi incubada por mais 48 horas.

Apbs este periodo, o meio contendo as substancias a serem avaliadas foi
retirado, e em seguida adicionados 200 uL de meio novo, com subsequente adicao
de 20 yL de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tetrazolico, Sigma-
Aldrich®), (5 mg.mL™), inclusive nos pocos controle. As placas foram incubadas por
mais 4 horas, centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos, e em seguida retirados o
meio de cultivo. Para a leitura adicionou-se aos poc¢os 200 pL de DMSO. Apos 1
hora de incubacao, a placa foi lida em comprimento de onda de 550 nm, em uma

leitora de microplaca (TP-Reader, Thermo Plate®).

5.5.5 Analise dos resultados

A porcentagem de citotoxicidade foi calculada da seguinte maneira (4):

% = [(DO controle células - DO células tratadas com as substancias

(4)

teste)/ DO controle células] x 100
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sendo DO = Densidade Optica.

Apoés calculo da porcentagem de citotoxicidade, estimou-se o percentual de
50% de morte (ICsoy) através de curva de interpolagdo, como a concentracdo do
Oleo essencial resultante da inibicdo de 50 % da incorporacdo do corante MTT,
correlacionando o percentual médio de células viaveis em relagdo a concentracao

das substancias ensaiadas a partir do grafico plotado.

5.6 AVALIACAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO DERMICA DE OLEO
ESSENCIAL DE L. origanoides (Tl 136- carvacrol) EM PELE DE COELHOS
ALBINOS

Para a realizacdo dos ensaios de alergenicidade o o6leo essencial de L.
origanoides (T 136-carvacrol) foi utilizado puro e na concentracdo de 2,5 uL.mL™
(0,1%v:v) (previamente dissolvido em agua e 0,25% v:v de Tween 80®).

Foram utilizados 6 coelhos albinos com pesos entre 2 a 3 kg. Os animais
foram sedados com cloridrato de cetamina 10% e Xxilazina (1:1) e submetidos a
tricomotizagdo na area dorsal 24 horas antes da realizagdo dos ensaios (Figura 2a,
b).

Os animais tiveram sua regido dorsal dividida em quatro diferentes areas
(Figura 2c). Os quadrantes 2 e 4 sofreram ranhuras com ao auxilio de uma agulha
estéril, sem, no entanto causar sangramento (Figura 2d). Anteriormente & aplicacédo
do oleo essencial, a area foi umedecida com solugéo salina 0,9% (Figura 2e). O 6leo
essencial puro, bem como na concentracdo de 2,5 pyL.mL™ foi aplicado nos
guadrantes 1 e 2, fazendo-se movimentos circulares para dispersédo do 6leo (Figura
2f, g). Os quadrantes 2 e 4 serviram como controles das areas com e sem ranhura.
Posteriormente, as areas de aplicacao foram cobertas com gaze fixada durante 24
horas (Figura 2h) (BRASIL, 2002; CHORILLI et al., 2009). Foram realizadas leituras
apos 24 e 72 horas, verificando a formacdo de eritema e/ou edema sobre as
areas sadias e abrasadas, seguindo a escala de Draize et al. (1944). Seguem
tabelas as quais séo referéncias para determinacdo do indice de irritacdo cutanea
(Tabelas 5 e 6).
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Tabela 5- Graduacgéo do Eritema segundo o tipo de pele e caracteristicas.

Grau Tipo Caracteristica

0 Pele normal Geralmente de cor branca,
podendo apresentar-se résea

1 Eritema leve A pele apresenta-se

levemente avermelhada, em
toda area teste

2 Eritema moderado A pele apresenta-se
avermelhada, em toda area
teste

3 Eritema definido A pele apresenta-se com

vermelhiddo intensa e difusa
em toda area teste

4 Eritema severo A pele apresenta-se
vermelho escura, com leve
formacéo de escaras (injdrias
em profundidade)

Fonte: BRASIL, 2002.

Tabela 6- Graduagédo do Edema segundo o tipo e caracteristicas.

Grau Tipo Caracteristica

0 Nenhum edema O valor do edema é igual a 0

1 Edema leve O valor do edema deve estar
compreendido entre 0,25 mm
e 0,49mm

2 Edema moderado O valor do edema deve estar
compreendido entre 0,5 mm
e 0,74mm

3 Edema definido O valor do edema deve estar
compreendido entre 0,75 mm
elmm

4 Edema severo A pele apresenta-se

vermelho escura, com leve
formacgéo de escaras (injdrias
em profundidade)

Fonte: BRASIL, 2002.

O calculo do indice de irritagdo cutanea primaria foi obtido através da média
aritimética das seguintes observacdes : edema na pele intrega 24 horas, edema na
pele com ranhura 24 horas, eritema na pele integra 24 horas, eritema na pele com
ranhura 24 horas, edema na pele integra 72 horas, edema na pele com ranhura 72
horas, eritema na pele integra 72 horas, eritema na pele com ranhura 72 horas.
Apls o0 somatorio dessas oito médias aritméticas com subsequente divisao por 4,

obtém-se o indice de irritagéo cutédnea primario.
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Utilizaram-se os parametros mostrados na tabela 7 para avaliacdo do indice
de irritacdo cutanea para produtos que nao alteram a cor da pele. Assim, o Oleo
essencial foi classificado de acordo com o indice de irritacdo cutanea primaria
(BRASIL, 2002).

Tabela 7- Classificacdo da irritagdo cutanea, segundo o valor do indice.

Valor do indice | Classificacéo

0-0,9 Nao irritante

1,0-1,9 Ligeiramente irritante
2,0-4,9 Moderadamente irritante
5,0-8 Severamente irritante

Fonte: BRASIL, 2002.
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Figura 2- Sequéncia do ensaio irritacdo dérmica do 6leo essencial de Lippia
origanoides TI136-carvacrol a) sedacao, b) tricomotizacdo, c) divisdo dos
guadrantes, d) ranhuras na pele, e) umedecimento da pele, f) aplicacdo do

Oleo essencial, g) dispersédo do 6leo, h) area coberta com gaze

Fonte: Autora.
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5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE MUTAGENICA DE OLEO ESSENCIAL DE L.

origanoides (Tl 136- carvacrol)

A atividade mutagénica do 6leo essencial de L. origanoides (TI 136- carvacrol)
foi avaliada atraves do teste de Ames (MARON; AMES,1983).

5.7.1 Linhagens utilizadas

Foram utilizadas as linhagens de Salmonella typhimurium TA 98, TA 97a e TA
100, cedidas pela Profa. Dra. Eliana Aparecida Varanda (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista-UNESP, Araraquara).

A linhagem TA 98 apresenta mutacdo no gene his D3052, o qual codifica a
histidinol desidrogenase, capaz de detectar compostos mutagénicos que causam
deslocamento do quadro de leitura do DNA. A TA 97a apresenta mutagcao no gene
his D6610, sendo capaz de detectar mutagénicos do tipo frameshift , e ainda é alvo
para mutacdo em residuos GC. A TA 100 apresenta mutacdo no gene his G46,
capaz de detectar mutagénicos que causam substituicbes nos pares de base,
principalmente G-C (MARON; AMES, 1983).

5.7.2 Preparo de in6culos de S. typhimurium

Pequena quantidade de cultura estoque foram inoculadas em meio caldo
Nutriente (Oxoid n° 2), e incubadas por 16 horas, a 37°C, a 160 rpm, de modo a
obter densidade de 1 a 2.10° UFC.

5.7.3 Meios de cultura e solucdes

Os meios de cultura, bem como as solugbes utilizadas nos testes foram

preparados conforme especificacdes de Maron e Ames (1983).

5.7.4 Mistura S9

Utilizou-se a fracdo microssomal homogeneizada de figado de rato S9

(MOLTOX®, preparada a partir de figado de roedores tratados com agentes
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indutores de enzimas, aroclor 1254). Tal fragdo é utilizada nos ensaios para
determinar se a substancia testada é mutagénica em sua forma original ou se

precisa sofrer metabolizacdo para tornar-se mutagénica.

5.7.5 Ensaio de mutagenicidade

Diferentes quantidades do oOleo essencial dissolvido em DMSO (Sigma-
Aldrich®), (0,025; 0,018; 0,0125; 0,00625; 0,003125 e 0,00156 puL/placa) foram
adicionadas a 0,5 mL de tampéo fosfato (pH 4) ou mistura S9 (quando em ensaio
com ativacdo metabdlica) e 0,1 mL de cultura bacteriana e incubados a 37 °C por 20
minutos. Decorrido este periodo, adicionou-se 2 mL de agar superficie
(suplementado com tracdes de histidina e biotina), seguido de homogeneizacéo,
sendo o material posteriormente vertido sob placas de meio minimo glicosado
(AMG). Como controle negativo utilizou-se DMSO, e positivos: 4-nitrofenilenodiamina
(NPD, Sigma-Aldrich®, ensaio sem ativacdo metabdlica) e 2-antramina (2-ANTR,
Sigma-Aldrich®, ensaio com ativacdo metabdlica).

Apbs solidificacdo do agar, as placas foram incubadas por 48 horas, a 37°C,
quando foram entdo realizadas a contagem do namero de colénias revertentes por
placa. Os ensaios foram conduzidos com e sem a mistura S9.

Além do numero de colbnias revertentes por placa calculou-se a razdo de
mutagenicidade (RM), dada pela férmula RM= média niumero colbnias revertentes
placa teste/ média numero colbnias revertentes controle negativo. Considerou-se
positivo para mutagenicidade, quando RM = 2 em pelo menos uma das doses
testadas, e quando houve uma relagcdo dose resposta entre as concentracdes
testadas e o numero de revertentes induzidos. A amostra foi considerada com
resultado negativo, quando a mesma néo induziu aumento significativo no nimero
de revertentes e seus RM foram < 2 (SANTOS, 2006). Os dados da mutagenicidade
dos extratos vegetais foram analisados utilizando-se o programa estatistico Salanal

(Integrated Laboratory Systems®).

5.8 AVALIACAO DO SISTEMA CONSERVANTE EM ALIMENTO

5.8.1 Microrganismo
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Para a avaliacdo do potencial conservante do 6leo essencial em suco de
laranja utilizou-se o microrganismo Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 4384 (DSM

2498) obtido da colecéo de culturas da Fundacdo André Tosello.

5.8.2 Estoque e manutencéo

A linhagem de A. acidoterrestris foi cultivada em meio Agar BAT por 5 dias a
45°C. Apds o crescimento, colbnias foram coletadas e transferidas para solucdo
salina 0,9% acidificada (pH 4,0). Ap6s homogeneizacao, o caldo foi centrifugado a
3000 g por 10 minutos, lavado por trés vezes e ressuspendido em caldo BAT e

glicerol (15%), e distribuidos em criotubos e mantidos em estoque a -20°C.

5.8.3 Preparo de solucéo de esporos de A. acidoterrestris

ApGs cultivo da linhagem de A. acidoterrestris em meio Agar BAT por 5 dias a
45°C, coldnias foram coletadas e transferidas para solucédo salina 0,9% acidificada
(pH 4,0). Apés homogeneizacdo, o material foi centrifugado a 3000 g por 20 minutos,
lavado por trés vezes e ressuspendido em solucdo salina acidificada. A solugéao
entdo foi submetida @ um choque térmico a 80° C por 10 minutos, seguido de
resfriamento a 20°C. A presenca de esporos foi confirmada através de coloragéo por
verde de malaquita. A solucéo foi diluida serialmente, e plaquada em meio Agar BAT
para quantificacédo do niimero de esporos. A diluicdo contendo 1.10° esporos.mL™ foi

escolhida para a realizacdo dos ensaios.
5.8.4 Suco de laranja

Os ensaios foram realizados utilizando-se suco de laranja concentrado
(FCOJ- Frozen Concentrated Orange Juice, 66° Brix) como matriz, gentilmente
cedido pela empresa Fischer S/A- Com. Ind. e Agricultura (Citrosuco), Matéo, SP,

Brasil.

5.8.5 Atividade do sistema conservante em suco de laranja
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O suco de laranja foi reconstituido com agua, até alcancar 11,5°Brix, com o
auxilio de refratbmetro (Atago-N-1E®). Em seguida, distribuido em garrafas de
volume util de 250 mL contendo 100 mL do suco. O material foi entdo autoclavado
para remocao de possiveis contaminantes.

ApOGs processo de esterilizacdo o suco foi adicionado de 0,125% (v:v) do
sistema conservante (combinacdo de 6leo essencial de L. origanoides TI 136-
carvacrol mais Tween 80®), o que corresponde a concentracéo de 0,625 puL.mL™ de
6leo essencial. Adicionou-se entdo 100 pL da solucdo de esporos contendo 1.10°
esporos.mL™, obtendo-se portanto, 1.10° esporos.mL™ de suco de laranja. Uma
garrafa de suco sem adicédo de conservante foi utilizada como controle. As garrafas
foram incubadas a 45 °C. A contagem do numero de esporos viaveis foi realizada
em periodos de 0, 7, 14 e 28 dias. Para a realizacdo da contagem, aliquotas de 10
mL foram retiradas e submetidas a tratamento de choque térmico, com seguinte
plagueamento em meio BAT, com incubacdo a 45 °C por 72 horas. Apés este

perfodo determinou-se o Log de UFC.mL™.

5.8.6 Avaliagdo da atividade antimicrobiana de suco de laranja contendo sistema

conservante
5.8.6.1 Determinacédo CIM

A atividade antimicrobiana de suco de laranja contendo conservante
(combinacdo de Oleo essencial de L. origanoides TI 136- carvacrol mais Tween
80®, 1:1; viv), foi determinada conforme descrito no item 5.3.4. Cerca de 200 uL do
suco de laranja reconstituido contendo ou ndo o sistema conservante foram
adicionados no primeiro poc¢o, com diluicbes seriadas. Como controles utilizou-se

sulfato de Gentamicina (64 ug.mL™) e Anfotericina B (32 pg.mL™).

5.8.6.2 Determinagdo CBM (Concentracdo Bactericida Minima) e CFM
(Concentracao Fungicida Minima)

A determinacdo das CBMs e CFMs foram realizadas conforme metodologia
desenvolvida por Hernandes et al. (2013).
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5.8.7 Andlise das caracteristicas sensoriais e pH do suco de laranja

Apoés processo de reconstituicdo e esterilizacdo, conforme descrito no item
5.8.5, sucos de laranja contendo ou ndo conservante, foram avaliados em tempos
TO, T7, T14 e T28 dias, quanto ao aspecto, cor, odor, sabor e valor de pH.
Observou-se a integridade do suco com conservante em relagdo a amostra sem
adicao de conservante no TO (controle) e nos tempos T7, T14 e T28 dias em relacao
a amostra no TO. As amostras foram avaliadas em cada item como: sem alteracao,
levemente modificada, modificada, e intensamente modificada.

A alteracéo de pH foi avaliada pHmetro (Digital PG 2000®). Considerou-se
como alterado, variacdes acima de 10%.

Os sucos foram armazenados durante o periodo de 28 dias a temperatura de
8 °C.

59 AVALIACAO DO SISTEMA CONSERVANTE EM PREPARACOES
FARMACEUTICAS

5.9.1 Preparagdes farmacéuticas

As preparacbes foram elaboradas e gentiimente cedidas pela Farmacia
Universitaria Cidinha Bonini, do curso de Ciéncias farmacéuticas da Universidade de
Ribeirdo Preto, sob responsabilidade e colaboragédo da Profa. Dra. Katyana F. B.
Camilo.

Para a avaliacdo do potencial conservante de 6leo essencial de L. origanoides
em preparacdes farmacéuticas, desenvolveu-se trés preparagfes, sendo creme
(Tabela 8), xarope (Tabela 9) e xampu (Tabela 10), contendo 0,125% do sistema
conservante (combinagdo de 0Oleo essencial de L. origanoides mais Tween 80®, na
proporcdo 1:1, viv), o que corresponde a 0,625 pL.mL™ ou 0,0625% do o6leo
essencial. O conservante foi adicionado ao final de cada formulagdo. Preparagtes

sem adicao do conservante também foram elaboradas como controles.



Tabela 8- Férmula centesimal do creme.
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Constituinte | Quantidade
Propilenoglicol 3%
Crodabase CR2 20 %
BHT (Butil hidroxitolueno ) 0,05 %
Triglicérides de acido. caprico/caprilico 1%
Agua deionizada 100 gsq (g)
Tabela 9- Formula centesimal do xarope.
Constituinte | Quantidade
Sacarose 85 %
Agua deionizada 100 gsq (mL)
Tabela 10- Férmula centesimal do xampu.
Constituinte | Quantidade
Lauril Eter Sulfato de soédio 25 %
Dietanolamida de acido graxo de coco 90 3%
cocoamidopropilbetaina 5%
Diestearato de PEG 6000 0,5%
Propilenoglicol 2%
Agua deionizada 100 gsq (9)

5.9.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana das preparacdes

5.9.2.1 Determinagéo CIM

A atividade antimicrobiana das preparacées contendo ou ndo o sistema
conservante foi determinada conforme descrito no item 5.3.4. Para os testes as
preparacdes foram pesadas e diluidas em agua destilada estéril, em concentracdes

iniciais de 10 mg.mL™.

5.9.2.2 Determinacdo CBM e CFM
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A determinacdo das CBMs e CFMs foram realizadas conforme metodologia
descrita por Hernandes et al. (2013).

5.9.3 Avaliacéo da eficacia do sistema conservante

5.9.3.1 Microrganismos

Os microrganismos desafiantes utilizados nos ensaios de validag&o e no teste
de eficacia de conservantes foram: Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Candida albicans
ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

5.9.3.2 Repique dos microrganismos

Cada linhagem foi retirada do estoque e repicada por semeadura em estrias
em meio agar. Em seguida repicadas em tubos inclinados contendo meios TSA
(Trypticase Soy Agar, Himedia®) (bactérias) e Sabouraud (Fungos) e incubadas a
35° C por 24 horas para bactérias, 25°C por 48 horas para fungo leveduriforme e 7
dias para fungo filamentoso.

5.9.3.3 Padronizacao da suspensao de microrganismos

5.9.3.3.1 Bactérias

As culturas bacterianas crescidas em tubo inclinado contendo meio de cultura
TSA foram adicionados 9 mL de solucao salina (0,9%) esterilizada. Essa suspensao
teve sua absorbancia ajustada em espectrofotémetro (Unico S2150®) em 0,100 -
0,125 (550 nm). Em seguida essa suspensdo ajustada foi submetida & diluicdo
decimal seriada em solucao salina até a obtenc&o da diluicdo 10°®. Aliquotas de 0,1
mL da suspensao ajustada e das diluicdes foram semeadas em triplicata a superficie
do meio TSA com o auxilio de rodinhos descartaveis. As placas foram entdo
incubadas em estufa a 35°C por 24 horas. Apdés esse periodo, as placas que
apresentavam entre 30 a 300 colbnias foram selecionadas para contagem do

namero de microrganismos viaveis.
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5.9.3.3.2 Fungo leveduriforme

A cultura de C. albicans crescida em tubo inclinado foram adicionados 9 mL
de solucdo salina (0,9%) esterilizada. Essa suspensdo teve sua absorbancia
ajustada em 2,000 (530 nm). Em seguida essa suspensao ajustada foi submetida &
diluicdo decimal seriada em solucao salina até a obtencéo da diluicdo 10°®. Aliquotas
de 0,1 mL da suspenséo ajustada e das diluicbes foram semeadas em triplicata a
superficie do meio Sabouraud com o auxilio de rodinhos descartaveis. As placas
foram entdo incubadas em estufa a 25°C por 48 horas. Apés esse periodo, as placas
que apresentavam entre 30 a 300 colbnias foram selecionadas para contagem do

namero de microrganismos viaveis.

5.9.3.3.3 Fungo filamentoso

A cultura de A. brasiliensis crescida em tubo inclinado foram adicionados 9
mL de solucado salina (0,9%) esterilizada. Essa suspensao foi submetida & diluicdo
decimal seriada em solucao salina até a obtenc&o da diluicdo 10°®. Aliquotas de 0,1
mL da das diluicdes foram semeadas em triplicata a superficie do meio Sabouraud
com o auxilio de algas em “T”. As placas foram entdo incubadas em estufa a 25°C
por 72 horas. ApOs esse periodo, realizou-se a contagem do numero de

microrganismos viaveis.

5.9.3.4 Validacdo da metodologia através da escolha de neutralizacdo do sistema

conservante

Pesou-se 1g das preparacdes-teste contendo o conservante e preparacoes-
teste sem conservante. Em seguida adicionou-se 9 mL do neutralizante Dey-
Engley® (Difco®), seguido da adi¢cdo de 1 mL do indculo, obtendo-se uma carga de
10® UFC.g™* (Unidade Formadora de Coldnia) de amostra. O mesmo foi realizado
com solugéo salina ao invés do neutralizante. Aliquotas de 0,1 mL foram semeadas
em superficie de meio agar em triplicatas. As placas foram incubadas a 35°C por 24
horas (bactérias), 25°C por 48 horas (levedura) e 72 horas (fungo filamentoso). A
média da recuperagdo dos microrganismos foi obtida pelas porcentagens de cada
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microrganismo. Os valores foram calculados e considerados como <70% ou >70%.
(USP, 2006; FREITAS, 2008).

5.9.3.5 Teste eficacia do sistema conservante

Cerca de 20 g de cada formulacao teste foram colocadas em 5 embalagens.
A cada uma delas inoculou-se 0,2 mL de suspensao padronizada de inéculo, para a
obtencao final de carga de 10° UFC.g™ formulacdo. Em seguida pesou-se 1 g da
formulacéo, e adicionou-se 9 mL de agente neutralizante Dey-Engley®, obtendo-se
a diluicdo 10, a qual foi subsequentemente diluida até 10

Controles foram realizados, utilizando-se 20 mL de solugdo salina, a qual foi
inoculada com a mesma carga microbiana das preparacdes. Em seguida 1 mL desta
suspensao foi diluido em 9 mL de Dey Engley®, com sequéncia de diluicdes até 10
5

Apbs as diluicdes aliquotas de 0,1 mL foram semeadas a superficie de placas
contendo meio agar adequados para cada microrganismo. As placas entdo foram
incubadas a 35°C por 24 horas (bactérias), 25°C por 48 horas (levedura) e 72 horas
(fungo filamentoso). Ap6s o crescimento, determinou-se o numero de UFC (Figura
3).

Figura 3- Esquema de execucao do teste de eficacia do sistema conservante

) ) 1g oulmi
Teste de ‘1)35@“70 daamostra em
omL de Dey Diluigdo em Dey Engley até 107
Engley
s Contaminagdo da
amostra ca'm 0s
microrganistios 10° v v v v v

VEC

20g da amostra
ou 20 mL de
solugdo salina

Plagueamento

Contagem UFC.4"

90, 97, I14 ¢ T 28 dias

Fonte: Autora.
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Os testes ocorreram nos periodos de TO, T7 dias, T14 dias e T28 dias, sendo
que a analise dos microrganismos viaveis dos controles de solugdo salina foi
realizada somente no TO.

Durante a realizacdo dos ensaios, as preparacdes foram mantidas em

temperatura ambiente, livre de umidade e excesso de luz.

5.9.3.5.1 Critério de aceitacdo de teste de eficacia do sistema conservante

Os critérios de aceitacdo adotados foram os mesmos definidos pela
Farmacopéia Americana (USP 34- NF29, 2010) (Tabela 11).

Tabela 11- Tipo de produtos e critérios de aceitacdo de eficacia de

conservantes.
Tipo de Microrganismo  7°dia 14° dia 28° dia
Produto
Bactérias - Deve haver N&o deve haver
reducéo de 2 aumento da
logs do n° de contagem em
Produtos de uso UFC relacdo ao
tépico inicialmente 1l4°dia
constituido de inoculados
base ou veiculo
aquoso (creme e Bolores e - N&o deve haver  N&o deve haver
xampu) Leveduras aumento do n° aumento do n°
de UFC de UFC
inicialmente inicialmente
inoculados inoculados
Bactérias - Deve haver N&o deve haver
reducdo de 1log aumento da
Produtos orais do n°® de UFC contagem em
constituidos de inicialmente relacdo ao
base ou veiculo inoculados 1l4°dia
aquoso (xarope)
Bolores e - N&o deve haver  N&o deve haver
Leveduras aumento do n° aumento do n°
de UFC de UFC
inicialmente inicialmente
inoculados inoculados

Fonte: USP 34- NF29, 2010.

5.9.4 Andlise das caracteristicas sensoriais e pH das preparacdes farmacéuticas
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As preparacdes foram avaliadas apos 24 horas de preparo (T0), T7 dias, T14
dias e T28 dias, quanto ao aspecto, cor, odor, e valor de pH. Observou-se a
integridade das preparacfes com conservante em relacdo a amostra sem adicéo de
conservante no TO (controle) e nos tempos T7, T1l4 e T28 dias em relacdo a
amostra no TO. As amostras foram avaliadas em cada item como: sem alteracao,
levemente modificada, modificada, e intensamente modificada.

A alteracdo de pH foi avaliada pesando-se 1g de cada formulacéo diluida em
9mL de agua destilada. O pH foi medido em pHmetro. Considerou-se como alterado,
variagdes acima de 10%.

As preparagfes foram mantidas durante o periodo do teste a temperatura

ambiente.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DA COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

O presente trabalho avaliou a composi¢cdo quimica de Oleos essenciais
obtidos de 117 espécies, coletadas em diferentes regides do Brasil, as quais foram
compreendidas em 3 géneros, Schinus (2 individuos), Lippia (113 individuos) e
Hyptis (2 individuos), pertencentes &s familias Anacardeaceae, Verbenaceae e
Lamiaceae, respectivamente.

A tabela 12, lista os componentes majoritarios identificados durante a andlise
cromatografica dos 6leos essenciais, tempo de retencdo desses compostos, indice
de retencdo de Kovats, além do rendimento das espécies produtoras de Oleos
essenciais.

Além de mais abundantes neste estudo, as espécies de Lippia também foram
as mais produtoras de Oleos essenciais, com destaque para L. origanoides X L.
velutina TI 105, L. velutina TI 59, L. grata Tl 61 e L. origanoides TI 90, com
rendimentos de 5,0, 5,1, 5,3 e 8,5%, respectivamente.

Com base na andlise dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais
extraidos, e identificacdes dos compostos majoritarios, constatou-se a existéncia de
quimiotipos dentro das espécies de Lippia estudadas.

As duas espécies de L. lupulina, foram quimicamente distintas, uma vez que
uma apresentou como constituintes majoritarios espatulenol e mirceno (Pratinha) e
outra biciclogermacreno e B-cariofileno (Argenita).

Dentro da espécie de Lippia alba, observou-se a presenca de trés
guimiotipos: fenchona, limoneno e outro com um composto majoritario nao
identificado.

A espécie L. origanoides apresentou 8 quimiotipos: carvacrol (50 individuos),
endo-fenchol (19 individuos), fenchona (1), p-cariofileno (3), timol (1),
biciclogermacreno(1), isoborneol (3) e canfora (1).

Dentro da espécie de L. grata, idenficaram-se 6 individuos, sendo
encontrados 2 quimiotipos, carvacrol (5 individuos, 83,3%) e endo-fenchol (1
individuo).

Indentificaram-se 6 individuos de L. velutina, sendo 1 constituido por timol, 1

endo-fenchol e 4 carvacrol (66,7%).
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JA os 16 hibridos de L. origanoides X L. velutina dividiram-se em 3
quimiotipos: carvacrol (13 individuos, 81,2%), p-cariofileno (2 individuos), e
isoborneol (1 individuo).

Do ponto de vista botanico segundo O’leary et al.( 2012) as espécies L.
velutina, L. microphylla e L. origanoides pertencem ao mesmo grupo, portanto estes
autores propdem que sejam consideradas uma sO espécie, denominada L.
origanoides. Entretanto, se por um lado existe grande semelhanca morfologica entre
esses individuos, por outro hd enorme diversidade quimica entre eles. Isso foi
constatado durante todo o presente estudo, a exemplo da L. microphylla que
apresentou baixo teor (1%) de 6leo e uma composicdo quimica muito diversa de
todos os individuos do grupo origanoides.

Segundo esta nova classificacdo, L. origanoides compreenderia 10
quimiotipos: carvacrol, endo-fenchol, fenchona, [-cariofileno, timol,
biciclogermacreno, isoborneol, canfora e longicanfelinona.

Os individuos do género Hyptis, H. cana e H carponifolia foram pouco
produtivos em 6leo (0,8 e 1,0 %, respectivamente) e a composicdo quimica foi
diversa, sendo o primeiro rico em sabineno e o segundo em 1,8-cineol.

O teor de 6leo essencial de plantas de Schinus weinmannifolius foi
diferenciado quanto as estacbes de verdo e inverno, sendo 1,0 e 2,5%
respectivamente. A composicdo dos compostos majoritarios também diferiu nas
duas estacdes, com maior acumulo de limoneno (15,4%), espatulenol (13,8%) e B-
pineno (12,8%) no verao, e biciclogermacreno (21,1%), cariofileno<(E)-> (10,4%), [-
pineno (10,1%) e germecreno D (9,9 %) no inverno.

A identificacdo dos principais constituintes é importante para compreender a
atividade antimicrobiana apresentada (BURT 2004; PAJOHI et al., 2011).



Tabela 12- Composi¢ao quimica e rendimento dos 6leos essenciais extraidos.

Cdédigo Material Vegetal Identificacdo Espécie Rendimento TR IK Composicao do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)

Chorao bonito (veréo) Schinus weinmannifolius 1,0 7,706 977 B- pineno 12,8 %

9,299 1031 limoneno 15,4 %

27,281 1585 espatulenol 13,8 %
Chorao bonito (inverno) Schinus weinmannifolius 2,5 6,886 978 B- pineno 10,1%

17,291 1421 <(E)-> - cariofileno 10,4%

18,586 1483 germacreno D 9,9%

18,89 1498 biciclogermacreno 21,17%
Lupulina Pratinha Lippia lupulina 0,5 7,962 987 mirceno 12,9%

22,421 1425 trans-cariofileno 9,6%

27,286 1585 espatulenol 13,0 %

27,423 1590 oxido cariofileno 8,2%
Alfazema de arvore Hyptis cana Pohl ex Benth. 0,8 6,755 972 sabineno 6,3 %

8,184 1032 n.i 21,5 %

17,306 1422 n.i 6,0 %

20,217 1564 n.i 6,0%
Lupulina Argenita Lippia lupulina 0,3 17,316 1422 B-cariofileno 6,2 %

18,614 1485 y-muuroleno 5,9 %

18,912 1499 biciclogermacreno 6,0 %
Cariri 3 Hyptis carponifolia 1,0 7,603 1009 A-careno 11,2 %

8,187 1033 1,8-cineol 16,1 %

20,765 1592 n.i 6,4 %
Varas 4 Lippia velutina 3,8 8,184 1032 1,8- cineol 2,9 %

14,4 1290 carvacrol 51,8 %

17,307 1422 n.i 2,6 %
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Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Alba 204 Lippia alba 0,9 8,187 1033 n.i 10,7 %
9,782 1097 fenchona 54,9 %
17,316 1422 B-cariofileno 3,2 %
18,615 1485 biciclogermacreno 3,3 %
Alba 205 Lippia alba 11 8,101 1029 limoneno 15,3 %
13,185 1238 n.i 13,7 %
13,881 1268 n.i 10,9 %
18,598 1484 y-muuroleno 8,3 %
Alba 207 Lippia alba 0,7 17,299 1422 n.il1l1,7 %
18,61 1485 y-muuroleno 2,9 %
20,7 1589 n.i 4,0 %
Lippia TI 5 Lippia origanoides 4.0 9,795 1098 endo- fenchol 57,9 %
11,669 1175 n.i 4,7%
18,898 1498 biciclogermacreno 9,5 %
Lippia T1 7 Lippia origanoides 4,0 9,786 1097 endo- fenchol 52,46 %
17,307 1422 B- cariofileno 4,7 %
18,902 1499 biciclogermacreno 8,4 %
Lippia T1 8 Lippia grata 4,2 8,101 1029 p- cimeno 9,1%
8,909 1062 y- terpineno 11,2%
14,803 1307 carvacrol 47,8%
Lippia Tl 10 Lippia velutina 4.4 8,004 1025 p-cimeno 7,4 %
8,813 1058 y- terpineno 3,3 %
14,43 1291 timol 61,3 %
Lippia TI 11 Lippia origanoides 3,3 8,001 1025 p-cimeno 9,1 %
8,806 1057 y- terpineno 7,6 %
14,609 1299 carvacrol 43,1%
Lippia Tl 14 Lippia origanoides 3,2 8,085 1028 p- cimeno 9,3 %
8,892 1061 y- terpineno 10,9 %
14,782 1306 carvacrol 46,1 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia Tl 15 Lippia origanoides 3,2 8,06 1027 p- cimeno 7,0 %
8,864 1060 y- terpineno 10,2 %
14,728 1304 carvacrol 39,9 %
Lippia Tl 16 Lippia origanoides 3,7 9,907 1102 endo-fenchol 52,4 %
17,403 1427 B- cariofileno 3,5 %
19,001 1504 biciclogermacreno 3,0 %
Lippia T1 17 Lippia grata 3,3 8,086 1028 p- cimeno 9,1 %
8,892 1061 y -terpineno 10,1 %
14,783 1306 carvacrol 44,6 %
Lippia Tl 19 Lippia origanoides X L. 3,6 7,999 1025 p- cimeno 9,2 %
velutina 8,803 1058 y -terpineno 6,6 %
14,597 1298 carvacrol 47,5 %
Lippia Tl 20 Lippia origanoides 4,0 9,912 1102 endo-fenchol 41,0 %
11,758 1178 n.i 6,8 %
18,991 1503 biciclogermacreno 5,8 %
Lippia Tl 21 Lippia origanoides 3,7 8,064 1028 p- cimeno 6,7 %
8,869 1060 y -terpineno 8,2 %
14,747 1305 carvacrol 38,6 %
Lippia T1 22 Lippia origanoides 4,9 9,905 1102 endo-fenchol 48,9 %
17,403 1427 B- cariofileno 4,1 %
19 1504 biciclogermacreno 4,1 %
Lippia T 23 Lippia origanoides 50 9,903 1102 endo-fenchol 49,4 %
17,384 1426 B- cariofileno 4,0 %
18,981 1503 biciclogermacreno 3,2 %
Lippia TI 25 Lippia origanoides 4,4 8,016 1026 p- cimeno 10,2 %
8,817 1058 y- terpineno10,0 %
14,621 1299 carvacrol 43,2 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia Tl 28 Lippia grata 3,2 8,087 1029 p- cimeno 8,5 %
8,893 1061 y- terpineno 8,6 %
14,783 1306 carvacrol 46,51 %
Lippia Tl 29 Lippia grata 3,5 8,092 1029 p- cimeno 8,3 %
8,898 1061 y- terpineno 8,4 %
14,795 1307 carvacrol 44,5 %
Lippia Tl 30 Lippia origanoides 3,9 8,084 1028 p- cimeno 7,0 %
8,888 1061 y- terpineno 7,1 %
14,782 1306 carvacrol 50,4 %
Lippia Tl 31 Lippia origanoides 3,0 7,992 1025 p- cimeno 9,2 %
8,795 1057 y- terpineno 7,6 %
14,614 1299 carvacrol 51,1 %
Lippia T1 32 Lippia origanoides 3,2 9,896 1102 endo-fenchol 57,8 %
18,975 1503 biciclogermacreno 2,7 %
Lippia Tl 33 Lippia origanoides 3,9 8,092 1029 p- cimeno 9,6 %
8,901 1061 y- terpineno 10,0 %
14,801 1307 carvacrol 46,7 %
Lippia Tl 36 Lippia origanoides X L. 4,5 8,09 1029 p- cimeno 9,4 %
velutina 8,897 1061 y- terpineno 10,1 %
14,8 1307 carvacrol 47,1 %
Lippia T1 38 Lippia origanoides X L. 3,6 7,99 1025 p- cimeno 9,9 %
velutina 8,795 1057 y- terpineno 12,0 %
14,603 1298 carvacrol 49,3 %
Lippia TI1 40 Lippia origanoides 3,0 9,79 1097 endo-fenchol 61,0 %
17,299 1422 B-cariofileno 2,7 %
18,895 1498 biciclogermacreno 2,0 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia Tl 42 Lippia origanoides 3,5 7,994 1025 p- cimeno 7,5 %
8,8 1057 y- terpineno 9,7 %
14,601 1298 carvacrol 40,6 %
Lippia Tl 44 Lippia origanoides 3,9 9,884 1101 endo-fenchol 42,2 %
11,746 1178 n.i 6,7 %
18,986 1503 biciclogermacreno 6,4 %
Lippia Tl 45 Lippia origanoides 3,8 7,998 1025 p- cimeno 8,3 %
8,8 1057 y- terpineno 8,0 %
14,595 1298 carvacrol 48,0 %
Lippia T1 47 Lippia origanoides 3,4 9,93 1050 fenchona 65,7 %
17,42 1089 n.i 4,0 %
19,017 1194 n.i 3,4 %
Lippia Tl 48 Lippia origanoides 3,3 9,951 1104 endo-fenchol 64,5 %
17,429 1428 B-cariofileno 4,1 %
19,026 1505 biciclogermacreno 4,3 %
Lippia Tl 49 Lippia origanoides 3,7 7,981 1024 p- cimeno 7,1 %
8,781 1057 y-terpineno 7,2 %
14,544 1296 carvacrol 52,5 %
Lippia Tl 51 Lippia origanoides 2,9 9,805 1098 endo-fenchol 54,8 %
17,307 1422 B-cariofileno 3,9 %
18,901 1499 biciclogermacreno 7,2 %
Lippia T1 52 Lippia origanoides 3,7 9,822 1099 endo-fenchol 69,6 %
17,311 1422 B-cariofileno 3,4 %
18,907 1499 biciclogermacreno 4,0 %
Lippia Tl 54 Lippia origanoides 4,0 8 1025 p- cimeno 7,5 %
8,8 1057 y-terpineno 8,7 %
14,599 1298 carvacrol 44,0 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia T 56 Lippia origanoides X L. 0,7 5,874 933 a-pineno 6,2 %
velutina 8,183 1032 n.i 22,2 %
17,309 1422 B-cariofileno 31,7 %
Lippia TI 59 Lippia velutina 51 9,907 1102 endo-fenchol 68,3 %
17,421 1427 B-cariofileno 3,1 %
19,02 1505 biciclogermacreno 5,7 %
Lippia Tl 60 Lippia origanoides 4,1 8,0 1025 p-cimeno 10,0 %
8,806 1058 y-terpineno 11,8 %
14,614 1299 carvacrol 44,6 %
Lippia Tl 61 Lippia grata 53 9,933 1103 endo-fenchol 62,45 %
17,433 1428 B-cariofileno 3,6 %
19,032 1505 biciclogmacreno 3,6 %
Lippia T1 62 Lippia origanoides 4,0 9,808 1098 endo-fenchol 62,6 %
17,315 1422 B-cariofileno 4,2 %
19,032 1499 biciclogmacreno 8,0 %
Lippia Tl 63 Lippia velutina 3,6 8,092 1029 p-cimeno 7,5 %
8,898 1061 y-terpineno 8,0 %
14,795 1307 carvacrol 45,9 %
Lippia Tl 64 Lippia grata 34 8,083 991 p- cimeno 6,8 %
9,899 1018 y-terpineno 14,7 %
14,793 1195 carvacrol 40,7 %
Lippia T1 65 Lippia origanoides 4,3 8,088 1029 p- cimeno 8,9 %
8,892 1061 y-terpineno 9,7 %
14,777 1306 carvacrol 46,0 %
Lippia TI 66 Lippia origanoides 4,0 8,028 1026 p- cimeno 8,3 %
8,832 1059 y-terpineno 9,6 %
14,638 1300 carvacrol 42,6 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia Tl 69a Lippia origanoides X L. 0,7 16,304 1375 n.i 3,9 %
velutina 17,294 1421 B-cariofileno 37,7 %

19,311 1519 y-cadineno 2,5 %

Lippia Tl 70 Lippia origanoides 3,7 8,012 1025 p-cimeno 9,8 %
8,812 1058 y-terpineno 11,2 %
14,803 1307 carvacrol 46,0 %

Lippia Tl 71 Lippia origanoides 3,7 11,055 1150 isoborneol 6,1 %
17,281 1421 n.i 6,5 %
18,877 1497 biciclogermacreno 9,0 %

Lippia origanoides X L. 3,3 7,999 1025 p- cimeno 8,5 %

Lippia T1 72 velutina 8,808 1058 y-terpineno 5,3 %
14,604 1298 carvacrol 55,5 %

Lippia Tl 73 Lippia origanoides 2,8 8,007 1025 p- cimeno 9,6 %
8,805 1058 y-terpineno 10,4 %
14,611 1299 carvacrol 54,5 %

Lippia Tl 75 Lippia origanoides 2,2 8,014 1026 p- cimeno 15,5 %
8,808 1058 y-terpineno 11,3 %
14,616 1299 carvacrol 30,1 %

Lippia T1 77 Lippia origanoides 3,3 7,99 1025 p- cimeno 8,9 %
8,794 1058 c-terpineno 7,9 %
14,609 1299 carvacrol 43,8 %

Lippia T1 78 Lippia origanoides 3,2 8,019 1026 p- cimeno 8,3 %
8,808 1058 y-terpineno 10,5 %
14,605 1298 carvacrol 38,6 %

Lippia TI 79 Lippia origanoides 3,0 8,009 1025 p- cimeno 8,5 %
8,804 1058 y-terpineno 11,3 %
14,613 1299 carvacrol 41,4 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)

Lippia T1 82 Lippia origanoides 3,4 7,997 1025 p- cimeno 7,6 %

8,802 1057 y-terpineno 5,4 %

14,622 1299 carvacrol 50,8 %
Lippia Tl 83 Lippia origanoides 0,9 9,812 1098 endo-fenchol 4,8 %

17,306 1422 B-cariofileno 6,3 %

18,904 1499 biciclogmacreno 5,0 %
Lippia Tl 84 Lippia origanoides 2,8 8,009 1025 p- cimeno 9,0 %

8,808 1058 y-terpineno 12,8 %

14,614 1299 carvacrol 43,1 %
Lippia Tl 85 Lippia origanoides 3,2 8,027 1026 p-cimeno 5,8 %

8,853 1060 y-terpineno 2,6 %

14,614 1299 carvacrol 44,8 %
Lippia Tl 86 Lippia origanoides X L. 2,3 7,999 1025 p-cimeno 8,4 %

velutina 8,797 1057 y-terpineno 12,5 %

14,601 1298 carvacrol 39,3 %

Lippia T1 87 Lippia origanoides X L. 3,9 8,011 1025 p-cimeno 8,8 %
velutina 8,809 1058 y-terpineno 13,2 %

14,618 1299 carvacrol 40,8 %
Lippia Tl 88 Lippia origanoides 3,3 7,988 1025 p-cimeno 10,4 %

8,79 1057 y-terpineno 9,7 %

14,589 1298 carvacrol 37,5 %
Lippia T1 90 Lippia origanoides 8,5 7,993 1025 p-cimeno 7,3 %

8,802 1057 y-terpineno 5,3 %

14,602 1298 carvacrol 52,7 %
Lippia T1 91 Lippia origanoides 2,7 8,006 1025 p-cimeno 7,4 %

8,805 1058 y-terpineno 16,8 %

14,6182 1299 carvacrol 30,0 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia Tl 94 Lippia origanoides 2,7 8,027 1026 p-cimeno 5,6 %
8,815 1058 y-terpineno 11,3 %
14,631 1300 carvacrol 30,7 %
Lippia T1 95 Lippia origanoides X L. 2,2 8,009 1025 p-cimeno 7,0 %
velutina 8,798 1057 y-terpineno 11,0 %
14,596 1298 carvacrol 44,7 %
Lippia Tl 96 Lippia velutina 2,6 8,019 1026 p-cimeno 6,4 %
8,798 1057 y-terpineno 13,8 %
14,595 1298 carvacrol 37,14 %
Lippia T1 97 Lippia origanoides X L. 4,0 8,002 1025 p-cimeno 10,6 %
velutina 8,802 1057 y-terpineno 11,0 %
14,614 1299 carvacrol 41, 5%
Lippia Tl 98 Lippia origanoides 4.7 8,034 1026 p-cimeno 8,4 %
8,826 1058 y-terpineno 7,2 %
14,665 1301 carvacrol 9,2 %
17,302 1422 B-cariofileno10,5 %
Lippia Tl 99 Lippia origanoides 3,8 8,003 1025 p-cimeno 9,6 %
8,801 1057 y- terpineno 12,6 %
14,605 1298 carvacrol 39,5 %
Lippia TI 100 Lippia origanoides 29 8,012 1025 p-cimeno 8,3 %
8,814 1058 y-terpineno 9,5 %
14,62 1299 carvacrol 43,5 %
Lippia TI 101 Lippia origanoides 4,0 8, 1025 p-cimeno 7,0 %
8,8 1058 y-terpineno 6,7 %
14,61 1299 carvacrol 47,0 %
Lippia TI 103 Lippia origanoides 2,7 7,989 1025 p-cimeno 6,1 %
8,791 1057 y-terpineno 8,8 %
14,594 1298 carvacrol 39,0 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacdo Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia Tl 104 Lippia origanoides X L. 50 6,256 950 canfeno 9,4 %
velutina 8,173 1032 1,8-cineol 12,5 %
11,067 1150 isoborneol 21,3 %
Lippia Tl 105 Lippia origanoides 3,9 9,975 1098 endo-fenchol 56,8 %
10,924 1144 n.i 2,0 %
17,331 1423 B-cariofileno 1,9 %
Lippia Tl 106 Lippia origanoides X L. 29 7,988 1025 p-cimeno 9,0 %
velutina 8,794 1058 y-terpineno 6,7 %
14,59 1298 carvacrol 50,3 %
Lippia Tl 107 Lippia velutina 4.0 8,013 1026 p-cimeno 5,8 %
8,809 1058 y-terpineno 6,3 %
14,604 1298 carvacrol 53,3 %
Lippia Tl 108 Lippia origanoides 2,5 8,191 1033 n.i 15,4 %
11,086 1151 isoborneol 25,7 %
17,318 1422 B-cariofileno 6,6 %
Lippia Tl 109 Lippia origanoides X L. 3,3 7,995 1025 p-cimeno 6,1 %
velutina 8,8 1058 y-terpineno 4,5 %
14,59 1298 carvacrol 41,1 %
17,298 1422 B-cariofileno 5,7 %
18,892 1498 biciclogmacreno 7,4 %
Lippia Tl 110 Lippia origanoides 3,0 6,243 950 canfeno 5,8 %
8,159 1031 1,8-cineol 15,2 %
11,051 1149 isoborneol 22,7 %
Lippia TI 111 Lippia origanoides 4,3 8,006 1025 p-cimeno 6,5 %
8,807 1058 y- terpineno 11,0 %
14,613 1299 carvacrol 31,3 %
Lippia Tl 112 Lippia origanoides 4,1 8,016 1026 p-cimeno 5,3 %
8,811 1058 y- terpineno 6,8 %
14,623 1299 carvacrol 16,5 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia T1 113 Lippia origanoides 3,6 9,801 1098 endo-fenchol 69,0 %
14,248 1283 bornil-acetato 1,5 %
18,903 1499 biciclogmacreno 4,7 %
Lippia TI 114 Lippia origanoides 3,1 9,77 1097 endo-fenchol 60,6 %
11,066 1150 isoborneol 1,7 %
18,896 1498 biciclogmacreno 2,0 %
Lippia Tl 115 Lippia origanoides 3,4 9,775 1097 endo-fenchol 66,6 %
17,312 1422 B-cariofileno 2,9 %
18,906 1499 biciclogmacreno 5,2 %
Lippia Tl 116 Lippia origanoides 4,7 9,793 1098 endo-fenchol 63,0 %
17,311 1422 B-cariofileno 2,9 %
18,904 1499 biciclogmacreno 5,2 %
Lippia Tl 117 Lippia origanoides 3,0 8,191 1033 1,8-cineol 6,9 %
11,082 1151 isoborneol 13,0 %
17,314 1422 n.i 9,8 %
Lippia Tl 118 Lippia origanoides 2,8 7,993 1025 p-cimeno 6,3 %
8,796 1057 y- terpineno 6,9 %
14,595 1298 carvacrol 32,4 %
Lippia T1 119 Lippia origanoides 3,8 7,996 1025 p-cimeno 9,2 %
8,8 1057 y- terpineno 8,7 %
14,6 1298 carvacrol 52,1 %
Lippia TI 120 Lippia origanoides 3,2 6,272 951 canfeno 12,5 %
8,191 1033 n.i 15,2 %
11,083 1151 canfora 26,9 %
Lippia Tl 121 Lippia origanoides 3,9 8,014 1026 p-cimeno 8,8 %
8,807 1055 y- terpineno 9,4 %
14,604 1298 carvacrol 27,4 %
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Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia T1 122 Lippia origanoides 3,2 8,025 1026 p-cimeno 6,1 %
8,856 1055 y- terpineno 3,6 %
14,604 1298 carvacrol 31,1 %
Lippia Tl 123 Lippia origanoides 3,6 7,988 1025 p-cimeno 6,7 %
8,786 1057 y- terpineno 11,9 %
14,59 1298 carvacrol 39,8 %
Lippia Tl 124 Lippia origanoides 4,3 7,99 1025 p-cimeno 6,1 %
8,792 1057 y- terpineno 7,0 %
14,599 1298 carvacrol 42,9 %
Lippia Tl 125 Lippia origanoides 3,0 7,991 1025 p-cimeno 8,9 %
8,792 1057 y- terpineno 10,1 %
14,593 1298 carvacrol 41,2 %
Lippia Tl 126 Lippia origanoides 2,6 7,997 1025 p-cimeno 10,5 %
8,796 1057 y- terpineno 12,4 %
14,601 1298 carvacrol 45,4 %
Lippia Tl 127 Lippia origanoides 29 7,998 1025 p-cimeno 8,3 %
8,793 1057 y- terpineno 9,8 %
14,593 1298 carvacrol 39,8 %
Lippia Tl 128 Lippia origanoides 2,6 8,013 1026 p-cimeno 5,8 %
8,838 1059 y- terpineno 2,7 %
14,397 1290 timol 49,9 %
Lippia TI 129 Lippia origanoides 1,9 8,009 1025 p-cimeno 6,7 %
8,8 1057 y- terpineno 16,4 %
14,596 1298 carvacrol 38,7 %
Lippia T1 130 Lippia origanoides 3,6 7,993 1025 p-cimeno 5,1 %
8,783 1057 y- terpineno 15,8 %
14,581 1297 carvacrol 36,8 %




Cdédigo Material Vegetal Identificacao Espécie Rendimento TR IK Composicéo do 6leo (% da
(%) (minutos) area do cromatograma)
Lippia TI1 131 Lippia origanoides 2,0 8 1025 p-cimeno 7,6 %
8,793 1057 y- terpineno 15,0 %
14,591 1298 carvacrol 42,1 %
Lippia Tl 132 Lippia origanoides 2,7 8,019 1026 p-cimeno 6,0 %
8,807 1058 y- terpineno 13,7 %
14,607 1299 carvacrol 36,3 %
Lippia Tl 133 Lippia origanoides 2,1 8,008 1025 p-cimeno 6,2 %
8,796 1057 y- terpineno 11,0 %
14,593 1298 carvacrol 52,7 %
Lippia Tl 134 Lippia origanoides X L. 2,2 7,998 1025 p-cimeno 6,0 %
velutina 8,785 1057 y- terpineno 11,7 %
14,585 1298 carvacrol 45,5 %
Lippia Tl 135 Lippia origanoides X L. 34 8,01 1025 p-cimeno 4,6 %
velutina 8,809 1058 y- terpineno 5,5 %
14,601 1298 timol 13,5 %
14,694 1302 carvacrol 19,37 %
Lippia Tl 136 Lippia origanoides Kunth 2,1 7,788 1024 p-cimeno 10,65 %
juncao* 8,589 1056 y- terpineno 12,2 %
14,393 1293 carvacrol 26,28 %

(n.i) Composto nao identificado (IK) indice de Kovats (TR) Tempo de Retencdo

* associacao dos individuos de Lippia origanoides produtores de carvacrol (Tl 11, 14, 15, 21, 30, 42, 49, 54, 55, 60, 65 e 66)
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6.1.1 Composicao quimica do Oleo essencial de L. origanoides (TI1136-carvacrol)

O perfil quimico do éleo essencial de L. origanoides Tl 136- carvacrol pode

ser observado na figura 4.

Figura 4- Cromatograma da analise de 6leo essencial de Lippia origanoides

Tl 136-carvacrol
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Fonte: Autora.

Foram identificados 81,62% dos compostos presentes no 6leo essencial de L.
origanoides TI 136- carvacrol), com predominancia de monoterpenos. O composto

carvacrol foi 0 mais abundante (26,28%) (Tabela 13).
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Tabela 13- Identificacdo da composicdo quimica de Oleo essencial de Lippia

origanoides TI136-carvacrol.

Tempo de Indice de % area Identificacao Classe
retencao Kovats

55 939 1,26 a-pineno monoterpeno
5,68 946 0,4 canfeno monoterpeno
6,07 960 0,46 tuja-2,4 (10-dieno) monoterpeno
6,88 989 2,0 mirceno monoterpeno
7,59 1016 2,33 a-terpineno monoterpeno
7,78 1024 10,65 p - cymeno monoterpeno
7,97 1031 0,44 1,8 cineol monoterpeno
8,58 1056 12,0 y-terpineno monoterpeno
9,57 1095 1,45 linalol monoterpeno
10,86 1148 0,5 canfora monoterpeno
12,71 1225 5,3 metil éter carvacrol monoterpeno
14,187 1285 2,54 timol monoterpeno
14,393 1293 26,28 carvacrol monoterpeno
17,073 1422 5,48 3 -cariofileno sesquiterpeno
17,47 1442 0,74 aromadendreno sesquiterpeno
17,84 1459 0,58 3 -santaleno sesquiterpeno
18,56 1495 0,88 viridifloreno sesquiterpeno
18,67 1500 7,34 biciclogermacreno sesquiterpeno
20,35 1585 0,79 espatulenol sesquiterpeno
20,537 1594 0,2 globulol sesquiterpeno

O carvacrol (Figura 5) é considerado um dos principais componentes de

certos Oleos essenciais que exercem atividade antimicrobiana, devido ndo somente

ao fato de sua alta abundancia em alguns 6leos, mas também pela alta atividade
especifica quando comparado aos outros constituintes dos O6leos essenciais
(VELDHUIZEN, et al., 2006).

Figura 5- Estrutura quimica do composto carvacrol

OH

Fonte: Autora.
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Os outros dois compostos majoritarios presentes no 0Oleo essencial de L.
origanoides, os hidrocarbonetos monoterpenos p-cimeno e y-terpineno, sao
precursores dos terpenos fendlicos, timol e carvacrol (Figura 6) (TAINTER;
GRENIS,1993; OLIVEIRA et al., 2007).

Em trabalho realizado por Oliveira et al. (2007), os autores também
identificaram um quimiotipo de L. origanoides, cuja proporcdo de compostos
majoritarios foi semelhante aos encontrados neste estudo, com 10,3% de p-cimeno,

4,1% de y-terpineno e 38,6% de carvacrol

Figura 6- Hidrocarbonetos monoterpenos precursores de timol e carvacrol

p-CcETEND carvacrol

OH

yterpineno / timol

OH

Fonte: Autora.

6.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS

6.2.1 Determinacgéo da CIM dos 0Oleos essenciais

Os oOleos essenciais avaliados mostraram significante atividade individual
contra os microrganismos Gram positivos e negativos.

Os 6leos essenciais das plantas denominados de Tl apresentaram menores
CIMs, maior espectro de acdo e, de modo geral, foram ativos para todas as
linhagens ensaiadas (Tabela 14).

As atividades antibacterianas mais expressivas foram obtidas com o 6leo

essencial das plantas contendo em sua composicdo o carvacrol como composto



78

majoritario, sendo elas L. origanoides (TI 45, 77, 88, 101 e 119) e L. origanoides X L.
velutina (T1 109 e 119).

Quanto a atividade antifungica, as espécies com menores CIMs foram L.
velutina (TI 10 - timol), L. origanoides (Tl 31, 118 e 119 - carvacrol) e L. origanoides
X L. velutina (TI 38 e 109- carvacrol).

As espécies de S. weinmannifolius, H. cana, e L. microphylla (Argenita 63)
nao demosntraram atividade antibacteriana e apresentaram especificidade frente a
linhagens fungicas.

A atividade pronunciada de L. origanoides Tl 136- carvacrol pode estar
relacionada a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos, aos quais vem sendo
atribuidas a acao antimicrobiana dos 6leos essenciais (KALEMBA; KUNICKA, 2003).

De acordo com Valeriano et al. (2012), o carater lipofilico dos monoterpenos
causa danos da estrutura da membrana celular. Por outro lado, o caréater hidrofilico
do grupo funcional &lcool esta diretamente relacionado & atividade antimicrobiana
dos terpendides (SFEIR et al., 2013; GRIFFIN et al., 1999).

As demais espécies estudadas ndo apresentaram acao antimicrobiana, ou

tiveram CIMs mais elevadas, a exemplo de L. alba.



Tabela 14- Concentracéo Inibitéria Minima dos 6leos essenciais (uL.mL™).
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Espécie B. E. coli L. k. P. S. S.aureus A, C.
subtillis ATCC monocytogenes pneumoniae  aeruginosa  enteritidis ATCC brasiliensis albicans
ATCC 25922 ATCC 7664 ATCC 4352 ATCC 9729 ATCC 6538 ATCC 16404 ATCC
6633 13076 10231
pL.mL™
S. weinmannifolius (veréo) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 12,5 25,0
S. weinmannifolius (inverno) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
H. cana >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 1,25 2,5
Lippia microphylla (63 Argenita) >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 0,62 2,5
H. carponifolia >5 >5 >5 5 >5 >5 >5 1,25 2,5
L. velutina (varas 4) 2,5 2,5 2,5 2,5 5 5 5 0,62 0,62
L. alba 204 5 5 5 >5 >5 5 1,25 >5 25
L. alba 205 5 >5 5 5 5 5 25 1,25 1,25
L. origanoides Tl 5 5 5 25 5 5 >5 5 1,25 2,5
L. origanoides Tl 7 25 25 5 5 2,5 25 5 1,25 25
L.grata Tl 8 2,5 2,5 2,5 5 5 5 2,5 1,25 25
L. velutina TI 10 2,5 2,5 1,25 2,5 1,25 25 2,5 0,62 0,62
L. origanoides TI 11 1,25 1,25 1,25 2,5 2,5 25 25 0,62 1,25
L. origanoides TI 14 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 0,62 1,25
L. origanoides TI 15 2,5 1,25 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 0,62 1,25
L. origanoides TI 16 5 2,5 2,5 5 2,5 5 5 1,25 2,5
L. grata Tl 17 5 25 5 25 5 25 25 1,25 1,25
L. origanoides X L. velutina TI 19 2,5 2,5 2,5 2,5 1,25 1,25 2,5 0,62 1,25
L. origanoides TI 20 5 5 2,5 2,5 5 5 5 1,25 2,5
L. origanoides TI 21 2,5 25 25 2,5 25 1,25 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 22 5 2,5 5 5 5 5 >5 1,25 2,5
L. origanoides TI 23 5 5 5 5 5 >5 >5 5 50
L. origanoides TI 25 5 1,25 25 5 5 25 2,5 0,62 1,25
L. grata Tl 28 5 25 5 5 5 5 2,5 0,62 1,25
L. grata Tl 29 25 25 25 2,5 5 5 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 30 5 1,25 2,5 2,5 5 5 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 31 25 1,25 25 2,5 2,5 25 2,5 0,62 0,62
L. origanoides TI 32 25 25 5 5 5 5 5 0,62 1,25
L. origanoides TI 33 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 25 2,5 1,25 2,5




80

Espécie B. E. coli L. k. P. S. S. aureus A. C.
subtillis ATCC monocytogenes pneumoniae  aeruginosa  enteritidis ATCC brasiliensis  albicans
ATCC 25922 ATCC 7664 ATCC 4352 ATCC 9729 ATCC 6538 ATCC 16404 ATCC
6633 13076 10231
L. origanoides TI 35 5 >5 >5 >5 >5 >5 5 50 50
L. origanoides X L. velutina TI 38 2,5 25 25 25 25 2,5 25 0,62 0,62
L. origanoides TI 40 5 25 25 2,5 2,5 5 5 >5 1,25
L. origanoides Tl 41 5 25 25 2,5 5 5 5 1,25 2,5
L. origanoides Tl 42 2,5 2,5 2,5 25 25 25 1,25 0,62 1,25
L. origanoides Tl 44 5 2,5 5 5 5 25 2,5 5 2,5
L. origanoides TI 45 2,5 1,25 2,5 1,25 1,25 25 1,25 0,62 1,25
L. origanoides TI 47 2,5 5 2,5 5 5 5 5 1,25 2,5
L. origanoides TI 48 5 2,5 2,5 2,5 5 5 5 2,5 2,5
L. origanoides TI 49 2,5 2,5 2,5 5 5 2,5 2,5 0,62 2,5
L. origanoides TI 51 5 5 5 5 5 5 5 2,5 2,5
L. origanoides TI 52 5 2,5 5 5 5 5 5 1,25 2,5
L. origanoides TI 54 2,5 1,25 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 55 5 2,5 2,5 25 25 25 2,5 1,25 1,25
L. origanoides x L. velutina TI 56  >5 5 >5 5 5 5 5 1,25 2,5
L. velutina TI 59 5 5 >5 5 5 >5 >5 1,25 25
L. origanoides TI 60 25 25 25 5 2,5 25 2,5 0,62 1,25
L. grata Tl 61 >5 >5 >5 5 >5 >5 5 0,62 25
L. origanoides TI 62 5 5 2,5 5 5 5 5 2,5 2,5
L. velutina Tl 63 25 25 25 5 25 25 25 1,25 25
L. grata Tl 64 25 1,25 5 25 5 5 25 0,62 1,25
L. origanoides TI 65 2,5 5 2,5 1,25 1,25 2,5 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 66 2,5 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 2,5 0,62 1,25
L. origanoides Tl 68a >5 >5 >5 >5 >5 >5 2,5 1,25 2,5
L. origanoidesX L. velutinaTl 69a >5 >5 5 5 5 5 5 0,62 2,5
L. origanoides TI 70 25 1,25 25 2,5 2,5 25 1,25 2,5 1,25
L. origanoides TI 71 5 5 5 5 5 5 1,25 2,5 2,5
L. origanoides X L. velutina TI 72 2,5 2,5 25 2,5 2,5 25 1,25 1,25 2,5
L. origanoides TI 73 25 25 2,5 2,5 2,5 25 2,5 1,25 25
L. origanoides TI 75 25 2,5 25 2,5 2,5 25 1,25 0,62 1,25
L. origanoides TI 77 1,25 0,62 0,31 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
L. origanoides TI 78 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 25 1,25 1,25 0,62
L. origanoides TI 79 25 25 1,25 2,5 2,5 25 1,25 0,62 1,25
L. origanoides X L. velutina TI 81 2,5 1,25 1,25 2,5 2,5 25 2,5 0,62 1,25
L. origanoides TI 82 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 25 1,25 1,25 1,25




81

Espécie B. E. coli L. k. P. S. S. aureus A. C.
subtillis ATCC monocytogenes pneumoniae  aeruginosa  enteritidis ATCC brasiliensis  albicans
ATCC 25922 ATCC 7664 ATCC 4352 ATCC 9729 ATCC 6538 ATCC 16404 ATCC
6633 13076 10231
L. origanoides TI 83 5 5 5 5 25 5 25 1,25 0,31
L. origanoides Tl 84 25 1,25 25 1,25 25 2,5 25 0,62 1,25
L. origanoides TI 85 25 1,25 25 2,5 2,5 25 2,5 0,62 1,25
L. origanoides X L. velutina TI 86 2,5 25 1,25 2,5 2,5 25 2,5 0,62 1,25
L. origanoides X L. velutina TI 87 2,5 25 25 25 25 25 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 88 25 1,25 2,5 2,5 1,25 1,25 1,25 2,5 1,25
L. origanoides TI 90 5 5 5 5 5 2,5 5 ne ne
L. origanoides Tl 91 2,5 5 2,5 5 5 5 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 93 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 1,25 0,62 1,25
L. origanoides Tl 94 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 5 2,5 1,25 0,62
L. origanoides X L. velutina TI95 2,5 2,5 2,5 1,25 1,25 2,5 1,25 0,62 1,25
L. velutina Tl 96 1,25 25 1,25 25 25 25 25 1,25 1,25
L. origanoides X L. velutina TI 97 2,5 2,5 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 1,25 1,25
L. origanoides TI 98 25 1,25 2,5 25 25 25 1,25 0,62 25
L. origanoides TI 99 25 1,25 2,5 2,5 2,5 25 2,5 2,5 1,25
L. origanoides TI 100 25 25 1,25 2,5 2,5 25 1,25 1,25 1,25
L. origanoides TI 101 25 1,25 1,25 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
L. origanoides TI 103 25 25 25 5 5 5 2,5 1,25 25
L. origanoides X L. velutina Tl 5 5 5 5 5 >5 5 0,62 2,5
104
L. origanoides TI 105 2,5 5 1,25 5 2,5 5 5 0,62 2,5
L. origanoides X L. velutina Tl 1,25 2,5 1,25 2,5 2,5 1,25 0,62 0,62 1,25
106
L. velutina Tl 107 25 25 25 25 25 25 25 1,25 1,25
L. origanoides TI 108 5 5 5 >5 >5 >5 5 5 5
L. origanoides X L. velutina Tl 1,25 1,25 1,25 2,5 1,25 1,25 1,25 0,62 0,62
109
L. origanoides TI 110 >5 5 >5 >5 >5 >5 5 1,25 2,5
L. origanoides TI 111 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 25 1,25 1,25 1,25
L. origanoides TI 112 5 2,5 5 >5 5 >5 2,5 1,25 2,5
L. origanoides TI 113 2,5 5 5 5 >5 >5 5 1,25 25
L. origanoides Tl 114 2,5 5 5 >5 >5 >5 >5 1,25 25
L. origanoides TI 115 5 25 25 5 5 5 5 0,62 25
L. origanoides TI 116 25 25 25 5 2,5 5 5 1,25 1,25
L. origanoides TI 117 >5 >5 >5 >5 >5 >5 2,5 1,25 1,25
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Espécie B. E. coli L. k. P. S. S. aureus A. C.
subtillis ATCC monocytogenes pneumoniae  aeruginosa  enteritidis ATCC brasiliensis  albicans
ATCC 25922 ATCC 7664 ATCC 4352 ATCC 9729 ATCC 6538 ATCC 16404 ATCC
6633 13076 10231

L. origanoides TI 118 25 25 1,25 25 25 2,5 1,25 0,62 0,62

L. origanoides TI 119 25 1,25 0,31 1,25 1,25 1,25 2,5 0,62 0,62

L. origanoides TI 120 25 5 25 >5 2,5 >5 5 0,62 2,5

L. origanoides TI 121 2,5 2,5 2,5 25 1,25 25 2,5 0,62 25

L. origanoides TI 122 2,5 1,25 2,5 2,5 1,25 25 2,5 0,62 1,25

L. origanoides TI 123 2,5 2,5 1,25 2,5 1,25 25 2,5 0,62 1,25

L. origanoides TI 124 2,5 2,5 2,5 2,5 1,25 2,5 2,5 1,25 2,5

L. origanoides TI 125 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 1,25 0,62 1,25

L. origanoides TI 126 2,5 2,5 2,5 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5

L. origanoides TI 127 2,5 1,25 2,5 2,5 2,5 2,5 1,25 0,62 1,25

L. origanoides TI 128 1,25 1,25 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 0,62 1,25

L. origanoides TI 129 2,5 2,5 5 5 5 2,5 2,5 1,25 2,5

L. origanoides TI 130 5 2,5 5 5 25 5 1,25 1,25 25

L. origanoides TI 131 2,5 2,5 2,5 2,5 5 25 2,5 0,62 25

L. origanoides TI 133 5 5 5 5 2,5 25 5 1,25 25

L. origanoides X L. velutina TI 25 25 25 5 2,5 5 2,5 1,25 25

134

L. origanoides X L. velutina Tl 25 5 25 5 1,25 2,5 2,5 1,25 1,25

135

L. origanoides Tl 136 n.e 1,25 n.e n.e 1,25 n.e 2,5 0,625 2,5

sulfato de Gentamicina (ug.mL™) 2,5 5 2,5 1,25 5 0,62 5 n.e n.e

Anfotericina B (pg.mL‘l) n.e n.e n.e n.e n.e n.e n.e 2,0 1,0

Nipagin® 0,15% 0,15% 0,15% 0,3% 0,3% 0,3% 0,3% 0,075% 0,1%

(n.e) ndo ensaiado
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Bactérias Gram negativas geralmente sdo menos susceptiveis aos 6leos
essenciais que as Gram positivas (TROMBETTA et al., 2005; HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012), isso porque a parede das Gram negativas contém
lipopolisacarideos hidrofilicos, os quais criam uma barreira contra macromoléculas e
compostos hidrofébicos, o que faz com quem essas sejam mais tolerantes aos
compostos antimicrobianos encontrados nos 0Oleos essenciais (NIKAIDO, 1994,
2003; HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012). Todavia os resultados obtidos neste
estudo com os Oleos essenciais ensaiados foram promissores tanto frente a

microrganismos Gram positivos quanto Gram negativos.

6.2.2 Ensaios de sinergismo

6.2.2.1 Avaliacdo do efeito sinérgico de Oleo essencial de L. origanoides (Tl 45-

carvacrol) em associacdo com Nipagin® na atividade antimicrobiana

A interacdo sinérgica ocorreu entre 6leo essencial de L. origanoides (TI 45-
carvacrol) e Nipagin® frente a linhagem de S. aureus na concentracdo de 0,625
uL.mL™ de 6leo e 0,0023% de Nipagin® (Tabela 17), e esta mesma concentracdo
promoveu interacdo aditiviva frente as demais linhagens bacterianas, reduzindo em
até 130 vezes a concentracdo do conservante comercial e até 4 vezes a do dleo.
(Tabelas 15, 16 e 18). Para as linhagens fingicas, a combinacédo de 0,625 uL.mL™
de Oleo e 0,018% de Nipagin® apresentou efeito sinérgico, com reducédo da
concentracéo dos ativos em 4 vezes (Tabelas 19 e 20).

Tabela 15- Avaliagdo do efeito combinatorio de 6leo essencial de Lippia
origanoides (Tl 45- carvacrol) (uL.mL?) com Nipagin® (%) frente a
Escherichia coli ATCC 25922.

CIM L. Origanoides (TI 45) (uL.mL'l) CIM Nipagin® (%) ICIF Interacéo
5,0 <0,0023 4,03 A

2,5 <0,0023 2,03 |

1,25 <0,0023 1,03 I

0,625 <0,0023 0,53 A"

0,312 0,037 0,74 A

0,156 0,075 1,12 |

0,078 0,075 1,06 |

(A) antagbnica (A") aditiva (I) indiferente ICIF= indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (Tl 45) = 1,25 p,lL.mL'1 CIM Nipagin® = 0,075 %
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Tabela 16- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 45- carvacrol) (uL.mL™?) com Nipagin® (%) frente a

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

CIM L. Origanoides (TI 45) (|,1L.mL'1) CIM Nipagin® (%) ICIF Interacéo
5,0 <0,0023 4,03 A

2,5 <0,0023 2,03 I

1,25 <0,0023 1,03 A

0,625 <0,0023 0,53 A

0,312 0,075 0,49 S

0,156 0,15 0,62 A

0,078 0,3 1,06 I

(A) antagbnica (A") aditiva (I) indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentrag&o
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (T145) = 1,25 uL.mL™ CIM Nipagin® = 0,3 %

Tabela 17- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 45- carvacrol) (uL.mL?) com Nipagin® (%) frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

CIM L. origanoides (Tl 45) (uL.mL’l) CIM Nipagin® (%) ICIF Interacao
50 <0,0023 2,03 I

2,5 <0,0023 1,03 I

1,25 <0,0023 0,53 A

0,625 <0,0023 0,25 S

0,312 0,0093 0,15 S

0,156 0,15 0,56 A"

0,078 0,3 1,03 I

(A") aditiva (1) indiferente (S) sinérgica
CIM L. origanoides (T145) = 2,5 uL.mL™

ICIF= indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM Nipagin® = 0,3 %

Tabela 18- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 45- carvacrol) (uL.mL™) com Nipagin® (%) frente & Listeria

monocytogenes ATCC 7664.

CIM L. origanoides (Tl 45) (uL.mL'l) CIM Nipagin® (%) ICIF Interacéo
50 <0,0023 4,03 A

2,5 <0,0023 2,03 |

1,25 <0,0023 1,03 I

0,625 <0,0023 0,53 A

0,312 0,075 1,24 I

0,156 0,075 1,12 I

0,078 0,15 2,06 I

(A) antagbnica (A") aditiva (1) indiferente ICIF= Indice de Concentracao Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (Tl 45) = 1,25 uL.mL'l CIM Nipagin® = 0,075 %
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Tabela 19- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia

origanoides (TI 45- carvacrol) (uL.mL™) com Nipagin® (%) frente & Candida

albicans ATCC 10231.

CIM L. origanoides (Tl 45) (uL.mL'l) CIM Nipagin (%) ICIF Interacéo
5,0 <0,0023 2,03 |

2,5 <0,0023 1,03 |

1,25 <0,0023 0,53 A

0,625 0,018 0,49 S

0,312 0,075 1,12 A"

0,156 0,15 2,06 I

0,078 0,15 2,03 I

(A") aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentrag&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (T145) = 2,5 uL.mL™" CIM Nipagin® = 0,075 %

Tabela 20- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia

origanoides (TI 45- carvacrol) (uL.mL™) com Nipagin® (%) frente a Aspergillus

brasiliensis ATCC 16404.

CIM L. origanoides (Tl 45) (uL.mL'l) CIM Nipagin® (%) ICIF Interacéo
5,0 <0,0023 2,03 |

2,5 <0,0023 1,03 |

1,25 <0,0023 0,53 A

0,625 0,018 0,49 S

0,312 0,075 1,12 A

0,156 0,075 1,06 |

0,078 0,075 1,03 |

(A" aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentracao Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (T145) = 2,5 pL.mL'1 CIM Nipagin® = 0,075 %

6.2.2.2 Avaliacdo do efeito sinérgico de 6leo essencial de L. origanoides (Tl 128-

timol) em associacdo com Nipagin® na atividade antimicrobiana

Reducbes de até 130 vezes de Nipagin® foram observadas quando o mesmo

foi ensaiado com 0leo essencial de L. origanoides (T1 128 - timol) em concentracdes

de 0,0023% e 0,625 pL.mL™" respectivamente. Nessas concentracdes o sinergismo

foi constatado frente as linhagens E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, e para L.

monocytogenes e C. albicans a combinacao foi aditiva (Tabela 21 a 25).

Embora a combinagédo de Oleo essencial de L. origanoides 128- timol tenha

possibilitado a reducdo da concentracdo de Nipagin®, o principio ativo timol,

constituinte majoritario do 6leo, possui caracteristicas sensoriais acentuadas, o que
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poderia levar a alteracdes organolépticas das preparacdes ou alimentos contendo tal

6leo essencial como conservante.

Tabela 21- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 128- timol) (uL.mL™) com Nipagin® (%) frente & Escherichia

coli ATCC 25922.

CIM L. Origanoides (T1128) (uL.mL™) CIM Nipagin® (%) ICIF Interacéo
10 <0,0023 403 A
5,0 <0,0023 2,03 |
2,5 <0,0023 1,03 |
1,25 <0,0023 0,53 A"
0,625 <0,0023 0,28 S
0,312 0,037 061 A"
0,156 0,075 1,06 |

(A) antagénica (A") aditiva () indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentragéo
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (T1128) = 2,5 uL.mL™ CIM Nipagin® = 0,075 %

Tabela 22- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia

origanoides (TI 128- timol) (uL.mL?) com Nipagin® (%) frente a

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

ICIF Interacéo

CIM L. origanoides (TI 128) (uL.mL™) CIM Nipagin® (%)
10 <0,0023

50 <0,0023

2,5 <0,0023

1,25 <0,0023

0,625 <0,0023

0,312 0,15

0,156 0,3

40 |
20 |
1,0 A
05 S
0,25 S
062 A"
1,06 |

(A" aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentracao Inibitéria Fracionada

CIM L. origanoides (Tl 128) = 2,5 uL.mL’1 CIM Nipagin® = 0,3 %
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Tabela 23- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia
origanoides (Tl 128- timol) (uL.mL™) com Nipagin® (%) frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

CIM L. origanoides (Tl 128) (uL.mL™) CIM Nipagin® (%) ICIF Interag&o

10 <0,0023 40 |
5,0 <0,0023 2,0 |
2,5 <0,0023 10 A"
1,25 <0,0023 05 S
0,625 <0,0023 025 S
0,312 0,018 0,18 S
0,156 0,15 0,56 A"

(A") aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (Tl 128) = 2,5 pL.mL'1CIM Nipagin® = 0,3 %

Tabela 24- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia
origanoides (TI 128- timol) (uL.mL™) com Nipagin® (%) frente & Listeria
monocytogenes ATCC 7664.

CIM L. origanoides (TI 128) (uL.mL™) CIM Nipagin® (%) ICIF Interacéo
10 <0,0023 8,01 A

50 <0,0023 4,01 1

2,5 <0,0023 2,01 |

1,25 <0,0023 1,51 |

0,625 <0,0023 051 A"

0,312 0,0093 0,30 S

0,156 0,15 1,12 |

(A) antagbnica (A") aditiva () indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentracéo
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (Tl 128) = 1,25 pL.mL'1 CIM Nipagin® = 0,15 %
Tabela 25- Avaliagdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia
origanoides (Tl 128- timol) (uL.mL™®) com Nipagin® (%) frente & Candida
albicans ATCC 10231.

CIM L. origanoides (Tl 128) (uL.mL™) CIM Nipagin®%) ICIF Interacéo
10 <0,0023 8,03 A

5,0 <0,0023 4,03 A

2,5 <0,0023 2,03 |

1,25 <0,0023 1,03 |

0,625 <0,0023 0,53 A’

0,312 0,037 0,73 A’

0,156 0,075 1,12 |

(A) antagbnica (A") aditiva (I) indiferente ICIF= indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (T1128) = 1,25 pL.mL"1CIM Nipagin® = 0,075 %
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6.2.2.3 Avaliacdo do efeito sinérgico de 6leo essencial de L. origanoides (Tl 45-
carvacrol) em associacdo com L. origanoides (Tl 40- endo-fenchol) na atividade

antimicrobiana

A combinacdo sinérgica que apresentou maior espectro de acgéo
antimicrobiana foi 0,312 pL.mL™* de 6dleo essencial de L. origanoides (Tl 45-
carvacrol) com 0,625 uL.mL™ de 6leo de L. origanoides (Tl 40- endo-fenchol),
atingindo todos os microrganismos, com excecdo de C. albicans, para qual a
combinacéo de 0,312 uL.mL™ dos dois 6leos promoveu um efeito sinérgico (Tabelas

26 a 31).

Tabela 26- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia
origanoides (Tl 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 40- endo-fenchol)
(uL.mL™) frente & Escherichia coli ATCC 25922.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacéo
(T140) (uL.mL™) (T145) (uL.mL™)

10 <0,039 1,03 |

5,0 0,156 0,62 A"

2,5 0,312 049 S

1,25 0,312 0,36 S

0,625 0,312 0,30 S

0,312 0,625 0,53 A"
0,156 0,625 051 A"

(A") aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (T1 40) = >10,0 pL.mL"l CIM L. origanoides (Tl 45) =1,25 uL.mL'l

Tabela 27- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia
origanoides (Tl 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 40- endo-fenchol)

(uL.mL™) frente & Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacdo
(T140) (uL.mL™) (T145) (uL.mL™)

10,0 0,312 1,24 |

5,0 0,312 0,74 A’

2,5 0,312 049 S

1,25 0,312 0,36 S

0,625 0,312 0,30 S

0,312 0,625 0,53 A"
0,156 0,625 051 A"

(A" aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentrag&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (Tl 40) = >10,0 uL.mL'1 CIM L. origanoides (Tl 45) =1,25 ;.1L.mL'l



89

Tabela 28- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 40- endo-fenchol)

(uL.mL™) frente & Staphylococcus aureus ATCC 6538.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacédo
(T140) (uL.mL™) (T1 45) (uL.mL™)

10,0 0,312 1,24 |

5,0 0,312 0,74 A"

2,5 0,312 049 S

1,25 0,312 0,36 S

0,625 0,312 0,30 S

0,312 0,625 0,53 A"
0,156 0,625 051 A"

(A" aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (T1 40) = >10,0 uL.mL'1 CIM L. origanoides (Tl 45) =1,25 uL.mL'1

Tabela 29- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 40- endo-fenchol)

(uL.mL™) frente & Listeria monocytogenes ATCC 7664.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacédo
(T140) (uL.mL™) (T145) (uL.mL™)

10,0 0,312 1,12 |

5,0 0,312 0,62 A"

2,5 0,312 0,37 S

1,25 0,312 024 S

0,625 0,312 0,18 S

0,312 0,312 015 S

0,156 0,625 0,26 S

(A" aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentrag&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (TI 40) = >10,0 uL.mL™ CIM L. origanoides (Tl 45) = 2,5 uL.mL™

Tabela 30- Avaliagdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 40- endo-fenchol)

(uL.mL™) frente & Candida albicans ATCC 10231.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacédo
(T140) (uL.mL™) (T145) (uL.mL™)

10,0 0,625 1,25 |

5,0 0,625 0,75 A"

2,5 0,625 050 S

1,25 0,625 0,37 S

0,625 0,625 031 S

0,312 0,625 0,28 S

0,156 1,25 051 A"

(A" aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (TI 40) = >10,0 uL.mL™" CIM L. origanoides (T1 45) =2,5 uL.mL"
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Tabela 31- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia
origanoides (Tl 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 40- endo-fenchol)

(uL.mL™) frente & Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacédo
(T140) (uL.mL™) (T145) (uL.mL™)

10,0 0,312 1,24 |

5,0 0,312 0,74 A"

2,5 0,312 049 S

1,25 0,312 0,36 S

0,625 0,312 0,30 S

0,312 0,625 0,53 A"
0,156 0,625 051 A"

(A" aditiva (1) indiferente (S) sinérgicalCIF= indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (T1 40) = >10,0 pL.mL'1 CIM L. origanoides (Tl 45) =1,25 pL.mL'1

6.2.2.4 Avaliacdo do efeito sinérgico de 6leo essencial de L. origanoides (Tl 45 -
carvacrol) em associagdo com L. origanoides (Tl 128- timol) na atividade

antimicrobiana

A combinacdo de 0,039 pL.mL™* de L. origanoides (TI 45- carvacrol) com
0,625 pL.mL™ de L. origanoides (Tl 128- timol) apresentou interacéo sinérgica
guando ensaiada frente aos microrganismos E. coli, S. aureus e C. albicans,
mostrando-se aditiva para A. brasiliensis , com redu¢des na concentracdo dos ativos
em 64 e 4 vezes (Tabelas 32, 34, 36 e 37). Para o microrganismo P. aeruginosa e L.
monocytogenes a interacdo teve efeito sinérgico quando se utilizou 0,078 pL.mL™ de
L. origanoides (TI 45) e 0,625 pL.mL™ de L. origanoides (Tl 128), com reducdes de
32 e 4 vezes respectivamente (Tabelas 33 e 35).

Como outrora citado, o uso de 0Oleo essencial contendo timol (Tl 128), ainda
que possibilite redu¢des nas concentragdes dos outros ativos, € caracterizado por
forte odor, o que afetaria as caracteristicas organolépticas dos produtos a serem

futuramente conservados.
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Tabela 32- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (TI 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 128- timol) (uL.mL™)

frente a Escherichia coli ATCC 25922.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides (Tl ICIF Interacédo
(T1128) (UL.mL™) 45) (uL.mL™

10 <0,039 4,03 A

50 <0,039 2,03 |

2,5 <0,039 1,03 |

1,25 <0,039 053 A"

0,625 <0,039 0,15 S

0,312 0,156 0,24 S

0,156 0,312 031 S

(A) antagébnica (A") aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentragao Inibitoria
Fracionada CIM L. origanoides (Tl 128) = 2,5 uL..mL™ CIM L. origanoides (Tl 45) = 1,25

pL.mL?

Tabela 33- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (TI 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 128- timol) (uL.mL™)

frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacédo
(T1128) (UL.mL™) (T145) (uL.mL™)

10 <0,039 401 A

5,0 <0,039 2,01 1

2,5 <0,039 1,01 |

1,25 <0,039 0,51 A"

0,625 0,078 0,28 S

0,312 0,156 0,18 S

0,156 0,312 0,18 S

(A) antagénica (A") aditiva (I) indiferente (S) sinérgica

2,5 uL.mL™?

ICIF= Indice de Concentracgéo
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (Tl 128) =25 pL.mL’1 CIM L. origanoides (Tl 45) =
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Tabela 34- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia
origanoides (TI 45- carvacrol) com Lippia origanoides (T 128- timol) (uL.mL™)

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacédo
(T1128) (UL.mL™) (T1 45) (UL.mL™)

10 <0,039 4,01 A

50 <0,039 2,01 |

2,5 <0,039 1,01 |

1,25 <0,039 0,51 A"

0,625 <0,039 0,26 S

0,312 0,078 0,15 S

0,156 0,312 0,18 S

(A) antagénica (A") aditiva (I) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentragio
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (T1 128) = 2,5 uL.mL™ CIM L. origanoides (T 45) =
2,5 uL.mL?

Tabela 35- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia
origanoides (TI 45- carvacrol) com Lippia origanoides (TI 128- timol) (uL.mL™)

frente a Listeria monocytogenes ATCC 7664.

CIM L. origanoides (Tl 128) CIM L. origanoides ICIF Interacdo
(uL.mL™ (T1 45) (uL.mL™)

10 <0,039 4,01 A

50 <0,039 2,01 |

2,5 <0,039 1,01 |

1,25 <0,039 0,51 A’

0,625 0,078 0,27 S

0,312 0,312 0,24 S

0,156 1,25 0,56 A"

(A) antagénica (A") aditiva (I) indiferente (S) sinérgica ICIF= Indice de Concentrac&o
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (Tl 128) = 2,5 pL.mL"l CIM L. origanoides (TI 45)
=2,5uL.mL™
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Tabela 36- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia
origanoides (TI 45- carvacrol) com Lippia origanoides (Tl 128- timol) (uL.mL™)
frente & Candida albicans ATCC 10231.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacédo
(T1128) (UL.mL™) (T1 45) (UL.mL™)

10 <0,039 4,01 A

50 <0,039 2,01 |

2,5 <0,039 1,01 |

1,25 <0,039 0,51 A"

0,625 <0,039 0,26 S

0,312 0,312 024 S

0,156 0,625 031 S

(A) antagbnica (A") aditiva (1) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentracéo
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (TI 128) = 2,5 uL.mL™ CIM L. origanoides (TI 45) =
2,5 uL.mL*?

Tabela 37- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia
origanoides (TI 45- carvacrol) com Lippia origanoides (TI 128- timol) (uL.mL™)

frente a Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

CIM L. origanoides CIM L. origanoides ICIF Interacdo
(T1128) (uL.mL™) (T1 45) (uL.mL™)

10 <0,039 8,03 A

50 <0,039 4,03 A

2,5 <0,039 2,03 |

1,25 <0,039 1,03 |

0,625 <0,039 053 A"

0,312 0,156 0,36 S

0,156 0,312 0,36 S

(A)antagonica (A") aditiva (I) indiferente (S) sinérgica ICIF= indice de Concentraco
Inibitéria Fracionada CIM L. origanoides (T1 128) =1,25 pL.mL'1 CIM L. origanoides (TI 45)
=1,25 uL.mL™

6.2.2.5 Avaliacdo do efeito sinérgico de 6leo essencial de L. origanoides (Tl 136-
carvacrol) em associacdo com polissorbato Tween 80® e Nipagin® na atividade

antimicrobiana

A combinacdo de 0,625 pL.mL™ de 6leo essencial de L. origanoides (TI 136-
carvacrol) dissolvido em Tween 80®, com 0,0011% de Nipagin® proporcionou a
reducdo deste dUltimo em 68 vezes, em comparacdo quando ¢é utilizado

isoladamente. Neste ensaio ficou evidente que a ag&do antimicrobiana estava
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relacionada ao O6leo essencial, uma vez que a CIM deste quando testado

isoladamente também foi na maioria das vezes de 0,625 uL.mL™ (Tabelas 38 a 43).

Tabela 38- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 136- carvacrol) (uL.mL™?) com Tween 80® e Nipagin® (%)
frente & Escherichia coli ATCC 25922.

CIM L. origanoides CIM ICIF Interacédo
(T1136) (uL.mL™) Nipagin® (%)

5,0 0,0011 8,01 A

2,5 0,0011 4,01 A

1,25 0,0011 2,01 |

0,625 0,0011 1,01 |

0,312 0,075 1,49 |

0,156 0,15 2,24 |

0,078 0,15 2,12 |

0,039 0,15 2,06 |

(A) antagonica (I) indiferente ICIF= indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada
CIM L. origanoides (TI 136) = 0,625 uL.mL'1 CIM Nipagin® = 0,075 %

Tabela 39- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 136- carvacrol) (uL.mL™) com Tween 80® e Nipagin® (%)

frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

CIM L. origanoides CIM ICIF Interagéo
(T1136) (uL.mL™) Nipagin® (%)

5,0 0,0011 401 A

2,5 0,0011 2,01 |

1,25 0,0011 1,01 A"
0,625 0,15 1,01 A"
0,312 0,15 0,75 A"
0,156 0,3 1,12 |

0,078 0,3 1,06 |

0,039 0,15 0,53 A"

(A) antagonica (A") aditiva

(I) indiferente ICIF= Indice de Concentracdo Inibitoria
Fracionada CIM L. origanoides (TI 136) = 1,25 uL.mL™" CIM Nipagin® = 0,3 %
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Tabela 40- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 136- carvacrol) (uL.mL™?) com Tween 80® e Nipagin® (%)

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

CIM L. origanoides CIM ICIF Interagéo
(T1136) (UL.mL™) Nipagin® (%)

5,0 0,0011 8,01 A

2,5 0,0011 4,01 A

1,25 0,0011 2,01 |

0,625 0,0011 1,01 |

0,312 0,15 0,99 A"
0,156 0,3 1,24 |

0,078 0,3 1,12 |

0,039 0,3 1,06 |

(A) antagdnica (A") aditiva

Fracionada CIM L. origanoides (TI1136) = 0,625 uL.mL™ CIM Nipagin® = 0,3 %

() indiferente ICIF= indice de Concentracdo Inibitéria

Tabela 41- Avaliacdo do efeito combinatério de Oleo essencial de Lippia

origanoides (Tl 136- carvacrol) (uL.mL™") com Tween 80® e Nipagin® (%)

frente a Listeria monocytogenes ATCC 7664.

CIM L. origanoides CIM ICIF Interacédo
(T1 136) (uL.mL™) Nipagin® (%)

5,0 0,0011 8,01 A

2,5 0,0011 401 A

1,25 0,0011 2,01 1

0,625 0,0011 1,01 |

0,312 0,037 0,99 A"
0,156 0,075 1,24 |

0,078 0,075 1,12 1

0,039 0,075 1,06 |

(A) antagbnica

Fracionada CIM L. origanoides (Tl 136) = 0,625 pL.mL'1 CIM Nipagin® = 0,075 %

(A") aditiva

(I) indiferente ICIF= indice de Concentragdo Inibitdria
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Tabela 42- Avaliacdo do efeito combinatorio de Oleo essencial de Lippia
origanoides (Tl 136- carvacrol) (uL.mL™?) com Tween 80® e Nipagin® (%)
frente & Candida albicans ATCC 10231

CIM L. origanoides CIM ICIF Interagéo
(T1136) (UL.mL™) Nipagin® (%)

5,0 0,0011 16,03 A

2,5 0,0011 8,03 A

1,25 0,0011 4,03 A

0,625 0,0011 2,03 |

0,312 0,0011 1,03 |

0,156 0,075 15 |

0,078 0,075 1,25 |

0,039 0,075 1,12 |

(A) antagénica (1) indiferente ICIF= indice de Concentrac&o Inibitéria Fracionada

CIM L. origanoides (T 136) = 0,312 uL.mL™ CIM Nipagin® = 0,075 %
Tabela 43- Avaliacdo do efeito combinatorio de 6Oleo essencial de Lippia
origanoides (Tl 136- carvacrol) (uL.mL™") com Tween 80® e Nipagin® (%)
frente a Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

CIM L. origanoides CIM ICIF Interacédo
(T1 136) (uL.mL™) Nipagin® (%)

5,0 0,0011 401 A

2,5 0,0011 2,01 |

1,25 0,0011 1,01 |

0,625 0,0011 0,51 A"
0,312 0,037 0,74 A’
0,156 0,075 1,12 |

0,078 0,075 1,06 |

0,039 0,075 1,03 |

(A) antagdnica (A") aditiva (l) indiferente ICIF= indice de Concentracao Inibitéria Fracionada

CIM L. origanoides (T1 136) = 1,25 pL.mL"l CIM Nipagin® = 0,075 %

Os efeitos sinérgicos e aditivos obtidos com as combinac¢des de Nipagin®
com Oleo essencial de L. origanoides TI45- carvacrol e L. origanoides TI1128- timol, e
entre esses dois 0leos, sdo interessantes, pois uma combinacdo sinergistica ou
aditiva oferece um maior espectro de acao, e ainda reduzem as pressoes seletivas e
a emergéncia da resisténcia (SUEKE et al., 2010).

Patrone et al. (2010) sugere que o0 aumento na permeabilidade da membrana
celular causada pelos constituintes do Oleo essencial facilita a entrada de
conservantes na bactéria, o que explica a efetividade do mecanismo de sinergismo

entre Nipagin® com Oleo essencial de L. origanoides TI45- carvacrol e L.
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origanoides TI1128- timol. Timol e carvacrol poderiam aumentar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica, promovendo o acesso facilitado do Nipagin® para dentro
da célula.

Outra possibilidade que tem sido sugerida é que os diferentes antimicrobianos
tém diversos mecanismos de acdo, atacando sitios distintos. (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012).

O efeito aditivo pronunciado dessas combinac¢des pode ser ainda devido &s
estruturas similares do carvacrol, timol e Nipagin® (Figura 7). Geralmente,
compostos com estruturas similares exibem mais efeito aditivo que sinérgico
BASSOLE; JULIANI (2012).

Figura 7- Semelhanca estrutural entre os compostos carvacrol, timol e

Nipagin®

Nipagin®  carvacrol timol

OH
OH

] 0

Fonte: Autora.

Assim como os resultados obtidos a partir da combinacéo de L. origanoides TI
45-carvacrol com L. origanoides Tl 40- endo-fenchol , o sinergismo entre carvacrol e
outros monoterpenos, a exemplo de a-pineno, canfeno, mirceno, a-terpineno e p-
cimeno, que tipicamente mostraram baixa atividade antimicrobiana, tem sido
demonstrado (ULTEE et al., 2000; de AZEREDO et al., 2011) (BASSOLE; JULIANI,
2012). A capacidade de esses hidrocarbonos interagirem com a membrana celular
facilitaria a penetracdo do carvacrol dentro da célula (ULTEE et al., 2000; de
AZEREDO et al., 2011; ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002; BASSOLE; JULIANI,
2012).

E importante citar que a ac¢&o antimicrobiana dos 6leos essenciais pode nao
estar ocorrendo exclusivamente pelas associa¢gfes entre os compostos majoritarios,

uma vez que evidéncias indicam que a acdo pode também ocorrer entre 0s
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componentes majoritarios e minoritdrios presentes nos Oleos essenciais
(HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

Com base nos resultados dos ensaios antimicrobianos, optou-se por dar
sequéncia aos ensaios de avaliacdo da eficacia de conservante utilizando-se o 6leo
essencial de Lippia origanoides Tl 136- carvacrol associado a Tween 80®, uma vez
que tal associacdo permitiu a reducdo na CIM do Oleo essencial. Outro fator
relevante para a utilizacdo deste oOleo foi a disponibilidade de grande volume do
mesmo, o0 que foi imprecindivel para a realizacdo de todos 0s ensaios propostos.
Além disso, tanto o carvacrol, constituinte majoriario do 6leo essencial, como o
Tween 80 j& constam na lista de substancias autorizadas para uso em produtos
alimenticios pelo FDA (FDA, 1999).

6.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA (DLsy) DO OLEO ESSENCIAL DE L.
origanoides (Tl 136- carvacrol)

Com base nos resultados obtidos no ensaio de toxicidade aguda (Tabela 44)
e através do gréfico de valores de porcentagem de morte dos camundongos (em
probits) pelo log da dose (Figura 8) foi possivel determinar a DLs, de 3,548 g.Kg*
animal.

Uma vez que o Oleo essencial de L. origanoides Tl 136 € composto por 26,3%
de carvacrol, a dose responsavel por levar 50% dos animais & morte deste principio
ativo foi de 922,48 mg.Kg™, valores préximos aos ja descritos na literatura de 810
mg.Kg™ (ratos, via oral) (CHEMICALLAND21, 2013).

Biapa et al. (2010) avaliou a toxicidade aguda de Oleo essencial de Zinginber
officinalis em camundongos e encontrou que a DLsy foi maior que 7,0 g.Kg™ do
animal.

Em estudo realizado por Fandohan et al. (2008), a dose de 6leo essencial de
Cymbopogon citratus (variedade neral e geranial) capaz de levar 50% dos ratos a
morte foi de 3,25 g.Kg’, enquanto que a dose para Ocimum gratissimum (timol) foi
de 1,75 g.Kg™ e Ocimum basilicum (estragol) foi de 3,25 g.Kg™.

Outro estudo, realizado por Sousa et al. (2008), o valor da DLsg encontrado

para o 6leo essencial de Piper aduncum foi de 2,40 g.Kg™ de massa corpérea.
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Considerando que maioria dos trabalhos com DLs, de Oleos essenciais de
plantas muito seguras estdo na faixa de 7,0 a 1,75 g.Kg™, e que segundo a Unido
Européia, um composto é determinado muio téxico quando a DL50 é < 25 mg.Kg™?,
téxico de 25 a < 200 mg.Kg™ e nocivo de 200 a < 2000 mg.Kg™* (EEC, 2013), é

possivel afirmar que o 6leo essencial de L. origanoides ndo apresenta toxicidade.

Tabela 44- Relacdo de morte para calculo de DLs.

Dose Log Total Percentual de  Correlagdo % Probit
mg/Kg Dose Morte morte %

3000 3,47 1 16,7 16,7 4,0339
3300 3,51 1 16,7 16,6 4,0339
3600 3,55 4 66,7 66,7 5,4316
3900 3,59 5 83,3 83,3 5,9661

Figura 8- Grafico da relacdo Log Dose pelo probit de 6leo essencial de Lippia

origanoides

y=83,516x%-571,63x+ 981,89
R?=0,9123
4

~ oo =7

0 T T T T T T 1
3,46 3,48 3,5 3,52 3,54 3,56 3,58 3,6

Log Dose

Fonte: Autora.
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6.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE OLEO ESSENCIAL DE L. origanoides
(Tl 136- carvacrol)

De acordo com os dados obtidos pode-se atribuir a concentracdo de 0,150
uL.mL™ de 6leo essencial de L. origanoides Tl 136- carvacrol a capacidade de inibir

o crescimento de 50% das células de fibroblasto 3T3 (Figura 9).

Figura 9- ICs, de Oleo essencial de Lippia origanoides (136- carvacrol) frente a

células de fibroblasto 3T3

100 +
90 ~
80 -
70 A
60 -
50 +
40 ~
30 A
20 -

% Citotoxicidade

x2- 67,567x+ 149,3

0,625 0,0625 0,00625 0,000625 6,25E-05
Concentrag¢oespL.mL™

Fonte: Autora

Stammati et al. (1999) avaliou o efeito citotoxico de carvacrol em células
animais constatou que a ICsy deste ativo é de 0,32 mM (0,048 mg.mL™).
Considerando que a ICs, do 6leo essencial de Lippia origanoides foi de 0,15 pL.mL™
(0,17 mg. mL™Y), e que a concentracdo de carvacrol nesta amostra é de 26,3%, a
concentracdo de carvacrol contida na amostra, capaz de inibir 50% das células € de
0,044 mg.mL™?, valores préximos ao encontrado por Stammati et al. (1999)
(ANDERSEN, 2006).

Os dados encontrados nos ensaios de citoxicidade classificariam o Oleo
essencial de L. origanoides (Tl 136-carvacrol) como sendo toxico. Todavia, sabe-se
através dos ensaios com animais realizados que o mesmo nao € téxico. Diante de

tais fatos, considera-se ensaios de citotoxicidade com 6leos essenciais em células



101

animais um método ndo adequado. Tal irreprodutibilidade pode estar relacionada ao
acumulo de metabdlitos no sistema de cultura celular e a falta de excre¢do que
ocorreria normalmente in vivo (HAYES; MARKOVIC, 2002).

6.5 AVALIACAO DO POTENCIAL DE IRRITACAO DERMICA DE OLEO
ESSENCIAL DE L. origanoides (Tl 136- carvacrol) EM PELE DE COELHOS
ALBINOS

O 6leo essencial em solucdo na concentragdo de 2,5 pL.mL™*(quadrante
superior) quando aplicado no dorso do coelho ndo mostrou sinais de irritacéo
dérmica, em nenhum dos quadrantes (Figura 10) (quadrante superior do dorso),
apresentando indice de irritacdo cutanea 0. Quando aplicado o 6leo puro, observou-
se a pele com vermelhidao (quadrante inferior), tanto no lado com ou sem ranhuras,
gquando comparado com os controles, apresentando eritema leve em 50% dos
animais, eritema moderado em 16,7%, e nenhum eritema em 33,3% dos animais.
Sinais de edema ndo foram observados (Tabela 45). As analises levaram a um
indice de irritacdo cutanea de 0,83, o que classifica o 6leo essencial de L.
origanoides Tl 136- carvacrol como nao irritante.

Segundo Pedersen et al. (2007) a permeabilidade de conservantes na pele
diminui, conforme diminui a solubilidade em sistemas aquosos e aumenta a
lipofilicidade, sendo assim levanta-se a hipotese de que os Oleos essenciais por
apresentarem caracteristicas opostas, ou seja, menor solubilidade em agua e maior
lipofilicidade apresentariam uma menor permeabilidade, gerando menor risco de

residuos em tecidos.
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Tabela 45- Valores de Eritema e Edema obtidos pela aplicagdo de oOleo

essencial de Lippia origanoides Tl 136- carvacrol puro apos avaliacdo de 24

e 72 horas em pele normal e com ranhura.

Animal Valor Valor Eritema Valor Edema Valor Edema
Eritema pele com pele normal pele com
pele ranhuras ranhuras
normal

Coelho 1 1/1 1/1 0/0 0/0

Coelho 2 1/1 1/1 0/0 0/0

Coelho 3 0/0 0/0 0/0 0/0

Coelho 4 0/0 0/0 0/0 0/0

Coelho 5 2/2 2/ 2 0/0 0/0

Coelho 6 1/1 1/1 0/0 0/0

Figura 10- Pele do animal ap6s a exposicdo de Oleo essencial de Lippia

origanoides a 2,5 pL.mL™ (quadrante superior) e puro (quadrante inferior)

Fonte: Autora.

Quadrante superior

Quadrante inferior



103

6.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE MUTAGENICA DE OLEO ESSENCIAL DE L.

origanoides (Tl 136- carvacrol)

O potencial mutagénico de o6leo essencial de L. origanoides foi avaliado
através da inducéo de colbnias revertentes de S. typhimurium com ou sem a mistura
S9 (ativagdo metabdlica). Os resultados sédo apresentados na tabela 46.

O Oleo essencial de L. origanoides ndo apresentou qualquer efeito
mutagénico, independentemente da ativacdo metabdlica. Entretanto, a concentragcao
de 0,025 uL/placa foi citotoxica para as linhagens TA 97a com e sem ativagdo, e TA
100 sem ativacao. A concentracdo de 0,018 pL/placa foi toxica para 97a e TA 100
sem ativacdo metabdlica. Nao houve aumento significativo na frequéncia de
revertentes, com razdo de mutagenicidade menor que 2, 0 que caracteriza 0 0Oleo
essencial de L. origanoides como ndo mutagénico.

Outros autores também relataram o potencial mutagénico de éleo essencial
contendo carvacrol como constituinte majoritario. O Oleo essencial de Origanum
onites, contendo carvacrol (74 %) foi testado em concentracbes de 0,01 a 1,0
pL/placa, n&do mostrando-se mutagénico para TA 97a e TA 100, exceto na
concentracdo 0,05 pL/placa na presenca de ativacdo metabdlica (IPEK et al., 2005).
As diferencas encontradas neste estudo podem estar relacionadas ao sinergismo
entre o carvacrol e os demais constituintes do 6leo essencial, além da propria
concentracdo do carvacrol.

Estes resultados indicam que o Oleo essencial de L. origanoides, nas
concentracbes avaliadas, apresentou-se seguro para USO COmMO conservante.
Segundo Ipek, et al.,, (2005) o carvacrol apresenta caracteristica de protecdo a
agentes genotoxicos, assim o Oleo essencial de L. origanoides por ter como

constituinte majoritario o carvacrol pode ser um composto antimutagénico.
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Tabela 46- Atividade mutagénica expressa pela média do niumero de coldnia revertentes, desvio padrdo e razdo de

mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens de TA 98, TA 97a e TA 100 de Salmonella typhimurium expostas a

varias doses de 06leo essencial de Lippia origanoides Tl 136- carvacrol, com e sem ativacdo metabdlica (S9).

Tratamento TA 98 TA 97a TA 100
(uL/placa)
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9

NUmero de

coldnias

revertentes
0,025 9,7+ 3,5(0,82) 16 + 2,6 (0,88) 121 + 4,3 (0,72) 142,7 + 18,56 (0,74) 81 +9,5(0,68) 129 + 10,4 (0,99)
0,018 13,7+1,5(1,17) 16,3+ 2,3 (0,9) 133,7 +£20,5(0,79) 175,3+41,7 (0,92) 64,7 + 15,0 (0,54) 131 + 16,0 (1,01)
0,0125 13,7+4,6 (1,17) 16,3+ 7,5(0,9) 140,3+21,5(0,83) 163,3 + 20,6 (0,85) 123 + 10,5 (1,03) 138,3 + 7,0 (1,06)
0,00625 13+3,6 (1,1) 15,7 + 3,8 (0,87) 182,7 + 20,5 (1,09) 180,3 +4,6 (0,94) 114 + 3,0 (0,96) 145 +6,0 (1,12)
0,003125 16 + 2,0 (1,37) 17,3+ 4,6 (0,96) 173,7+20,5(1,03) 197,7 +30,3 (1,03) 120+9,2 (1,01) 151 + 27,8 (1,06)
0,00156 14 +1,7 (1,2) 20,3+1,5(1,12) 197,3+16,2(1,18) 195,3+10,5(1,02) 115,7 + 5,8 (0,97) 141,7 +£ 18,1 (1,09)
DMSO, 100 11,7+ 0,6 18 £ 3,0 167,3+£6,7 190,7 £ 21,5 118,7+£0,6 129,3 + 14,6
NPD 100 262 +10,8 - 558,7 +17,2 - 458 + 35,6 -
2-ANTR - 1105,7 £ 58,0 - 1486,7 + 240,7 - 1374,7 £ 188,7
N&o tratada 14 +1,7 16,3 + 16,3 190,7 + 23,4 182 + 10,0 134,3+12,7 148 + 8,2

M = SD = média + desvio padrao.
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6.7 AVALIACAO DO SISTEMA CONSERVANTE EM ALIMENTO

6.7.1 Atividade do sistema conservante em suco de laranja

A escolha do microrganismo A. acidoterrestris como desafiante do
conservante desenvolvido em suco de laranja, € devido & grande preocupacéo por
parte das industrias brasileiras de suco, uma vez que tal bactéria € tolerante ao meio
acido, e apresentam esporos resistentes ao processo de pasteurizacdo, o que
dificulta sua eliminacdo, tornando o suco mais susceptivel ao processo de
deterioragéo.

As contagens nas amostras inoculadas com este microrganismo evidenciaram
uma queda no numero de esporos viaveis ao longo dos 28 dias, caracterizando o

sistema conservante como bactericida (Tabela 47).

Tabela 47- Numero de esporos sobreviventes (Log de UFC.mL™) de
Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja reconstituido com e sem

adicao do sistema conservante no periodo de 0 a 28 dias.

Amostra TO T7 dias Tl4dias T28dias
Log
UFC.mL™
3,73
Suco de laranja sem 2,9 4,6 4,7
conservante
Suco de laranja com 3,0 2,84 2,0 1,47
combinacéo 6leo essencial +
Tween 80®

Aos 28 dias observou-se reducdo de 1,53 Log de UFC.mL™* em suco de
laranja com adicdo de conservante, enquanto que o controle aumentou 1,8 Log de
UFC.mL™ (Figura 11).
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Figura 11- Perfil de reducéo de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris em
suco de laranja contendo ou ndo sistema conservante de 6leo essencial de

Lippia origanoides Tl 136- carvacrol com Tween 80®
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LogUFC/mL

== suco de laranja combinacao
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Fonte: Autora.

Assim como no trabalho de Kawase et al. (2009), os dados apresentados no
presente estudo mostraram que ocorreu uma maior reducdo na contagem de
esporos nas duas primeiras semanas, ou seja, 0 sistema conservante utilizado foi
mais ativo na fase exponencial do que na fase estacionéria. Isso pode ser explicado
pela curva de crescimento bacteriano, pois neste periodo as células estédo
metabolicamente mais ativas, portanto mais sensiveis (EMIN, 1992).

Ainda em relacéo ao trabalho de Kawase et al. (2009), os autores observaram
um aumento nos ciclos de log ao longo de 28 dias nas amostras sem conservantes,
comparado com a contagem inicial, enquanto que em amostras de sucos contendo o
conservante benzoato, ou acido benzéico, ndo houve aumento do numero de células
da contagem inicial. Ao ensaiar acido benzoico micronizado os autores alcangaram
uma reducdo de 1 ciclo log ao longo de 28 dias. Este valor foi semelhante ao
encontrado neste trabalho com 6leo essencial de L. origanoides o que o caracteriza
como promissor conservante para utilizacdo em suco de laranja, devido a
semelhanca a acdo com o acido benzoico, um dos conservantes comerciais mais

utilizados.
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Os sucos de frutas, em geral acidos, contém agua, acUcar, &cidos organicos,
vitaminas, entre outros, que proporcionam um ambiente favorvel para
contaminacdo microbiana adaptada a meio &cido, como o Alicyclobacillus
(BEVILACQUA et al.,, 2011). A vantagem da utilizacdo de Oleo essencial de L.
origanoides ¢é a sua efetividade em meio acido e portanto, a sua eficacia contra o A.

acidoterrestris.

6.7.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana de suco de laranja contendo sistema

conservante

O suco de laranja contendo o sistema conservante desenvolvido quando
avaliado frente as linhagens S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 9027 e C.
albicans ATCC 10231 mostrou-se ativo, uma vez que possibilitou a inibicdo do
crescimento em concentracfes de até 4 vezes menores que a inicialmente testada,
porém mostrou-se bacteriostatico/fungistéatico (Tabela 48).

A efetividade do 6leo como conservante em suco de laranja no ensaio de
“Desafio de Conservante” mostrou atividade bactericida e no teste de determinacao
da CIM o suco com o conservante foi microbiostatico. Esta contradicdo mostra que
ensaios de atividade antimicrobiana de alimentos ndo devam ser executados por
metodologias de microdiluicdo, sendo necessarias modificagdes na metodologia,

bem como na interpretacéo dos resultados para que tais métodos sejam viaveis.
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Tabela 48- Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida e Fungicida Minima (uL.mL™) de suco de laranja

com e sem adicéo do sistema conservante.

Amostra A. A. C. albicans E. coli P. aeruginosa S. aureus
acidoterrestris brasiliensis

uL.mL™
Suco de 500/>500 - - 250/>500 500/>500 -
laranja sem
conservante

Suco de 250/>500 - 500/>500 250/>500 250/>500 500/>500
laranja com

0,125%

combinagéo

Oleo

essencial +

Tween 80

Anfotericina - 4/4 ug.mL™  2/2 pg.mL* - -
B

Sulf. 8/8 ug.mL™ - - 16/16 pg.mL™*  1,0/1,0 pg.mL™*  8,0/8,0 pg.mL™
Gentamicina

(-) ndo ensaiado
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6.7.3 Avaliacdo das caracteristicas sensoriais e pH do suco de laranja

Nao houve alteracdes no aspecto, cor e pH dos sucos com e sem
conservante ao longo do periodo de avaliagdo. Também n&o houve mudanca no
suco contendo o sistema conservante em relagdo ao que n&o continha.

O suco de laranja ao qual foi adicionado 0 conservante apresentou intensa
alteracdo de sabor e odor quando comparado ao controle, mas mostrou-se
constante ao longo dos dias.

Uma possibilidade para utilizacdo do sistema conservante desenvolvido em
suco de laranja e outros alimentos, sem causar danos as caracteristicas sensoriais,
seria a utilizacdo de concentracBes menores, porém associadas a outras técnicas
como pressao hidrostatica, ou mesmo a incorporacdo do Oleo essencial em
polimeros com liberacdo controlada durante estocagem, como sugerido por
Buonocore et al. (2004).

6.8 AVALIACAO DO SISTEMA CONSERVANTE EM PREPARACOES
FARMACEUTICAS

6.8.1 Teste de eficacia do conservante

6.8.1.1 Validacdo da metodologia através da escolha de neutralizacdo do sistema

conservante

O ensaio de padronizacdo do sistema neutralizante faz-se necessario para
escolha do agente capaz de inativar o conservante contido no produto, impedindo
assim, que o mesmo interfira no crescimento do microrganismo.

Para todos os microrganismos ensaiados houve uma recuperagéao de = 70 %
com a utilizacdo do neutralizante Dey Engley®, concluindo que tal neutralizante foi

efetivo para ser utilizado no teste de desafio do conservante (Tabela 49).
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Tabela 49- Recuperacdo de microrganismos vidveis em UFC.g" para

validacdo do sistema neutralizante em dierentes preparagdes farmacéuticas.

Amostra A. C. E.coli P. S. aureus
brasiliensis albicans ATCC aeruginosa ATCC 6538
ATCC 16404 ATCC 8739 ATCC 9027
10231
UFC.g™*
Creme sem conservante  1.10° 1.10° 1.10° 1.10° 2.10°
Creme com combinacdo  1.10° 1.10° 1.10°  1.10° 2.10°
Oleo essencial + Tween
80®
Xarope sem conservante  1.10° 1.10° 1.10°  1.10° 2.10°
Xarope com combinacdo  1.10° 1.10° 1.10°  1.10° 2.10°
Oleo essencial + Tween
80®
Xampu sem conservante  1.10° 1.10° 1.10° 1.10° 1.10°
Xampu com combinacdo  1.10° 1.10° 1.10°  1.10° 1.10°
Oleo essencial + Tween
80®
Controle Solugdo Salina  1.10° 1.10° 1.10°  1.10° 2.10°
Controle neutralizante 1.10° 1.10° 1.10° 1.10° 2.10°

6.8.1.2 Teste eficacia do sistema conservante

O teste de desafio € utilizado para avaliar a efetividade de um sistema
conservante contra contaminacao microbioldgica durante a vida util de um produto
acabado (CTFA, 2003).

Durante os testes, 0 conservante & base de L. origanoides mostrou-se efetivo
frente a todos os microrganismos desafiantes quando presente em xampu e xarope,
atendendo as exigéncias da Farmacopéia Americana (USP 34- NF29, 2010).
Todavia, quando presente no creme o mesmo ndo foi efetivo contra desafiantes
bacterianos, ndo havendo reducdo de Log de UFC ao longo do periodo analisado,

apresentando-se eficaz somente frente a fungos (Tabela 50).
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Tabela 50- Numero de sobreviventes (Log de UFC.g') de Aspergillus
brasiliensis, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus em preparagOes farmacéuticas com e sem adi¢cao do

sistema conservante.

Amostra Microrganismos In6culo TO T7 T14 T28
solucéo dias dias dias
salina

Creme sem A. brasiliensis 5,59 569 50 50 54

conservante  C. albicans 6,0 6,4 60 595 6,17

E. coli 6,0 6,3 6,14 587 5,6
P. aeruginosa 6,0 6,44 6,51 6,74 6,55
S. aureus 5,98 6,47 5,11 4,0 4,0

Creme com A. brasiliensis 5,59 592 538 5,17 5,11

combinacdo  C. albicans 6,0 557 557 584 5,82

Oleo E. coli 6,0 6,0 6,25 6,17 6,36

essencial + P. aeruginosa 6,0 6,23 6,0 6,4 6,6

Tween 80® S. aureus 5,98 6,0 5,69 6,3 6,2

Xarope sem A, brasiliensis 5,59 530 5,46 5,23 4,30

conservante  C. albicans 6,0 57 486 38 O

E. coli 6,0 577 2,47 2,0 0
P. aeruginosa 6,0 56 4,39 3,0 0
S. aureus 5,98 597 4,6 4.0 3,0

Xarope com A, brasiliensis 5,59 50 536 53 447

combinacdo  C. albicans 6,0 564 0 0 0

6leo E. coli 6,0 50 40 O 0

essencial + P. aeruginosa 6,0 56 49 0 0

Tween 80® S. aureus 5,98 594 4,76 4,11 O

Xampu sem A, brasiliensis 5,59 53 0 0 0

conservante  C. albicans 6,0 598 0 0 0

E. coli 6,0 60 O 0 0
P. aeruginosa 6,0 6,0 2,0 0 0
S. aureus 5,98 6,0 O 0 0

Xampu com A, brasiliensis 5,59 53 0 0 0

combinacdo  C. albicans 6,0 593 0 0 0

6leo E. coli 6,0 60 O 0 0

essencial + P. aeruginosa 6,0 60 O 0 0

Tween 80® S. aureus 5,98 60 O 0 0

Em preparacBes creme, 0 sistema conservante demonstrou caracteristicas
bacteriostaticas e fungistaticas. Em xarope 0 mesmo mostrou-se bactericida,
fungicida frente a C. albicans e fungistatico frente & A. brasiliensis. Ja na formulagéo

de xampu o0 mesmo apresentou-se bactericida e fungicida (Figuras 12 a 16).
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Figura 12- Grafico do perfil de reducédo de Log de UFC.g* de Aspergillus

brasiliensis em preparacdes farmacéuticas contendo sistema conservante
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Figura 13- Gréfico do perfil de reducdo de Log de UFC.g' de Candida

albicans em preparacdes farmacéuticas contendo sistema conservante
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Figura 14- Gréfico do perfil de reducdo de Log de UFC.g™* de Escherichia coli

em preparagdes farmacéuticas contendo sistema conservante
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Figura 15- Gréfico do perfil de reducdo de Log de UFC.g™" de Pseudomonas

aeruginosa em preparacdes farmacéuticas contendo sistema conservante
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Figura 16. Grafico do perfil de reducéo de Log de UFC.g* de Staphylococcus

aureus em preparacdes farmacéuticas contendo sistema conservante
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O aumento na concentracdo do conservante poderia levar a uma melhora na
acdo antimicrobiana na formulacdo creme, porém isso poderia acarretar em
alteracdes nas caracteristicas organolépticas e sensoriais da formulagcédo, além de
alteracdes fisico-giimicas, podendo levar ainda ao aparecimento de reacfes
alérgicas, uma vez que estudos relatam que alergenicidade de cosméticos esta
relacionada a concentracdo de conservantes (CHOI et al., 2004; LUNDOV et al.,
2009).

O conservante mostrou-se mais ativo nas preparacdes em sistemas aquosos
frente a todos os microrganismos, e de maneira geral mais ativo frente a C. albicans
e bactérias Gram negativas.

Os resultados encontrados neste trabalho ndo corroboram aos obtidos por
Maccioni et al. (2003), pois ao avaliarem o efeito conservante de Oleos essenciais
em preparacdes creme (O/A) e hidrogéis, mostraram que 0s microrganismos Gram
positivos foram mais sensiveis que 0s negativos, além de nado terem sido eficazes
frente a C. albicans. Ainda segundo esses autores, a efetividade dos 6leos avaliados

foi atribuida a caracteristicas especificas da membrana das células bacterianas.



115

Diversos fatores influenciam na agdo dos conservantes, como pH,
temperatura, constituintes da formulacdo, e microrganismos contaminantes
(RUSSEL, 2003).

Alguns ingredientes podem influenciar potencializando a acédo do
conservante, ou reduzindo a acdo do mesmo (RUSSEL, 2003).

A inatividade do conservante em formulacdo creme pode estar relacionada a
interacédo do 6leo essencial com o tensoativo néo idnico (Tween 80®) considerando
gue ocorre a complexacédo do 6leo na porgao hidrofébica do tensoativo. A afinidade
do 6leo essencial pelo micéla do surfactante presente na formulagcdo creme pode
levar a uma menor disponibilidade do 6leo e promover uma parcial neutralizagédo da
acao antimicrobiana do mesmo (NOSTRO et al., 2004).

Existem relatos da interacdo de alguns surfactantes néo idnicos que se
complexam com os conservantes, comprometendo a acdo dos mesmos interferindo
na solubilidade destes na porc¢édo hidrofilica do surfactante, com a formacao de
pontes de oxigénio, por exemplo (CTFA, 1995; FIORENTINO; CHORILLI;
SALGADO, 2011).

A interacdo 6leo essencial - tensoativo (Tween 80®) pode ter feito com que o
conservante se tornasse mais hidrofilico, sendo portanto, pouco ativo em creme e
efetivo em sistemas aquosos como xampu e xarope.

Uma outra justificativa para efetividade do 6leo essencial em sistemas
aguosos € que embora sejam compostos altamente lipofilicos, insolaveis na fase
aquosa, em muitos casos eles tem uma relativa hidrofilicidade dada pela presenca
de constituintes com grupos funcionais polares (NOSTRO et al., 2004) a exemplo do
carvacrol, principal componente do 6leo essencial de L. origanoides, o qual possui
solubilidade de 830+/- 10 ppm (parte por milh&o), pertencente ao grupo 1 de
compostos capazes de formar pontes de hidrogénio. (GRIFFIN et al., 1999).

Observou-se durante a realizagdo do teste de desafio em xampu, que na
amostra sem conservante, quando contaminado com P. aeruginosa apresentou
microrganismo com sete dias, o0 que pode ser explicado pelo fato de tal
microrganismo ser especialmente capaz de se adaptar a mudancas no ambiente
(FLAWN, MALCOLM, WOOODROFFE, 1973). Em estudo conduzido por estes
autores 0s mesmos observaram que tal microrganismo possui a maior atividade de
sulfatase, sendo capazes de degradar por hidrélise o grupo sulfato presente nos

detergentes. Segundo esses autores ainda, a matéria utilizada na formulacdo pode
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influenciar nos resultados do teste de desafio, uma vez que a mesma amostra pode
vir contaminada com substancias conservantes, o que faria com que um teste de
desafio realizado com preparacdes contendo detergentes conservados, poderiam

indicar uma formulacao auto-conservante.

6.8.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana das preparac¢des contendo sistema

conservante

De maneira geral as preparagdes farmacéuticas contendo o sistema
conservante ndo apresentaram acao antimicrobiana (Tabela 51), sendo observada
acao somente do xampu frente a fungos.

Embora a avaliacdo e comparacdo de dados como CIM possa ser o primeiro
passo para a escolha de um conservante, os resultados apresentados neste trabalho
evidenciaram que a avaliacdo da atividade antimicrobiana de preparacfes através
de metodologia de microdiluicdo preconizadas para substancias isoladas, bem como
a metodologia desenvolvida por Hernandes et al. (2013) para determinacdo de
atividade microbiocida ndo sdo adequadas para triagem de preparagbes e sim

somente para compostos ativos em meios de cultura.
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Concentragdo Inibitéria Minima e Concentragdo Bactericida e

Fungicida Minima (ug.mL™) de creme, xarope e xampu com e sem adicdo do

sistema conservante.

Amostra

A.
brasiliensis

C. albicans

E. coli

P. aeruginosa

S. aureus

Creme sem
conservante

Creme com
0,125%
combinagéo
6leo
essencial +
Tween 80®

Xarope sem
conservante

Xarope com
0,125%
combinagéo
Oleo
essencial +
Tween 80®

Xampu sem
conservante

Xampu com
0,125%
combinagéo
Oleo
essencial +
Tween 80®

Anfotericina
B

Sulf.
Gentamicina

2.500/5.000 5.000/>5.000

2,500/5.000 5.000/>5.000

4/4 pg.mL™*

2/2 pg.mL™

16,0/16,0 ug.mL™* 1,0/1,0 pg.mL™"

8,0/18,0 pg.mL™

6.8.3 Avaliacdo das caracteristicas sensoriais e pH das preparacgfes farmacéuticas

As preparagbes de creme, xarope e xampu nao sofreram alteragcdes no

aspecto apés a adicao do conservante. Nenhuma alteracao foi observada também

nos tempos T7, T14 e T28 dias em relacéo ao seu estado inicial no TO.

Em relacdo a coloracdo, a formulagdo creme e xampu ndo sofreram

alteracbes em nenhum dos periodos avaliados, e nem apés a adicdo do
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conservante. A formulacdo do xarope apds a adicdo do conservante apresentou-se
levemente modificada, uma vez que observou-se uma coloragdo mais amarelada.
Porém nao houve alteracédo nos tempos T7, T14 e T28 dias, comparado ao TO.

A formulacdo creme ndo apresentou alteracdo de odor quando comparado
com o0 creme sem conservante, além de ndo ter sofrido alteracdo nos periodos de
tempo em que ocorreram as analises. As caracteristicas organolépticas do xarope e
xampu foram intensa e levemente modificadas, respectivamente. Porém ao longo do
periodo analisado, ndo houve alteracdo quando comparado ao TO.

Quanto ao pH, ao longo do periodo de 28 dias ndo houve alteracdes
significativas das preparacdes contendo o conservante. Observou-se alteragdo no
xarope sem adicdo do conservante a partir do 14° dia, provavelmente isso ocorreu
por este estar sem conservante e consequentemente pode ter havido contaminacgao

microbiana, o que alterou o pH (Tabela 52).

Tabela 52- Avaliacéo da alteracéo nos valores de pH de preparacoes
farmacéuticas com ou sem adicéo de sistema conservante no periodo de 0 a
28 dias.

Amostra

T0

T7 dias

T14 dias

T28 dias

Creme sem adicdo
de conservante

Creme com adicdo
de conservante

Xarope sem adicédo
de conservante

Xarope com adicdo
de conservante

Xampu sem adi¢céo
de conservante

Xampu com adi¢céo
de conservante

Sem alteracéo

Sem alteracéo

Sem alteracéo

Sem alteragéo

Sem alteragéo

Sem alteragéo

Sem alteragéo

Sem alteragéo

Sem alteragéo

Sem alteragéo
Sem alteragéo
Alteracao
(acidificacdo)
Sem alteragéo

Sem alteragéo

Sem alteragéo

Sem alteracéo
Sem alteracéo
Alteracéo
(acidificacao)
Sem alteragéo

Sem alteracéo

Sem alteracéo
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7 CONCLUSOES

- Foram coletadas 117 espécies das quais 93 foram produtivas em 6leo
essencial com teor acima de 2,5%, sendo que 61% das espécies apresentaram
como componente majoritario o carvacrol;

- Foram encontrados quimiotipos dentro das espécies de Lippia havendo
predominéancia dos quimiotipos carvacrol e endo-fenchol;

- As melhores atividades antimicrobianas foram obtidas com plantas da
familia Verbenaceae dentro do género Lippia;

- Houve sinergismo entre Oleos essenciais com diferentes composi¢cdes
quimicas e para Nipagin®;

- A DLso do 6leo essencial de L. origanoides carvacrol Tl 136 foi de 3,5 g.Kg™
animal;

- A IC5p do 6leo essencial de L. origanoides carvacrol Tl 136 em células de
fibroblasto de camundongo foi de 0,150 pL.mL™;

- O Oleo essencial de L. origanoides carvacrol Tl 136 nao apresentou
potencial de irritacdo dérmica;

- O Oleo essencial mostrou-se negativo para o teste de Ames, apresentando-
se ndo mutagénico;

- O sistema conservante desenvolvido alterou as caracteristicas
organolépticas e sensoriais de suco de laranja e xarope;

- O sistema conservante foi eficaz em suco de laranja e preparagdes
farmacéuticas de bases aquosas;

- A combinacdo de o6leo essencial de L. origanoides Tl 136- carvacrol com
Tween 80® pode vir a ser utilizado como sistema conservante em suco de laranja e
xarope, desde que novos ensaios sejam realizados a fim de se melhorar as
caracateristicas sensoriais;

- As metodologias de microdiluicdo para determinacédo de CIM e CBM/CFM
padronizadas para compostos ativos ndo tem reprodutibilidade para preparacoes
farmacéuticas e alimenticias;

- O sistema conservante desenvolvido pode ser utilizado como conservante
em xampu;

- Com excecdo das caracteristicas sensoriais, 0 sistema conservante nao

alterou as preparacdes e alimento testados quanto seu aspecto e pH;



120

- O oleo essencial de L. origanoides Tl 136- carvacrol em associacdo com
Tween80® € promissor agente conservante, principalmente para sistemas aquosos,
seguro do ponto de vista toxicoldgico, porém para que seu uso comercial seja
viabilizado sdo necessarios estudos que melhorem suas caracteristicas
organolépticas e sensorias. Provavelmente a tecnologia de encapsulamento possa

ser uma solugao.
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