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RESUMO

Os Oleos essenciais constituem um importante grupo fitoquimico constituido por
metabolitos secundarios utilizados nas industrias com énfase nas areas alimenticia, cosmética
e farmacéutica. Os atributos arométicos e as atividades bioldgicas dessas substincias os
colocam atualmente em posicao de destaque. Os objetivos deste trabalho foram caracterizar
quimicamente os Oleos essenciais de Mentha pulegium L., Corymbia citriodora e
Cymbopogon citratus, desenvolver formulacdes antissépticas de uso tdpico na forma de gel
com adicdo dos Oleos essenciais incorporados as bases hidroxietilcelulose e
carboxipolimetileno, bem como a avaliacdo das atividades fisico-quimica, antibacteriana,
fosfolipasica e os efeitos sobre eritrocitos humanos. Os Oleos essenciais foram obtidos das
folhas frescas de Mentha pulegium L., Corymbia citriodora e Cymbopogon citratus €
extraidos por hidrodestilacdo empregando o aparelho de Clevenger modificado. Foram
caracterizados e quantificados por CG/EM e CG/DIC, respectivamente. As avaliagdes fisico-
quimicas foram realizadas avaliando-se o pH, testes de liberacdo, espalhabilidade,
estabilidade em centrifuga e densidade; além de estudar as atividades antibacteriana
(Escherichia coli e Staphylococcus aureus), irritacdo cutanea, fator de prote¢do solar,
atividade fosfolipasica, efeito sobre eritrocitos e avaliacdo da atividade microbiologica
(contaminacdo dos géis). O dleo essencial de M. pulegium apresentou como constituintes
majoritarios pulegona, mentol e mentona e os 6leos essenciais de C. citridora e C. citratus
apresentaram geranial e neral. Os resultados mostraram que os géis de carboxipolimetileno
incorporados com 6leos essenciais apresentaram menores variacdes nas propriedades fisico-
quimicas. Comparando o efeito da incorporacdo dos 6leos essenciais aos géis, foi possivel
observar que os géis sem a adicdo de Oleos mantiveram por mais tempo a caracteristica
referente ao pH. No teste de liberacdo, a didlise mostrou que o gel M. pulegium-
hidroxietilcelulose apresentou resultados mais expressivos, seguido dos géis C. citriodora-
carboxipolimetileno e C. citratus-carboxipolimetileno. A viscosidade dos géis até 30 dias
apresentou decréscimo reduzindo a espalhabilidade, contudo a partir de 60 dias todos se
tornaram mais viscosos. O pH apresentou reducdo para todas as formulacdes testadas,
também mostrando perda de estabilidade dos géis. Diante dos ensaios biologicos foi possivel
observar que comparados ao antisséptico comercial, alcool em gel, as formulagdes
apresentaram irritacdo em menor grau e pelos testes de hemolise e fosfolipase, nao foi
verificada toxicidade dos produtos. Os géis ndo apresentaram fator de protecdo solar e a
atividade antibacteriana frente a S. aureus e E. coli foi significativa e superior que a do alcool
em gel, além desses parametros, os géis nao apresentaram contaminacdo. Os géis a base de
6leos essenciais de M. pulegium, C. citriodora e C. citratus apresentaram caracteristicas de
interesse para a producdo de novos produtos e com potencial antisséptico.

Palavras-chave: Poejo. Eucalipto limao. Capim limao. Produtos naturais. Higienizacdo das

maos.



ABSTRACT

The essential oils constitute an important phytochemical group composed of secondary
metabolites used in the industries with emphasis in the alimentary, cosmetic and
pharmaceutical areas. The aromatic attributes and the biological activities of these substances
put them today in a prominent position. The objectives of this work were to chemical
characterize the essential oils of Mentha pulegium L., Corymbia citriodora e Cymbopogon
citratus, develop topical antiseptic formulations in the form of gel with the addition of the
essential oils incorporated into the hydroxyethylcellulose and carboxypolymethylene bases, as
well as the evaluation of physicochemical, antibacterial, phospholipase activities and effects
on human erythrocytes. The essential oils were obtained from the fresh leaves of Mentha
pulegium L., Corymbia citriodora e Cymbopogon citratus and extracted by hydrodistillation
using the modified Clevenger apparatus. They were characterized and quantified by CG / MS
and CG / DIC, respectively. The physico-chemical evaluations were performed by evaluating
the pH, release tests, spreadability, centrifugal stability and density; in addition to studying the
antibacterial activities (Escherichia coli and Staphylococcus aureus), skin irritation, sun
protection factor, phospholipase, effect on erythrocytes and evaluation of microbiological
activity (contamination of gels). The essential oil of M. pulegium presented as main
constituents pulegone, menthol and menthone and the essential oils of C. citridora and C.
citratus presented geranial and general. The results showed that carboxypolymethylene gels
incorporated with essential oils had lower variations in physico-chemical behavior.
Comparing the effect of the incorporation of the essential oils to the gels, it was possible to
observe that the gels without the addition of oils maintained for longer the characteristic
referring to the pH. In the release test, dialysis showed that the M. pulegium-
hydroxyethylcellulose gel presented more expressive results, followed by gel C. citriodora-
carboxypolymethylene and C. citratus-carboxypolymethylene. The viscosity of the gels up to
30 days showed a decrease reducing the spreadability, however from 60 days all became more
viscous. The pH presented reduction for all formulations tested, also showing loss of stability
of the gels. Before the biological tests it was possible to observe that, compared to the
commercial antiseptic,gel alcohol, the formulations presented irritation to a lesser degree and
by the hemolysis and phospholipase tests, no toxicity of the products was verified. The gels
did not present a sun protection factor and the antibacterial activity against S. aureus and E.
coli was significant and superior than that of alcohol in gel, besides these parameters, the gels
did not present contamination. The essential oils gels of M. pulegium, C. citriodora and C.
citratus presented characteristics of interest for the production of new products with antiseptic
potential.

Keywords: Poejo. Lemon Eucalyptus. Lemon Grass. Natural products. Hand hygiene.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € bastante difundida. Com o
desenvolvimento da tecnologia, aliado ao interesse em se confirmar o conhecimento na
medicina popular, as plantas medicinais t€m tido seu valor terapéutico pesquisado
intensamente. Entre os paises que compdem a América do Sul, o Brasil se encontra em
posicdo privilegiada em relacdo a variedade em sua flora. Entre tantos compostos produzidos
pelas plantas, os 6leos essenciais constituem os elementos volateis contidos em muitos 6rgaos
vegetais que estdo relacionados com diversas fungdes necessarias a sobrevivéncia vegetal.

Tem sido estabelecido cientificamente que os 6leos essenciais possuem propriedades
antibacteriana, anti-inflamatoria, inseticida, cosmética, entre outras.

Dados da Embrapa (2016) mostram que o Brasil tem uma importante posi¢do no
comércio de 6leos essenciais, sendo o quarto maior produtor mundial e o primeiro em 6leos
essenciais citricos.

Os estudos das potencialidades bioldgicas e farmacoldgicas dos 6leos essenciais 0s
caracterizam como, substiancias promissoras, principalmente para producido de antissépticos
para maos devido as suas atividades antibacterianas. Sabe-se que as maos constituem a
principal via de transmissdo de micro-organismos pois a pele € um possivel reservatorio de
diversos micro-organismos, que podem se transferir de uma superficie para outra, por meio de
contato direto (pele com pele), ou indireto, através do contato com objetos e superficies
contaminados (BOYCE; PITTET, 2002). Os 6leos essenciais configuram uma alternativa que
vém ganhando espaco devido ao fato de serem substiancias com baixo peso molecular,
volateis, ndo permanecendo no ambiente e, na maioria das vezes, apresentarem baixa
toxicidade para mamiferos.

Entre as espécies que concentram os elementos volateis nas folhas, destacam-se
Mentha pulegium L., Corymbia citriodora e Cymbopongon citratus, como importantes fontes
de compostos biologicamente ativos. Silva et al. (2015a) evidenciaram atividade
antibacteriana para duas espécies de Mentha; Barros et al. (2015) constataram a desinfec¢cao
total das espécies de E. coli e S. Choleraesuis tratados com O6leo essencial de plantas do
género Cymbopogon, e Lorenzi et al. (2003) enfatizam a importancia do 6leo essencial de
Corymbia citriodora em industria de perfumaria e como desinfetantes, constatando, assim, o

potencial antisséptico dessas plantas.



Existem aspectos relevantes nos 6leos essenciais que ainda necessitam ser verificados
para a producdo de novos produtos, como a sua toxicidade. Os consumidores atualmente
buscam por produtos naturais com menor toxicidade possivel; as novas tecnologias e a ampla
concorréncia sao parametros necessarios para o desenvolvimento constante de novos produtos
e servicos. Portanto, a finalidade dos novos produtos estd intimamente relacionada a
percepcao de seu valor pelos consumidores.

Nesse contexto, objetivou-se no presente trabalho analisar a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais de Mentha pulegium L., Corymbia citriodora e Cymbopongon citratus,
preparar antissépticos incorporados com os Oleos essenciais dessas plantas, avaliar suas
propriedades fisico-quimicas, testar a toxicidade, o potencial de irritacdo, a atividade

antibacteriana e a contaminac¢ao dos géis preparados.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Boas praticas de higiene pessoal para manipulacio de alimentos e ambientes

hospitalares

O aumento crescente de micro-organismos resistentes, principalmente das bactérias
tem acentuado a necessidade de adotar medidas de prevencdo e controle como prioridade na
reducgdo da transmissdo de patégenos. Entre as medidas preconizadas para esse controle, tem-
se a higieniza¢do das maos. A higieniza¢ao das maos € considerada a medida de controle mais
importante e eficaz para prevenir a transmissdo de patdégenos. Mesmo essa técnica tendo
implicacdes decisivas para reduzir/eliminar as contaminacdes, pesquisas mostram que esse
principio ainda € pouco aderido e os produtos encontrados no mercado para essa finalidade
ndo apresentam grande eficicia (FIGUEIREDO et al. 2013; HO; ANSARI; PAGE, 2014;
ANVISA, 2007).

A higiene das maos tem sido reconhecida como medida mais importante para prevenir
infeccdes em areas hospitalares, alimenticias e em outros ambientes com grande acimulo de
pessoas. O reconhecimento da higienizacdo das maos como um elemento-chave para impedir
a propagacdao de doencgas infecciosas € considerada a medida mais eficaz para evitar
transmissdo cruzada e infec¢des, pois a lavagem das maos pelos profissionais das areas da
saude e alimenticia, com sabonete para eliminar os residuos e a assepsia com antisséptico com
intuito de reduzir os micro-organismos, permitem aumentar a seguranca dos consumidores de

alimentos manipulados e pacientes hospitalares, reduzindo a contaminag¢do por esses micro-
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organismos (OSUGI; KAWAGUCHI; HIROSHIMA, 2014; SLOANE; SHABAN;
GILLESPIE, 2012).

Nas ultimas décadas, tem-se observado um aumento crescente das doengas
transmitidas por alimentos, com a expansdo do comércio alimentar, o aumento do consumo de
alimentos industrializados ou semiprontos, modificagdes dos habitos alimentares e o aumento
das refeicdes fora do domicilio. A falta ou higienizacdo com produtos ineficazes dos
profissionais que manipulam os alimentos em restaurantes e industrias de alimentos sdo os
principais responsaveis pela contamina¢do dos alimentos e, consequentemente, as infeccoes,
sendo os agentes bioldgicos que causam contamina¢do, em sua maioria, bactérias e parasitos
intestinais (CUSTODIO et al., 2009; MUNDY, 2008).

Além das infec¢des transmitidas por alimentos, também tem sido observada infec¢des
relacionadas a assisténcia a satde, que constituem um problema grave e um grande desafio,
exigindo dos responsaveis pelos servigos de saide acOes efetivas de prevencdo e controle.
Tais infec¢Oes ameacam tanto os pacientes quanto os profissionais de satde, acarretando
sofrimentos e resultando em gastos excessivos para o sistema de saide (ANVISA, 2009).

Na perspectiva de reduzir a contaminacdo causada por micro-organismos, Kramer et
al. (2002) mostraram que géis a base de alcool foram introduzidos em muitos hospitais para a
assepsia das maos. A investigacdo da eficicia antimicrobiana de dez géis e quatro tipos de
produtos para lavagens das maos de acordo com as normas europeias (EN 1500) mostrou que
nenhum gel preencheu os requisitos EN 1500 dentro de 30 segundos de aplicacdo, ao passo
que todas as lavagens foram satisfatérias. Formulagdes de gel tém sido propostas para reduzir
o efeito de secagem dos alcoois e melhorar a eficiéncia da higiene das maos. Outros autores,
como Cheeseman et al. (2009), relataram que a eficacia de géis a base de alcool pode ser
significativamente limitada contra o S. aureus. Neste trabalho, também foi destacado que o
tempo de contato € um fator importante para garantir a eficacia de produtos a base de géis.

Shintre, Gaonkar e Modak (2006) estudaram o efeito sinérgico do farnesol com
6leos essenciais in vitro para selecionar um sistema antimicrobiano eficaz para utilizacdo em
gel. Pelos ensaios, verificou-se que o farnesol e o 6leo essencial de limdo mostraram boa
atividade sinergistica contra o S. aureus, em combinacdo com cloreto de benzalcdnio e cloreto
de benzetonio, mas ndo com outros agentes antimicrobianos. A partir desse resultado, foi,
entdo, desenvolvido um antisséptico a base de dlcool contendo uma combinagdo sinérgica de
farnesol e cloreto de benzetdnio e sua eficicia foi avaliada em voluntarios humanos. Segundo

o protocolo US FDA-TFM usando Serratia marcescens como um organismo marcador, foi
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verificada atividade sobre a bactéria e ainda foi observado que ndo ocorreu irritacao das maos
quando aplicado 10 vezes todos os dias, durante cinco dias consecutivos.

A assepsia (higienizagdo preventiva), portanto, € um fator primordial para a saide
publica em locais de aglomeragdo de pessoas, em areas de manipulacdo de alimentos e em
areas correlatas com o tratamento de sadde. Dessa forma, novos produtos com fungdes
antissépticas mais eficazes necessitam ser produzidos para o processo de higienizacdo das
maos. A busca para a solucdo desse problema de contaminagdo bacteriana coloca os 6leos

essenciais em destaque, ja que muitos deles apresentam potencial antibacteriano.

2.2 Bactérias

Os seres humanos, assim como o ambiente, sdo colonizados por diversos micro-
organismos, sendo as bactérias os que mais sdo encontrados. Elas revestem a pele, as mucosas
e cobrem o trato intestinal dos homens e dos animais, sendo muitas delas benéficas para seu
hospedeiro, proporcionando protecdo contra patégenos e doencgas. Contudo, ha o
inconveniente de existirem também bactérias prejudiciais aos seres humanos e animais.
(ARANTES; ANDRADE; BARACHO, 2013).

As bactérias patogénicas tém causado grandes problemas resultantes principalmente
da proliferacdo de micro-organismos resistentes aos principais antibioticos utilizados; esse
fato esti entre as ameagas mais graves para a saide publica. Para o sucesso do tratamento
antibacteriano com produtos industrializados contaminados pelas maos dos manipuladores,
necessita-se de uma antissepsia das maos mais eficaz. Recentemente, o aparecimento de
linhagens bacterianas resistentes a antibidticos tem aumentado drasticamente. Dentro do
grupo de bactérias resistentes as drogas, citam-se a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella, Shigella, Staphylococcus coagulase-negativo, Enterococcus sp. € Pseudomonas
aeruginosa (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

Silva et al. (2015b), realizando uma pesquisa em produtos comerciais vedados por
embalagem de metal e plastica em dois estabelecimentos, observaram apds 24 horas a
presenca de colOnias bacterianas nos biscoitos e conservas, mostrando que os alimentos sdo
comumente contaminados por bactérias pela falta ou higieniza¢do incorreta das maos dos
profissionais que os manipulam.

Assim como os alimentos, os ambientes hospitalares e de grande circulagao de pessoas
também apresentam alto nivel de contaminacdo. Custddio et al. (2009), realizando avaliacdo

microbiolégica das maos de profissionais da saide de um hospital particular de
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Itumbiara/Goias, observaram uma alta contaminacao (>106 unidades formadoras de col6nia)
nas maos dos enfermeiros, técnicos de enfermagem e auxiliares de enfermagem. A espécie
Staphylococcus coagulase-negativo (44,5%) foi o micro-organismo mais isolado, seguido de
Staphylococcus aureus (40,0%); cerca de 70,0% dos estafilococos foram resistentes a
oxacilina. Neste estudo, ndo houve deteccdo de bacilos Gram-negativos. Dessa forma, os
autores destacaram que houve uma alta contaminacdo por bactérias epidemiologicamente
importantes no ambiente hospitalar, demonstrando a necessidade de maior frequéncia e
cuidado na higieniza¢do das maos.

A atividade antimicrobiana exercida pelos 6leos essenciais tem sido descrita para uma
ampla variedade de micro-organismos, tanto Gram-positivos (compostas por vérias camadas
de peptidioglicano na camada externa) quanto Gram-negativos (compostas por uma camada
de peptidioglicano na camada externa), os quais respondem de forma distinta e dependente da
composi¢do quimica dos 6leos (BOULANOUAR et al., 2013; BURT, 2004; SOLORZANO-
SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2011).

Souza et al. (2016), pesquisando o O6leo essencial de Cymbopogon citratus,
encontraram como constituintes majoritarios o geranial (43,77%); o neral (31,61%) e o B-
mirceno (14,63%) e a concentracdio minima bactericida frente a Escherichia coli

enterotoxigénica foi de 1,0% de 6leo essencial.

2.2.1 Escherichia coli

A espécie Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, caracteriza-se
por ndo apresentar esporogenicidade, ser Gram-negativa, aerObia ou anaerdbia facultativa,
capaz de fermentar a lactose com producdo de gés, em 24 a 48 horas entre 44,5 — 45 °C
(SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2007).

A E. coli é a principal representante do grupo dos coliformes fecais, sendo considerada
como um dos agentes etiologicos de surtos de doencas transmitidas por alimentos. As cepas
patogénicas dos micro-organismos sdo responsaveis por provocarem surtos de doengas em
humanos e animais com considerdvel taxa de mortalidade (JAY, 2005). E conhecida pela sua
capacidade de tolerar ambientes acidos, pois podem sobreviver em pH 2,5 até por 6 horas. Os
coliformes fecais nos quais se inclui a bactéria E. coli sio encontrados em ambientes

sanitarios e a nao higienizacdo das maos de forma correta € o fator principal para

contaminacao de alimentos nas industrias alimenticias (PONATH et al., 2016).
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No ano de 2011, a Alemanha sofreu uma epidemia provocada pela bactéria E. coli em
que foram registradas 35 mortes, sendo esse o surto mais grave de contaminagdo por essa
bactéria registrada na Europa. Em toda a Alemanha, mais de 4 mil pessoas foram
contaminadas e muitos sofreram sequelas ao longo da vida, com complicagdes renais e
neuroldgicas (RASFF, 2014).

Virios surtos ocorridos nos Estados Unidos, Canada e Japdo foram associados ao
consumo de hambiirgueres (CAMARA, 2002). Em 2015, foi veiculada a noticia de que pelo
menos 37 pessoas foram infectadas pela bactéria E. coli nos Estados Unidos, em uma
epidemia ligada a uma rede de lanchonetes. O diagnostico mostrou que 25 pessoas foram
contaminadas por E. coli e, desse total, 9 foram hospitalizadas segundo as autoridades locais.
Os servigos de saide do Estado do Oregon identificaram 12 casos de E. coli em torno da
cidade de Portland, provavelmente ligados a mesma rede de lanchonete (FRANCE PRESSE,
2015).

No Brasil, apesar das limitagdes do sistema de informacdes, ha registros no sistema
AIH/DATASUS de que mais de 600 mil internagdes ocorrem por ano devido a doenca
infecciosa intestinal, que pode ser causada por virus, protozoarios e a bactéria E. coli,
causando quase 8 mil mortes, o que representa importante prejuizo a saide da populacdo

(EDUARDO, 2008).

2.2.2 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus, pertence a familia Micrococcaceae, e é formado por
bactérias que exibem forma de cocos Gram-positivos, frequentemente encontradas na pele e
nas fossas nasais de pessoas sauddveis. Entretanto, esses micro-organismos causam desde
uma simples infec¢do (espinhas e furinculos) até infec¢des graves (pneumonia, meningite e
sindrome do choque téxico) (SANTOS et al., 2007).

As linhagens de Staphylococcus aureus apresentam como caracteristica a capacidade
de sele¢dao de micro-organismos resistentes a agentes antimicrobianos. A disseminacao dos S.
aureus se deve, em parte, a grande versatilidade desse micro-organismo, pois se adaptam
rapidamente a diferentes ambientes (FATTOM et al., 2004). A bactéria S. aureus ¢ um dos
agentes patogé€nicos mais notorios, sendo responsavel por 45% das toxinfecgdes em todo o
mundo, causada pela ndo higienizacdo das maos de forma correta de profissionais da area da

saude e alimenticia (NETO; SILVA ; STANFORD, 2002).
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Mizumachi et al. (2011), realizando um estudo em supermercados no Japao,
demonstraram a presenca de 52 cepas de S. aureus em alcas de cestas de compras e 91 cepas
nas maos dos funcionarios desses locais.

O grande nimero de infec¢des humanas provocadas por esse agente € uma causa
importante de infec¢des relacionadas a falta de assisténcia a satide, uma vez que acometem a
pele, sistema respiratorio, Osseo, distirbios da articulacdo e endovascular. Esse fato é
comprovado pela contaminac¢do de 12 pacientes internados nos Estados Unidos, no ano de
2008. Esses pacientes foram monitorados e as estirpes contaminadoras de S. aureus
apresentavam resisténcia a meticilina (MRSA) e a linezolida (LR), antibi6ticos utilizados para
o controle da espécie bacteriana. Torna-se, portanto, necessaria a introdu¢do de novas classes
de antimicrobianos, pois a S. aureus é capaz de crescer e produzir toxina em uma ampla
margem de condigdes ambientais ¢ em uma variedade de alimentos (FUJIKAWA;
MOROZUMLI, 2006).

Nos Estados Unidos, em casos de surtos alimentares, a enterotoxina estafilococica é
comumente isolada, sendo relatados anualmente, em média, 185.00 casos (MUSTAFA; JAIN;
AGRAWAL, 2009).

No Brasil, pesquisas realizadas no estado da Paraiba a partir dos dados da vigilancia
epidemioldgica revelaram que o agente etioldgico veiculado em 50% dos casos de queijos
contaminados foi o S. aureus (RUWER; MOURA; GONCALVES, 2011).

Carmo et al. (2003) relataram um caso de surto alimentar envolvendo S. aureus
ocorrido no municipio de Passos-MG, onde 31 pessoas foram acometidas, apresentando
sintomatologia de intoxica¢do alimentar. Os resultados da investigacdo epidemioldgica
revelaram a presenca de isolados de S. aureus em panqueca de frango, sendo esse definido
como o alimento responsavel pela veiculacido da toxina causadora da enfermidade. Além do
alimento veiculador da infecgdo, “swabs” coletados dos colaboradores desenvolveram
culturas isoladas de S. aureus, sendo considerados portadores assintoméiticos € proviveis
fontes de contaminacdo dos alimentos.

Jorgensen et al. (2005) mostraram que, em dezembro de 2003, na Noruega, 8 pessoas
foram acometidas por infecc¢do estafilococdcica ap6s almogo em escola infantil. As anélises
microbioldgicas revelaram isolados de S. aureus em quantidades significativas.

Mais um caso de intoxicagdo estafilococdcica foi relatado por Mustafa, Jain e Agrawal
(2009), em que, ap6s almoco em base militar, nos Estados Unidos, 94 militares foram
acometidos. As amostras de vomito e fezes dos pacientes, assim como a tomada da geladeira,

chido e prateleiras da cozinha, apresentaram colonias de S. aureus coagulase positiva,
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mostrando, assim, que as maos dos manipuladores poderiam estar contaminadas, transferindo
as bactérias através da manipulacdo dos alimentos. Assim, pesquisas com o objetivo de
explorar novos biocidas organicos, bem como o desenvolvimento e refinamento dos
processos, tém se mostrado promissoras (SINGH; SINGH, 2012). Nesse contexto, os 6leos

essenciais, vém sendo estudados.

2.3 Oleos essenciais

Entre todos os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, os 6leos essenciais
sdo definidos como uma mistura complexa de substincias voléiteis e odoriferas com
consisténcia oleosa. Sao liquidos a temperatura ambiente, embora, em alguns casos, sejam
sOlidos ou resinosos e geralmente incolores. Podem ser sintetizados por todas as partes da
planta, ou seja, botdes, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas, raizes, madeira e casca,
sendo armazenados em diferentes estruturas secretoras. A ISO (International Organization for
Standardization) define 6leo essencial como o produto obtido por destilagdo em agua ou vapor
de plantas, ou ainda, produtos obtidos por pressdo de pericarpos de frutos citricos (SIMOES et
al., 2007). Por apresentarem em sua constitui¢cdo substincias instaveis, os 6leos essenciais
exibem alta probabilidade de sofrer modificagdes fisico-quimicas devido as reacdes na
presenca de luz, oxigénio, substancias oxidantes, redutoras, meios com pH extremos, ou
meios com tracos de metais que catalisam reagdes de decomposicao e transformagao.

Bandoni e Czepak (2008) constatam que a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais é
alterada, variando as proporcdes de seus constituintes ou ainda transformando um constituinte
em outro. Essas mudancas ocorrem de acordo com o quimiotipo e fatores ambientais
(incidéncia de luz, temperatura) e ainda com o desenvolvimento da planta ou fatores
genéticos, como a origem botanica.

Os oleos essenciais sdo formados por inimeros compostos de origens biossintéticas,
como hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, oOxidos, peroxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas e compostos sulfurados. Na mistura, tais compostos
apresentam-se em diferentes concentragdes; porém, geralmente um, dois ou trés deles sao
encontrados em propor¢cdes maiores, sendo denominados de compostos majoritirios
(SIMOES et al., 2007).

De acordo com Bakkali (2008), os constituintes majoritarios nos 6leos essenciais
podem ser responsaveis pela atividade bioldgica; no entanto, a acdo dos 6leos essenciais

também pode ser atribuida a acdo sinérgica ou antagOnica de varios componentes. Dessa
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forma, as atividades bioldgicas que os 6leos essenciais podem desempenhar os colocam em
evidéncia para a producao de novos produtos.

O Brasil tem se destacado na producao de dleos essenciais, ao lado da India, China e
Indonésia, que sdao considerados os quatro grandes produtores mundiais. Essa posi¢do deve-se
aos Oleos essenciais de citricos. No passado, o pais teve destaque como exportador de 6leos
essenciais de pau-rosa, sassafrds e menta. Os incentivos governamentais sao necessarios, além
da formalizacdo de parcerias de Centros de Pesquisa e Universidades com a Iniciativa
Privada, para que técnicas modernas de cultivo, selecdo e melhoramento de plantas sejam
desenvolvidas e aplicadas, de modo a se obter produtos com qualidade e pre¢o para disputar o
mercado internacional (EMBRAPA, 2016).

Esses relatos mostram que o Brasil é um grande produtor de 6leos essenciais, podendo
se destacar na produg¢do de novos produtos, j4 que os constituintes quimicos encontrados
nesses Oleos essenciais abrangem uma classe de metabolitos secundarios com alto potencial

biologico.

2.4 Biossintese de metabolitos secundarios encontrados nos oleos essenciais

A sintese dos metabolitos secundarios encontrada nos 6leos essenciais tem origem no
metabolismo dos 4cidos graxos e da glicose, sendo produzidos por meio de dois compostos: o
acido chiquimico e o acetil-CoA. O 4cido chiquimico origina os aminoacidos aromaticos,
fenilalanina e tirosina, que irdo formar os fenilpropanoides.

Os derivados do acetato produzem os terpenoides, que sdo sintetizados a partir de
cinco unidades de carbono denominadas isopreno e podem ser formados tanto pela via do
mevalonato quanto pela via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXPS) (Figura 1) (SIMOES et al.,
2007).
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Figura 1 - Rota biossintética dos metabdlitos secundarios em plantas
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Fonte: Adaptado Simdes (2007).

Os principais terpenoides encontrados nos dleos essenciais podem ser classificados em
monoterpenos e sesquiterpenos. Os fenilpropanoides sao encontrados em menor quantidade e
tanto os derivados de terpenoides como os fenilporpanoides apresentam diferentes
propriedades biologicas.

Os terpenos constituem um amplo grupo de metabdlitos naturais, que quando
denominados terpenoides, apresentam elementos adicionais, como o oxigénio. Os compostos
terpénicos sdao encontrados em uma diversidade muito grande de espécies vegetais e
compreendem uma classe de metabolitos secundarios com grande variedade estrutural e
atividades bioldgicas diversas.

A biossintese dos terpenos pode ser dividida em 4 etapas: sintese do precursor
fundamental, IPP (isopentenildifosfato); adi¢des repetitivas do IPP para forma¢do de uma
série de homodlogos difosfato; acdo de enzimas especificas na producdo dos esqueletos

terpénicos; modificacdes enziméticas secundarias dos esqueletos para originar funcionalidade
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e uma grande diversidade de compostos (DEWICK, 2009). A via clissica do éacido
mevalodnico (Figura 2) envolve dois passos de condensacdo de trés moléculas de acetil-CoA
pelas enzimas acetil-CoA aciltransferases e hidroximetilglutaril-CoA sintase (HMG-CoA)
para produzir HMG-CoA. Em seguida, o HMG-CoA ¢ reduzido pela HMG-CoA redutase, por
um processo que depende de NADPH, formando os acidos mevaldico e meval6nico. Esse
ultimo, por sua vez, € convertido a IPP, por meio de trés fosforilagcdes e uma descarboxilagdo.
A TPP isomerase catalisa a conversdao do isopentenildifosfato para dimetilalildifosfato

(DMAPP) (LUCKER, 2002).

Figura 2 - Mecanismo de formacao das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP) pela via do mevalonato
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Figura 2 - Mecanismo de formacao das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP) pela via do mevalonato (Continua)
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Figura 2 - Mecanismo de formacao das unidades isoprénicas ativas, dimetilalil difosfato
(DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP) pela via do mevalonato (Continua)
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Fonte: Adaptada de Dewick (2009), modificado por Teixeira (2016).

A via do DXPS (Figura 3) tem como precursor do IPP o composto 1-deoxi-D-xilulose-
S-fosfato, formado pela condensacdo de uma molécula de piruvato com o anion ilideo de
enxofre e pela reacdo da enamina com o gliceraldeido-3-fosfato. Foi denominada por via MEP
(2C-metil-D-eritritol-4-fosfato), formada pela 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato-redutoisomerase
(DXR) a partir do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato. Em seguida, apds sucessivas reacdes, o MEP
€ convertido no seu dltimo intermediario, que é convertido em IPP e DMAPP. As moléculas
de IPP e DMAPP (Figura 4) dao origem ao trans-geranilpirofosfato (GPP), o qual ¢é

convertido nos diferentes monoterpenos, que representam, geralmente, 90% da composi¢dao
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dos o6leos essenciais. O GPP pode, entdo, ligar-se a outra molécula de IPP, formando um
composto de 15 carbonos, farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A
adicao de outra molécula de IPP forma o geranilgeranil difosfato (GGPP), composto de 20
carbonos precursor dos diterpenos. Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar para formar

triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), respectivamente (DEWICK, 2009).
Figura 3 - Biossintese de terpenos pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5P mevalonato
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Figura 3 - Biossintese de terpenos pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5P mevalonato
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Figura 3 - Biossintese de terpenos pela via da 1-deoxi-D-xilulose-5P mevalonato (Continua)
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009), modificado por Teixeira (2016).
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Figura 4 - Biossintese de terpenos a partir da formagao dos blocos isoprenoides isopentenil
pirofosfato (IPP) e dimetilalilpirofosfato (DM APP)
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Figura 4 - Biossintese de terpenos a partir da formagao dos blocos isoprenoides isopentenil
pirofosfato (IPP) e dimetilalilpirofosfato (DMAPP) (Continua)
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009), modificado por Teixeira (2016).

Além dos terpenos, os Oleos essenciais contém os fenilpropanoides, substancias
naturais largamente distribuidas nos vegetais e constituidas por um anel aromético unido a
uma cadeia de trés carbonos e derivados biossinteticamente do acido chiquimico (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009). O acido chiquimico € formado pela condensacdo alddlica de
dois metabolitos da glicose: o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fostato (Figura 5). Pela jun¢ado
do acido chiquimico e de uma molécula de fosfoenolpiruvato, ocorre a formagao do acido
corismico (PERES, 2004). O 4cido corismico € responsavel por gerar aminoacidos
aromaticos, como a fenilalanina e a tirosina, os quais perdem uma molécula de amonia,
resultando na formac¢ao dos acidos cinamico e p-cumaérico (Figura 6). Esses tltimos, por meio
de reducdes enzimdticas, originam propenilbenzenos e/ou alilbenzenos, que, por meio de
reacdes de oxidacdo com degradacdo das cadeias laterais, geram diversos fenilpropanoides

presentes na constitui¢do de muitos 6leos essenciais (SIMOES et al., 2007).

Figura 5 - Formagao do acido chiquimico a partir da condensacao da eritrose-4-fosfato e do

fosfoenolpiruvato
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COOH hO - P po 95

Ly NG CH-CH-_CHy—0p =, HC CH,

CH,—C—0O0—P + 4 ‘ 2 I (\: (‘JH

OH OH e N
OH o G om

fosfoenolpiruvato eritrose-4P OH
(PEP) (via das pentoses) acido 2-ceto-3-deoxiarabinose-

(via glicolitica) heptulosonico-7P (DAHP)



26

Figura 5 - Formagao do acido chiquimico a partir da condensacao da eritrose-4-fosfato e do
fosfoenolpiruvato (Continua)
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009), modificado por Teixeira (2016).
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Figura 6 - Mecanismo de formacao da estrutura basica dos fenilpropanoides a partir do acido

chiquimico
COOH COOH
C‘ ATP  ADP C‘
HC® CH, N, HC” “CH,
\ \ —_— \ \
H 0 ol
HO | OH po G om
OH OH ~
acido chiquimico acido chiquimico-3P
‘COOH (‘JOOH
H
C. COOH ) C H | H
HCC CH \ EPSP sintase S N
Tt NG o p S HCCH, ¢
9H__ ,C\H . CH ,CH\ C
PO C/H :OH fosfoenolpiruvato PO/ (%H O | “COOH
OH - ~ (PEP) OH
(via glicolitica)
acido chiquimico-3P
‘B
COOH ( (‘JOOH
| H
C
\ \ | <« I
CH CH CH CH ¢
/ ~
pd G o7l coon P po G 07 “cooH
OH @P OH
acido 3-enolpiruvilchiquimico-3P
COOH /B COOH
|
C¥ NH XN
HCK SCH™ HC CH
CH _CH P N C
p Yy CH o~ S~coon CH 0~ cooH
OH OH

acido 3-enolpiruvilchiquimico-3P 4cido corismico



28

Figura 6 - Mecanismo de formacao da estrutura basica dos fenilpropanoides a partir do acido
chiquimico (Continua)
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Figura 6 - Mecanismo de formacao da estrutura basica dos fenilpropanoides a partir do acido
chiquimico (Continua)
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Figura 6 - Mecanismo de formacao da estrutura basica dos fenilpropanoides a partir do acido
chiquimico (Continua)

Sintese dos fenilpropanoides a partir dos aminoacidos
fenilalanina e tirosina
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009), modificado por Teixeira (2016).

Portanto, devido as insaturacdes, fungdes alcool, acido, aldeido, cetona, entre outras das
estruturas dos compostos terpenoides e fenilpropanoides encontradas nos 6leos essenciais,
esses podem fazer inimeras reacoes, apresentando grande potencial biolégico e tornando-se

estruturas promissoras para o desenvolvimento de novos produtos.

2.5 Género Mentha

Entre as espécies vegetais conhecidas por produzirem 6leos essenciais, destacam-se as

espécies do género Mentha, pertencentes a familia Lamiaceae e caracterizadas por sua

complexidade, provavelmente devido aos indmeros hibridos que podem ser formados a partir
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do cruzamento espontaneo das espécies. A possibilidade de intimeros cruzamentos dentro
desse género possibilita, portanto, o desenvolvimento de uma complexa gama de espécies. A
maior heterogeneidade dentro desse género encontra-se nas regides da Europa, Austrélia, Asia
Central e norte da Africa. As Menthas sio amplamente cultivadas nos cinco continentes,
principalmente em regides temperadas e subtemperadas do mundo (WANG et al., 2013).

Espécies desse género também sdo denominadas hortelds, agrupam as formas
espontaneas e cultivadas; e compreendem plantas herbiceas e geralmente perenes. As folhas
podem ser sésseis ou pecioladas, opostas, serradas e suas inflorecéncias sdo pequenas, de
coloracdo lilas ou azuladas (WANG et al.,, 2013). O crescimento € rapido e geralmente
suportam variacdes significativas nas condi¢des edafoclimaticas; contudo, sdo mais
encontradas em locais frescos, imidos e parcialmente sombreados, podendo ser cultivadas em
diversas localidades.

Devido a grande utilizacdo industrial de substancias extraidas dessas plantas, Khanuja
et al. (2000) destacaram a utilizagdo dos Oleos essenciais em cosméticos, produtos
farmacéuticos, alimenticios, produtos de confeitaria e bebidas alcodlicas industriais.

Segundo Santos et al. (2012), os 6leos essenciais das espécies do género Mentha
apresentam um elevado valor comercial, pois geralmente apresentam o monoterpeno mentol
em suas constitui¢des, substancia amplamente usada nas industrias farmacéutica, cosmética,

de higiene pessoal e alimenticia.

2.5.1 Mentha pulegium (L). L.

A espécie vegetal conhecida cientificamente como M. pulegium é denominada
vulgarmente como poejo, poejinho, poejo-real e menta-selvagem (OLIVEIRA et al., 2011).
Sao nativas da Europa, norte da Africa, Asia e Oriente Médio, estando distribuidas
principalmente em regides temperadas e subtemperadas. E uma planta perene, herbicea,

aromatica e que pode atingir até 40 cm de altura (Figura 7) (SILVA et al., 2015a).
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Figura 7 - Aspecto geral da Mentha pulegium

Fonte: arquivo pessoal.

As partes aéreas de M. pulegium t€m sido tradicionalmente utilizadas para tratamentos
de sinusite, resfriado, colera, intoxicagdo alimentar, bronquite, tuberculose, assim como
carminativo, expectorante e diurético, destacando-se como uma importante planta aromatica e
medicinal. Também ¢ relatado seu potencial antisséptico, repelente, antiespasmodico e anti-
inflamatoério. Boukhebti et al. (2011) mostraram que o dleo essencial de M. pulegium
apresentou atividade antioxidante. Silva et al. (2015a) destacam que os constituintes
majoritarios encontrados para o 6leo essencial de M. pulegium foram pulegona, mentol e

mentona, o que pode ser verificado na Figura 8.

Figura 8 - Constituintes quimicos encontrados em 6leo essencial de M. pulegium
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Fonte: Silva et al. (2015a).

Rodrigues et al. (2013) enfatizam a necessidade de uma melhor caracterizacdo de
plantas e preparacdes botanicas, e de avaliagdo cientifica dos riscos de exposi¢do dos
consumidores a esses produtos. A Unido Europeia tem estipulado uma concentragdo maxima
para pulegona nas concentragdes de 250 mg/Kg nos confeitos que contenham hortela ou

hortela-pimenta, 2000 mg/Kg microconfeitos destinados a refrescar o halito, 20 mg/Kg em
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pastilhas, 20 mg/Kg em bebidas ndo alcodlicas que contenham horteld ou horteld-pimenta e
100 mg/Kg nas bebidas alcodlicas que contenham horteld ou hortela-pimenta (EEC, 2008).
Diante de tantas atividades bioldgicas mostradas pelo 6leo essencial dessa espécie e sua

utilizag¢do na industria, pode-se envidenciar a sua utilizacdo como uma alternativa promissora.

2.6 Género Corymbia

O género botanico Corymbia, pertencente a familia Myrtaceae, inclui os chamados
eucaliptos-de-jardim. Cerca de 113 espécies de arvores ja foram classificadas no género
Eucalyptus até meados da década de 1990, ainda que algumas espécies sejam reconhecidas
como um grupo distinto dos Eucalyptus desde 1867. As espécies de eucalipto sdo amplamente
cultivadas no Brasil, principalmente pelo crescimento rapido, boa qualidade da madeira e pelo
alto rendimento dos Oleos essenciais extraidos, que podem ser promissores em atividades
bioldgicas (VILAS BOAS; MAX; MELO, 2009).

Bowyer, Shmulsky e Haygreen (2003) destacam a utilizacdo de espécies do género
Corymbia na fabricacdo de produtos de madeiras sdlida e que sua viabilidade esti
intimamente relacionada com o desempenho no processamento e com as propriedades fisicas
e mecanicas do material.

Segundo Morais et al. (2010), as espécies de eucalipto t€ém seu cultivo ampliado no
Brasil, ano apds ano, pelas suas caracteristicas de rapido crescimento e adaptacdo

edafoclimatica, além das caracteristicas florestais e da qualidade de sua madeira.

2.6.1 Corymbia citriodora

A Corymbia citriodora é uma espécie de ocorréncia natural da Australia, caracterizada
por apresentar um porte médio, chegando, algumas vezes, a 50 metros de altura e 1,2 m de
didmetro. Sua madeira apresenta alta densidade (0,99 g/cm3), podendo ser indicada para

plantios visando a usos multiplos (Figura 9) (EMBRAPA, 2013).
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Fonte: Dream-time (2017).

Segundo Reis et al. (2013), a C. citriodora tem sua madeira utilizada na producdo de
carvao vegetal, cabos de ferramentas, lenha, mourdes, sendo ela considerada excelente, forte
e duravel. A espécie C. citriodora € representada por arvores altas, ornamentais e com folhas
com cheiro de limao.

Vitti e Brito (2003), pesquisando o 6leo essencial de C. citriodora, observaram
rendimento de 1% a 1,6%, ou seja, a cada tonelada de biomassa foliar destilada, pode-se
extrair de 10 a 16 kg de 6leo. A concentracdo de seu componente principal, citronelal, varia
entre 65% a 85%. O citronelal possui propriedades de repeléncia contra insetos, mostrando
alta eficiéncia nessa fun¢ao. No Brasil, o 6leo de C. citriodora é comercializado bruto, ou,
entdo, sendo a base para obter-se o citronelol e o mentol. As estruturas quimicas desses

compostos estdo apresentadas na Figura 10.

Figura 10 - Constituintes quimicos obtidos do 6leo essencial de C. citriodora
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Citronelal Citronelol Mentol

Fonte: Vitti e Brito (2003).
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2.7 Género Cymbopongon

O género Cymbopogon inclui cerca de 30 espécies de gramineas perenes aromaticas,
sendo a maioria dessas nativas da regido tropical da Europa. A espécie Cymbopogon esta
categorizada no reino Plantae, divisio Magnoliophyta, classe Liliopsida, ordem Poales,
familia Poaceae e género Cymbopogon. Apresentam odor aromatico agradavel, caracteristico
de limdo, além de sabor aromatico e ardente, e coloragdo verde-palida

(TRIPPLEBROOKFARM, 2016).
2.7.1 Cymbopongon citratus

A espécie Cymbopogon citratus (DC) Stapf, popularmente conhecida como capim-
lim3o, ¢ originaria da India e encontra-se difundida em varios paises e aclimatada nas regides
tropicais do Brasil. Ensaios farmacologicos realizados, em adic¢ao as analises microbioldgicas,
evidenciam que os principais efeitos terapéuticos do capim-limao estdo relacionados com as
atividades estomacal, analgésica, sedativa e antimicrobiana, utilizado popularmente como
antiespasmodico, diaforético, antitérmico, diurético, antialérgico (Figura 11) (AMARANTE,

etal., 2012).

Figura 11 - Aspecto geral do Cymbopongon citratus
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Fonte: Stumpf (2017).

Martins et al. (2004) constataram que o 6leo extraido de Cymbopogon citratus é um dos
Oleos essenciais importantes para obtencdo do citral, seu constituinte principal, utilizado como
matéria-prima na obtencdo de importantes compostos quimicos denominados iononas,
utilizados na perfumaria. O citral é a mistura isomérica dos constituintes geranial e neral

(Figura 12).
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Figura 12 - Constituintes quimicos do 6leo essencial de C. citratus
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Fonte: Martins et al. (2004).

2.8 Fitocosméticos

A fitocosmética € o ramo da cosmetologia voltada ao uso de insumos vegetais,
englobando, assim, os estudos referentes aos 6leos essenciais, produtos produzidos pelas
plantas. Em constante evolucdo, a indudstria cosmética aposta nessa atitude como vantagem
competitiva, caracterizada como tendéncia nacional e mundial. A fitocosmética dedica-se ao
estudo e aplicacdo das substancias de origem vegetal, tendo como grande aliada a extensa
biodiversidade brasileira (FITOCOSMETICA, 2002).

Sabe-se da tendéncia mundial de utilizar substancias (principios ativos e insumos)
oriundas de plantas em formulacdes de uso topico, tanto nas formulagdes manipuladas como
em produtos comercializados. O usuério/paciente sente-se bem ao utilizar o produto que
agrega o conceito de qualidade de vida (GOMES; SANTOS, 2006). Essa valorizagao de
plantas ocasionou crescimento na procura de informacdes comprovadas cientificamente sobre
a sua seguranga e eficicia terapéutica, originando, assim, os fitocosméticos (FENNER et al.,
2006).

Cunha et al. (2008) descreveram que as aplicacdes farmacéuticas mais antigas usadas
em cosmética foram as pomadas e os Oleos contendo constituintes das plantas. Contudo,
outros tipos de preparacdes, como infusos, cozimentos € macerados obtidos de plantas,
ocuparam, durante muitos anos, um lugar de destaque. Atualmente, ainda se utiliza esse tipo
de preparacdes diretamente ou aplicadas em associacdo com compressas, no tratamento de
certas infeccoes cutineas.

Aburjai e Natsheh (2003) relataram que a aplicacdo direta das plantas na industria
cosmética encontra-se cada vez mais em desuso, substituida pela aplicacdo dos seus extratos

ou 6leos essenciais.
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O estudo da estabilidade de produtos cosméticos fornece informagdes que indicam o
grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condicdes a que possa estar sujeito
desde sua fabricagdo até o término de sua validade (ANVISA, 2004). Sao avaliadas as
caracteristicas, como o valor de pH e a espalhabilidade das formula¢des. Esses parametros sdo
estudados comparativamente, considerando-se as caracteristicas iniciais do produto e suas
alteracoes ao longo do tempo (BRASIL, 2012; BRASIL, 2013).

A caracteristica referente ao valor de pH esta incluida dentro dos fatores intrinsecos de
incompatibilidade quimica. Esse fator estid associado a natureza das formulacdes e as
interacOes das matrizes com os principios ativos. A incompatibilidade quimica diz respeito as
reacdes quimicas propriamente ditas que podem ocorrer entre os componentes da formulagdo
e relacionam-se com a integridade e seguranca de uso.

Portanto, para o desenvolvimento de antissépticos, a verificagio do pH ¢é
extremamente importante, pois esse ¢ um dos principais fatores intrinsecos capazes de
determinar o crescimento, sobrevivéncia ou destrui¢do de micro-organismos. Os micro-
organismos tém valores de pH 6timo e méaximo para sua multiplicagdio em torno da
neutralidade (6,5 a 7,5); assim, as variacdes de pH de novas formulagdes tém que ser
analisadas com cautela.

Os estudos de estabilidade geram resultados que sdo avaliados comparativamente,
exigindo que os ensaios sejam conduzidos em paralelo com um produto de referéncia. Esse
pode ser um produto de mercado ou uma formulagdo recém- preparada que, conhecidamente,

preserve as caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas e toxicoldgicas do produto

(BRASIL, 2012; BRASIL, 2013).

2.9 Matriz para formulacao de gel antisséptico

Os géis sdo dispersdes com alto potencial de incorporacdo de substincias em sua
matriz, tornando-se referéncias para producdo de novos produtos. Ansel, Popovich e Allen
Junior (2000) caracterizam os géis como sistemas semissolidos que consistem na dispersao de
moléculas grandes ou pequenas em um veiculo liquido que adquire consisténcia semelhante a
gelatina, pela acdo de uma substancia a ele adicionada. Existem duas classes de géis: os
hidrofébicos e os hidrofilicos. Além disso, de acordo com as caracteristicas dos polimeros, 0s
géis podem apresentar natureza idnica ou nao idnica. Os géis de natureza ndo idnica possuem

estabilidade em ampla faixa de pH, tornando-se possivel a veiculacdo de substincias de



38

carater 4cido, como os alfa-hidroxiicidos. Ja os de carater anidonico, sdo pH dependentes, ou

seja, apresentam-se estaveis em solucao neutra ou proxima do pH 7 (GENNARO, 2004).

2.9.1 Carboxipolimetileno (Carboxipolimetileno 940P)

O carboxipolimetileno é um polimero do 4cido acrilico de alto peso molecular (Figura
10), considerado um dos espessantes mais comuns para a fase aquosa, sendo muito usado em
formulacdes farmacéuticas liquidas ou semissdlidas, como géis, suspensdes e emulsdes, como
espessante para modificar a viscosidade dos produtos (BONACUCINA; MARTELLI,
PALMIERI, 2004; CORREA et al., 2005).

Figura 10 - Estrutura quimica do carboxipolimetileno
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Fonte: Raschke et al. (2005).

De acordo com Bonacucina, Martelli e Palmieri (2004), os hidrogéis sdo redes
tridimensionais de polimeros que, em meio aquoso ou fluido biolégico, retém uma grande
parte de 4gua na sua estrutura, sem se dissolver. Por causa da presenca de certos grupos
funcionais ao longo das cadeias do polimero, os hidrogéis sdao frequentemente sensiveis as
condi¢des do ambiente, como temperatura, pH e composicdo do solvente.

A dispersdo do polimero carboxipolimetileno em 4gua para a preparacao do gel produz
1.000 vezes o volume original. O maximo de viscosidade e transparéncia no gel de
carboxipolimetileno é obtido com pH 7, mas a viscosidade e transparéncia inicia-se em pH
4,5 a 5 e se estende ao pH 11. Na area farmacéutica, os hidrogéis tém sido utilizados para
liberacao de farmacos. No campo biomédico, um dos primeiros usos foi para a preparacao de

lentes de contato e intraoculares (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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2.9.2 Hidroxietilcelulose (Hidroxietilcelulose® 250)

O hidroxietilcelulose € um polimero nio i6nico derivado da celulose, apresentando
maior compatibilidade com a variacdo do pH e com a presenga de eletrolitos (Figura 11)

(CHIROLI, 2013).

Figura 11 - Estrutura quimica de um hidroxietilcelulose

O =, Q=i
FENGFE ,a'=\g

-

\/—0 OH

..... A XM

OH CH,0 OH
N CHym—CH”

- -dn

Fonte: Gianniberti (2016).

Esse gel desperta maior interesse para a veiculagao de ativos em dermatologia, por
possuir carater ndo ionico, tolerando bem solugdes acidas, sendo indicado para a incorporagdo
de ativos que levem a um abaixamento do pH final da formula¢do. Embora bem tolerados,

pHs extremos podem causar alteragdes na viscosidade (FERREIRA, 2011).

3 CONCLUSAO

A incorporacdo de principios ativos naturais (0leos essenciais) a géis configuram uma
alternativa promissora na tentativa de obtenc¢do de novos produtos com maior eficicia
antisséptica do que os géis encontrados no mercado que ndo apresentam tanto efeito. Pela nao
redu¢do no ndmero de micro-organismos encontrados nas maos de manipuladores de
alimentos e também em profissionais ligados a drea da satde, principalmente em relacio as

bactérias, torna-se necessaria a busca por novos produtos com acao efetiva.
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Desenvolvimento de Formula¢oes Antissépticas de Uso Topico e suas Atividades Fisico-
Quimicas Empregando os Oleos Essenciais Extraidos de Mentha pulegium, Corymbia
citriodora e Cymbopogon citratus

Resumo

As plantas sdo fontes importantes de compostos biologicamente ativos, sendo modelo
para sintese de um grande nimero de fairmacos. As espécies de Mentha pulegium, Corymbia
citriodora e Cymbopogon citratus vém sendo investigadas devido ao grande uso popular. No
presente trabalho, teve-se como objetivos: desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente
formulacdes antissépticas de uso tépico na forma de gel, com adicdo de dleos essenciais
obtidos das plantas em estudo. Os 6leos essenciais de Mentha pulegium, Corymbia citriodora
e Cymbopogon citratus foram extraidos pelo método de hidrodestilacdo, empregando-se o
aparelho de Clevenger modificado; e caracterizados e quantificados por CG/EM e CG/DIC.
Os géis foram desenvolvidos empregando-se as Dbases hidroxietilcelulose e
carboxipolimetileno, incorporados com os Oleos essenciais. Os constituintes majoritarios
encontrados nos 6leos essenciais foram pulegona, mentol e mentona (M. pulegium), geranial e
neral (C. citratus e C. citriodora). Géis a base de carboxipolimetileno incorporados aos 6leos
essenciais apresentaram menores variacdes no pH e ndo exibiram separacdo de fases no teste
de resisténcia a centrifugacdo. O teste de liberacdo (didlise) mostrou os melhores resultados
para os géis incorporados com M. pulegium a base de hidroxietilcelulose; e com C. citriodora
e C. citratus a base de carboxipolimetileno. Pelos resultados, evidenciou-se que os géis
preparados com 0s Oleos essenciais incorporados a base carboxipolimetileno sdo produtos
promissores devido as caracteristicas fisico-quimicas mais estaveis.

Palavras-chave: Poejo, eucalipto-australiano, capim-limao, géis.

Introducao

A utilizac@o de produtos naturais tem sido amplamente estudada nas ultimas décadas;
e devido a essa tendéncia, o mercado consumidor busca cada vez mais produtos diferenciados
que tragam beneficios extras. Nesse contexto, destacam-se os Oleos essenciais, que sao
misturas complexas de substancias volateis extraidas dos vegetais por diferentes técnicas, cuja
utilizagdo vem ganhando destaque devido as caracteristicas antimicrobianas, anti-
inflamatorias e repelentes. Devido a esses beneficios, estudos prévios demonstram o interesse
das industrias por essas substancias, sendo o ramo farmacéutico mais promissor [1].

Paralelamente a comprovagdo dos beneficios proporcionados pelos 6leos essenciais,
observa-se um aumento significativo no nimero de micro-organismos resistentes e esse fato
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tem acentuado a necessidade de adotar medidas de prevencdo e controle para a reducdo da
transmissdo de patogenos.

Atualmente, verifica-se que as infec¢Oes sdo um dos maiores problemas de satide
publica, contribuindo com o aumento da taxa de mortalidade no mundo todo. A principal
medida de controle e prevengdo populacional de agentes infecciosos € a antissepsia das maos
com produto que seja capaz de destruir agentes patogénicos encontrados na superficie da pele
[2,3].

Dessa forma, considerando a crescente necessidade de tratar e prevenir a transmissao
de patogenos, surgem novos produtos promissores a base de 6leos essenciais, visto que esses
possuem excelentes propriedades bactericidas que ja foram elucidadas em diversos estudos

[4].

Ante as diversas plantas produtoras de Oleos essenciais que sdo ricas em compostos
biologicamente ativos, destacam-se Mentha pulegium (L.), Corymbia citriodora e
Cymbopongon citratus. As Menthas, também denominadas hortelds, compreendem as plantas
herbaceas e s@o geralmente perenes [5]. Seus 6leos essenciais possuem um elevado valor
comercial por apresentarem o monoterpeno mentol em suas constitui¢des, que ¢ usado nas
industrias farmacéutica, cosmética, de higiene pessoal e alimenticia [6].

Entre os oleos essenciais obtidos das diferentes espécies de eucalipto, a espécie
Corymbia citriodora é uma das mais comercializadas, sendo o Brasil o maior produtor [7].
Esses possuem em sua composicdo quimica compostos secundarios, como o citronelol,
geraniol, isopulegol, a e B-pineno, cineol, guaiol, estragol, nopineno, canfeno, mirceno e
B-cimeno [8]. A espécie Cymbopogon citratus, conhecida como capim-limao, erva-cidreira ou
capim-cidreira, ¢ uma planta quase acaule, com folhas longas, estreitas e aromaticas. Seu dleo
essencial tem sido utilizado na aromatizacdo de alimentos e na industria de cosméticos [9],
mostrando que os constituintes presentes nos 6leos essenciais dessas espécies apresentam
baixa toxicidade, ja que € verificado seu uso na industria alimenticia.

No presente trabalho, objetivou-se desenvolver formulacdes de uso topico de 6 géis
antissépticos incorporados com Oleos essenciais de Mentha pulegium, Corymbia citriodora e
Cymbopogon citratus nas bases carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose e determinar as
caracteristicas fisico-quimicas por meio dos ensaios de didlise, espalhabilidade, pH,
resisténcia a centrifugacdo e densidade.

Experimental

Coleta das plantas e extracdo dos 6leos essenciais

As folhas de M. pulegium, C. citriodora e C. citratus foram coletadas as 7 horas do
més de janeiro de 2016 no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal de Lavras,
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em um dia ameno e sem precipitacdo. A cidade de Lavras localiza-se no sul do estado de
Minas Gerais (Brasil) 21°14°S, longitude 45°00°’W Gr. e 918 metros de altitude.

As amostras foram pesadas e hidrodestiladas em aparelho de Clevenger modificado,
adaptado a um baldo de fundo redondo de 6 litros, por 2 horas, para obten¢do do hidrolato,
que foi centrifugado em centrifuga de cruzeta horizontal (Fanem Baby I Modelo 206 BL) a
965 g por 10 minutos. Apds esse processo, os 6leos essenciais foram coletados com o auxilio
de uma pipeta Pasteur, colocados em frascos envoltos por papel aluminio e mantidos sob
refrigeracdo [10]. A anélise de umidade da planta foi realizada pelo sistema Dean Stark em
triplicata, utilizando-se 5g das amostras e 80 mL de cicloexano, determinando posteriormente
os rendimentos dos dleos essenciais presentes nas plantas frescas [11].

Identificacdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

Os constituintes dos Oleos essenciais foram caracterizados qualitativamente e
quantitativamente no Centro de Andlises e Prospec¢do Quimica (CAPQ), no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Lavras.

A identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada utilizando-se um
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrometro de massa (GC/MS-Shimadzu, modelo QP
2010 Plus), sob as seguintes condi¢des experimentais: coluna capilar de silica fundida (30 m x
0,25 mm) com fase ligada DBS5 (5% fenil; 95% dimetilpolisiloxano) (0,25 pm de espessura de
filme); He como géas de arraste com fluxo de 1,0 mL min'l, a temperatura foi programada,
iniciando-se em 60 °C, seguindo de um aumento de 3 °C min™ até atingir 240 °C, depois a 10
°C até atingir 300 °C, mantendo-se constante essa temperatura por 7 min; temperatura do
injetor: 220 °C e temperatura do detector (ou interface) de 240 °C; o volume da amostra
injetada foi de 0,5 pL, diluida em hexano; taxa de particdo do volume injetado de 1:100 e
pressdo na coluna de 71,0kPa.

As condicdes do espectrometro de massa foram: detector de varredura 1.000; intervalo
de varredura de 0,50 fragmentos e fragmentos detectados na faixa de 45 a 500 Da.

Os constituintes foram identificados com base na comparagdo dos indices de retencao
da literatura [12]. Também foram utilizadas duas bibliotecas do equipamento NIST107 e
NIST21, que permitem a comparacdo dos dados dos espectros com aqueles existentes nas
bibliotecas.

Na avaliacdo quantitativa, que foi realizada por meio de normalizacdo de areas (%),
utilizou-se um cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC-2010, equipado com detector por
ionizacdo de chamas (DIC) e as condi¢Oes experimentais foram as mesmas empregadas na
identificacdo dos constituintes dos 6leos.

Preparacao dos géis
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Os géis foram preparados nas bases de carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose, com
e sem a adicdo dos Oleos essenciais de Mentha pulegium, Corymbia citriodora e Cymbopogon
citratus. Os géis utilizados como controle negativo a base de hidroxietilcelulose foram
preparados segundo metodologia descrita por Queiroz [13], com modificagdes (alteragao do
pH inicial do gel). Esses foram elaborados utilizando-se 1,8% de hidroxietilcelulose, 0,2% de
metilparabeno, 5% de propilenoglicol e 100 mL de 4gua destilada, sendo essas substincias
dispersas em 4gua até a formacao do gel. Os géis de hidroxietilcelulose com incorporagao dos
Oleos essenciais foram preparados da mesma forma; porém, adicionaram-se 3,35% dos 6leos,
devido a estudos realizados por Silva et al. [14]. Esses autores determinaram essa
concentracdo inibitdria para eliminar as bactérias Escherichia coli e Staphylococus aureus,
empregando o dleo essencial de M. pulegium, que serviu como parametro para a produgdo dos
géis, ja que esses micro-organismos sao patdogenos contaminantes das maos.

Na preparacdo dos géis utilizados como controle negativo, a base de
carboxipolimetileno, foi utilizada a metodologia de Mura et al. [15], com modifica¢des
(alteracio do pH inicial do gel). Esses foram elaborados utilizando-se 0,8% de
carboxipolimetileno, 0,2% de metilparabeno, 5% de propilenoglicol e 100 mL de agua
destilada, sendo essas substancias dispersas em agua até a formagdo do gel. Os géis de
carboxipolimetileno com incorporacdo dos dleos essenciais foram preparados da mesma
forma, adicionando-se também 3,35% dos 6leos.

Avaliagao do pH

A verificagdo do pH foi realizada em um pHmetro previamente calibrado com
solucdes tampado de pH 9, 7 e 4 [16]. As andlises foram realizadas em triplicata, nos tempos 1,
7, 15, 30, 60 € 90 dias [17].

Espalhabilidade

A andlise de espalhabilidade foi realizada nos géis nos dias 1, 15, 30, 60 e 90, a fim de
se verificar a fluidez das amostras. Um molde circular de 6,1 cm de diametro foi colocado
abaixo de uma placa suporte de 40x40 cm, posicionado sobre uma escala milimetrada. Com o
auxilio de uma espétula, foi espalhado na placa suporte, 1,5 g de cada gel, até cobrir toda a
area circular abaixo da placa. Sobre as amostras, foram colocadas placas de vidro de peso
conhecido e, ap6s um minuto, foi realizada leitura dos diametros atingidos. O procedimento
foi realizado em triplicata para cada gel, colocando-se outras placas no intervalo de 1 minuto.
Os resultados foram calculados utilizando a expressio Ei = d /4, em que, Ei=
espalhabilidade da amostra para um determinado peso; d? = didmetro médio (mmz); n=3,14
[18].

Resisténcia a centrifugacao
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Inicialmente, em tubos de ensaio, foram pesados 5 g das amostras, centrifugando-se
em centrifuga da marca Megafuge 16R a rotacdes crescentes de 120, 510 e 2000 g, durante 15
minutos em cada rotagdo, a temperatura ambiente [19].

Dialise

A priori, realizou-se a varredura dos o6leos essenciais em espectrofotdmetro para
verificar o comprimento de onda de maior absorbancia em que seriam realizadas analises: A=
257 nm (M. pulegium), A= 245 nm (C. citratus), A= 245 nm (C. citriodora). Para a realizacdo
das analises, foi escolhida a concentracdo de 3,35% de Oleo essencial, mesma concentracao
utilizada para o desenvolvimento dos géis. As amostras dos géis e dos Oleos essenciais foram
adicionadas a microtubos que foram preenchidos até o volume de 2,0 mL, com uma solugdo
hidroalcoodlica de concentragdo 6,5%, sendo essa a menor concentragdo de etanol em que se
observava na diluicdo dos 6leos essenciais. Em seguida, os microtubos foram fechados com as
membranas Dialysis tubing (Cellulose membrane), sendo todas as amostras na mesma
concentracdo. Apds esse procedimento, os microtubos foram transferidos para um Erlenmeyer
de 125 mL, que continha 50 mL de solu¢do hidroalcodlica, também na concentracdo 6,5%
[20].

Densidade

Para o calculo da densidade, utilizou-se uma proveta graduada empregando-se a
seguinte formula d= M,-My/ M;-M,, em que: d (densidade), M, (massa da proveta vazia em
gramas), M; (massa da proveta com agua destilada em gramas), M, (massa da proveta com
amostra do antisséptico em gramas). A seguir, a proveta foi preenchida com agua destilada
(10 mL) e seu novo peso foi anotado (M;). Posteriormente, a proveta foi preenchida com 10
mL das amostras, tendo seu peso anotado (M) [21].

Analise estatistica

Os resultados analiticos para pH das amostras e espalhabilidade foram submetidos a
andlise de variancia (SISVAR), segundo Ferreira [22] em esquema fatorial 9 x 6 (9 géis e 6
tempos) € 9 x 5 (9 géis e 5 tempos), respectivamente; e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Resultados e discussao

Rendimento

As extracOes dos Oleos essenciais mostraram diferencas em relacdo aos rendimentos
obtidos, sendo o 6leo de C. citriodora o que apresentou os resultados mais elevados, com
rendimento de 3,43%, ao passo que os Oleos de M. pulegium e C. citratus apresentaram
valores aproximados 1,66% e 1,63% em peso seco, respectivamente. Contudo, apesar das
diferencas observadas, os trés Oleos essenciais apresentaram valores significativos de
rendimento.

Silva et al. [14] encontraram valores de 2,54% de rendimento no 6leo essencial de M.
pulegium, sendo esse valor superior ao encontrado no presente trabalho. Silva et al. [23]
observaram valores inferiores no 6leo de C. citriodora (1,60 a 2%) e Lucena et al. [24]
encontraram baixo rendimento no 6leo essencial de C. citratus (0,49%). Essas diferencas nos
resultados de rendimento e de umidade em materiais vegetais sdo comuns € podem ser
explicadas pelas variacdoes de localizacdes, época de coleta, estresse em que a planta foi
exposta, entre outros fatores [25].

Identificacdo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

Os resultados das composicdes quimicas dos 6leos essenciais de M. pulegium, C.
citriodora e C. citratus estdo descritos nas Tabelas 1, 2 e 3. Os constituintes majoritarios
encontrados no 6leo de M. pulegium foram pulegona (50,62%), mentol (25,20%) e mentona
(23,56%), sendo todos caracterizados como compostos sesquiterpénicos ciclicos. Silva et al.
[14], avaliando o Oleo essencial de M. pulegium, encontraram pulegona (50,01%), mentol
(31,90%) e mentona (16,56%) como compostos majoritarios. Em relagdo ao 6leo essencial de
C. citriodora, os compostos majoritarios encontrados foram geranial (55,03%) e neral
(38,55%), isdbmeros sesquiterpénicos de cadeia aciclica. Anteriormente, Tomaz et al. [26]
encontraram o citronelal em maior propor¢ao no 6leo essencial de C. citriodora, o que nao foi
observado neste trabalho.

Em relacdo ao 6leo C. citratus, foi constatado que ele apresentou o geranial (58,17%)
e o neral (41,35%) como constituintes majoritarios. Como composto minoritario, encontrou-
se 0 Z-nerol (precursor do neral) que, por uma reacdo de oxidagdo, pode-se transformar em
neral, tornando a constituicdo quimica do O6leo essencial de C. citratus exclusiva nos
constituintes geranial (58,17%) e neral (41,35%). Pinto et al. [27] encontraram como
majoritarios no 6leo de C. citratus os compostos geranial, neral e mirceno, sendo esse dltimo
composto divergente ao observado neste trabalho.

Gobbo-Neto e Lopes [25] explicaram que essas variagdes na composi¢do quimica sao
influenciadas por diversos fatores, como o desenvolvimento foliar e/ou surgimento de novos
orgdos. Outros fatores, como a sazonalidade, os indices pluviométricos a que a planta é
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exposta também influenciam na quantidade e o estresse na qualidade dos constituintes dos

Oleos essenciais.

Tabela 1: Composi¢ao quimica do 6leo essencial de M. pulegium.

Nimero do pico TR* Composto % Area
1 14,529 Mentona 23,56
2 15,584 Mentol 25,20
3 17,715 Pulegona 50,62
4 20,470 n-Tetradecanol 0,62
Total 100
TR* = Tempo de retencdo
Tabela 2: Composi¢ao quimica do 6leo essencial de C. citriodora.
Nimero do pico TR* Composto % Area
1 7,675 Mirceno 5,09
2 11,434 (Z)-B-Ocimeno 0,29
3 11,812 Linalol 0,47
4 17,693 Neral 38,55
5 18,997 Geranial 55,03
6 27,733 1-Dodecanol 0,59
Total 100
Tabela 3: Composi¢ao quimica do 6leo essencial de C. citratus.
Nimero do pico TR* Composto % Area
1 17,707 Neral 41,35
2 18,409 (Z)-Nerol 0,48
3 19,009 Geranial 58,17
Total 100
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Avaliacdo dos géis

Foi possivel observar, por meio da avaliagdo inicial, que os géis preparados a partir da
base carboxipolimetileno apresentaram menor fluidez, ao passo que os géis a base de
hidroxietilcelulose mostraram-se mais fluidos. Bonacucina et al. [28] e Ferreira [29]
evidenciaram diferengas entre os polimeros carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose. O
carboxipolimetileno é um polimero de &acido acrilico, i6nico e de alto peso molecular,
enquanto o hidroxietilcelulose apresenta grupos hidroxietila ligados a cadeia de celulose e
carater ndo i0nico; portanto, essas bases sdo quimicamente diferentes. Essa divergéncia
contribui para tornar o trabalho mais completo em relacdo a verificacdo da introducido de
novos produtos em géis, podendo inferir a melhor base para se trabalhar com a incorporacao
de oleos essenciais. Detectou-se que essas diferencas nas estruturas dos polimeros nado
promoveram a separacdo de fases e precipitacdo dos géis estudados. A utilizacdo desses géis
na area farmacoldgica também contribuiu para a escolha dessas bases, pois, assim, pode-se
reduzir as analises em relacdo a toxicidade dos géis, uma vez que sdo produtos ja utilizados no
mercado.

Em relac@o ao odor das amostras, foi identificado que esse parametro se mostrou para
os géis de carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose caracteristico de gel. Quando ocorreu a
incorporagdo dos 6leos essenciais, o odor foi caracteristico do 6leo essencial que integrava o
gel.

A consisténcia do carboxipolimetileno apresentou menor grau de fluidez, sendo
considerado consistente quando comparado ao gel hidroxietilcelulose, que se mostrou pouco
consistente. Os géis a base de carboxipolimetileno adicionados com os 6leos essenciais de M.
pulegium, C. citriodora e C. citratus apresentaram consisténcia semelhante ao controle
carboxipolimetileno, ao passo que os géis a base de hidroxietilcelulose adicionados dos 6leos
de M. pulegium, C. citriodora e C. citratus apresentaram consisténcia semelhante ao controle
hidroxietilcelulose.

A avaliacdo do pH dos géis pode ser verificada na Tabela 4.
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Tabela 4: Avalia¢do do pH dos géis preparados.

pH (dias)
1 7 15 30 60 90

Amostras

Carboxipolimetileno 5,51Hc 5,49Dc 5,31Dd 5,66Da 5,66Ca 5,24De
Hidroxietilcelulose 5,54Gb  5,55Cb 5,50Bd 5.,61Ca 5,61Da 5,42Ce

Carboxipolimetileno 526Fc  536Ea 535Cb 491Ed 491Ed 4.80Ee
OE M. pulegium

Carboxipolimetileno 15y ¢ 10Ab  5.98Ac 5.95Ad 5.67Be 5.37Bf
OE C. citriodora

Carboxipolimetileno 6.18Ba  6,02Bb 525Ff 5.81Bc 5.73Ad 5.40Ae
OE C. citratus

Hidroxietilcelulose 569Ea  529Fb 529Eb 3.33Fc 3.33Fc 3,15Fd
OE M. pulegium

Hidroxietilcelulose 6,33Aa  4,44Hb 4,00Gd 3,12Fe 3,10Gf 2,56Gg
OE C. citriodora

Hidroxietilcelulose

OF C. citratus 6,17Ca  4,48Gb 4,00Hc 3,151d 3,12He 2,86Hf

As letras maiudsculas representam a andlise estatistica de todos os géis com a variagdo do tempo. As letras
minusculas representam a analise estatistica de cada gel dentro dos tempos, podendo ser avaliado o pH na coluna
para cada gel separadamente. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel
de 5% de probabilidade.

O pH das amostras foi um parametro que apresentou variacdo, sendo comprovado
estatisticamente. O gel hidroxietilcelulose incorporado com o 6leo essencial de C. citriodora
foi o que apresentou maior valor de pH na primeira andlise, sendo o gel controle
carboxipolimetileno com o menor valor no mesmo tempo de andlise.

Em 7 dias de avaliacdo, o gel carboxipolimetileno incorporado com o 6leo essencial de
C. citriodora foi o que apresentou maior valor de pH, mantendo-se com os maiores valores de
pH até os 30 dias de analise. Em 60 e 90 dias, os maiores valores observados foram para o gel
carboxipolimetileno incorporado com o 6leo essencial de C. citratus. Esse fato pode estar
associado aos constituintes dos 6leos que, no inicio, apresentaram maior estabilidadade pelas
interacdes dos constituintes geranial e neral ao polimero hidroxietilcelulose, e apds sete dias
de producdo dos géis, mostrou maior estabilidade nas interagdes geranial e neral com o
carboxipolimetileno.

Os géis controles apresentaram variagio de pH de 5,51 a 5,24 para o
carboxipolimetileno e de 5,61 a 5,42 para o hidroxietilcelulose, enquanto os géis de
carboxipolimetileno adicionados com os Oleos M. pulegium foram de 5,26 a 4,80; C.
citriodora de 6,15 a 5,37 e C. citratus de 6,18 a 5,40. Os géis de hidroxietilcelulose
adicionados com os 6leos apresentaram valores de pH que variaram para M. pulegium de 5,69
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a 3,15, de C. citriodora 6,33 a 2,56 e C. citratus de 6,17 a 2,86. Constatou-se que a variagao
dos géis a base de hidroxietilcelulose foi maior quando comparados aos géis a base de
carboxipolimetileno. Provavelmente esse fato esta relacionado com a propriedade tamponante
que os géis com base carboxipolimetileno possuem, conforme verificado nos estudos de
Bonacucina et al. [28], Ferreira [29] e Merclin [30].

O carboxipolimetileno como polimero de 4cido acrilico forma um sistema tamponante,
pois o pKa desse polimero varia de 5 a 6, valores que representam que a dissociacdo desse
acido é baixa; portanto sendo um acido fraco que pela dissociagdo também forma uma base
fraca, formando um tampao que pode impedir reducdes bruscas no pH, efeito ndo observado
nos géis a base de hidroxietilcelulose.

Aulton [31] destacou que a reducdo no pH de géis a base de hidroxietilcelulose pode
causar perda de viscosidade, sendo esse um parametro observado no teste de espalhabilidade
(Tabela 5).

Tabela 5: Espalhabilidade dos géis preparados.

Tempo (dias)

Amostra 01 (mm?) 15 (mm? 30 (mm°) 60 (mm’) 90 (mm?)
Carboxipolimetileno  57,90Aab 33,86Cb 33,58Ce 48,01Ac 42, 10ABf
Carboxipolimetileno g0 ¢/ Apb 3406Cb  36.09Ccd  42.04BCc  61.88Ade
OE M. pulegium
Carboxipolimetileno 1 o)~y 4o 61BCab  34.59Ce  56.39Ac  55.67ABdef
OE C. citriodora
Carboxipolimetileno

OE C. citratus 40,29Bbc  46,88Bab  37,74Bcd  49,67Bc = 67,26 Acd

Hidroxietilcelulose 57,93Aa 42,34Bab  40,24Babc  55,84Ac 50,85Aef

Hidroxietilcelulose o) g1t 46.00Bab  44.78Babc 79.37Ab  77.87Ac
OE M. pulegium
Hidroxietileelulose o) g5 -0 49742 53.07Ca 109.54Ba 188.98Aa
OE C. citriodora
Hidroxietilcelulose

OE C. citratus 60.91Ca 51,88Ca  42,14Dabc  91,55Bb 134,13Ab

As letras maiudsculas representam a andlise estatistica da amostra no decorrer de 90 dias e as letras mintdsculas

representam a compara¢do das amostras dentro de cada tempo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

No primeiro dia de avaliacdo, verificaram-se diferencas significativas entre as
amostras (p<0,05). O gel hidroxietilcelulose (controle negativo) apresentou o maior resultado
de espalhabilidade, apresentando, dessa forma, maior fluidez. A formulagdo
hidroxietilcelulose com o 6leo essencial de C. citratus foi estatisticamente semelhante,
seguida das formulagdes de hidroxietilcelulose C. citriodora, hidroxietilcelulose M. pulegium,
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carboxipolimetileno e carboxipolimetileno M. pulegium. Os géis carboxipolimetileno C.
citratus e carboxipolimetileno C. citriodora apresentaram menor espalhabilidade e foram
estatisticamente diferentes dos géis hidroxietilcelulose e hidroxietilcelulose 6leo essencial de
C. citratus. Essa diferenca pode ser decorrente das ligacdes e interacdes dos constituintes
majoritarios geranial e neral com o carboximetileno, ocasionando oxidagdes dos aldeidos e
condensacdes aldolicas com formagdo de aldois, acetais ou hemiacetais com a superficie do
polimero, assim como as interagdes distintas com a estrutura desses polimeros que podem ter
influenciado na reducdo da espalhabilidade.

Na avaliagdo de 15 dias, os géis hidroxietilcelulose, carboxipolimetileno e
carboxipolimetileno com o Oleo essencial de M. pulegium apresentaram reducdo da
espalhabilidade, mostrando diferenca para essas bases. Ainda na andlise de 15 dias, os géis
hidroxietilcelulose C. citriodora e hidroxietilcelulose C. citratus mantiveram sua estabilidade
e continuaram sendo os géis com maior espalhabilidade.

Em 30 dias, o unico gel que apresentou variacdo de espalhabilidade foi o gel
hidroxietilcelulose C. citratus. Na avaliacdo de 60 dias, todos os géis, com excecdo do gel
carboxipolimetileno C. citratus, que manteve sua espalhabilidade, apresentaram acréscimo
nas espalhabilidades. O aumento da espalhabilidade pode ser decorrente das interacdes
hidrofébicas e dipolo-dipolo dos constituintes dos 6leos essenciais com o0s géis.

Na ultima andlise de espalhabilidade, os géis carboxipolimetileno com o dleo essencial
de M. pulegium, carboxipolimetileno com o 6leo essencial de C. citratus, hidroxietilcelulose
C. citriodora e hidroxietilcelulose C. citratus tiveram suas espalhabilidade aumentadas e os
demais se mantiveram nio diferindo estatisticamente.

O gel que mostrou maior valor de espalhabilidade em 90 dias foi o gel
hidroxietilcelulose com 06leo essencial de C. citriodora, sendo estatisticamente diferentes dos
demais.

Diante destes resultados, pode-se comprovar que as interagdes do 6leo essencial de C.
citriodora com as bases carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose sdo distintas. Esse fato pode
ser decorrente também das redu¢des de pH que podem desestabilizar os géis com polimeros
de hidroxietilcelulose, como verificado pelos dados descritos na Tabela 4, em que foram
observadas maiores variagdes de pH para esses géis.

Bugnotto et al. [32] expdem que, nas formas farmacéuticas semissolidas, o
acompanhamento da espalhabilidade dos produtos € muito importante, ja que, neste caso, as
modificagdes na capacidade de se espalhar e abranger determinada area pode facilitar ou
dificultar a sua aplicacdo, tornando-se, dessa forma, uma anélise essencial.

Cordeiro et al. [33] avaliaram géis a base de carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose
incorporados com o6leo essencial de gengibre (Zingiber oficinalle Roscoe) na presenga e
auséncia de luz. Os autores observaram que, na presenca de luz, a espalhabilidade das
formulacdes a base de carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose foram basicamente as
mesmas, € que a luz proporcionou um aumento da espalhabilidade ao longo do teste. A
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espalhabilidade correspondente as amostras do abrigo da luz solar mostraram manutencdo da
espalhabilidade para o carboxipolimetileno, ante as condi¢des de armazenamento, indicando
boa estabilidade fisica da formulacdo carboxipolimetileno. Quanto ao hidroxietilcelulose,
observaram um elevado aumento da espalhabilidade, acarretando instabilidade da formulagdo.
Esses resultados corroboram com os dados encontrados neste trabalho, visto que as
formulacdes também ficaram expostas a luz. A presenca de luz pode ter influenciado as
formulacdes, acarretando instabilidade e, consequentemente, maior espalhabilidade das
formulacdes com o decorrer do tempo.

Martins et al. [34], desenvolvendo formulacdes de wuso toépico a base de
hidroxietilcelulose e carboxipolimetileno com 6leo essencial de cravo-da-india, observaram
boa espalhabilidade durante o periodo de 35 dias. Esses resultados sdo divergentes com os
dados encontrados no presente trabalho em relacdo aos dleos de M. pulegium, C. citriodora e
C. citratus, o que pode estar relacionado aos constituintes presentes nos 6leos essenciais e
também as condicdes de armazenamento a que elas foram expostos.

Resisténcia a centrifugacao

N

Os dados obtidos para os géis produzidos em relacdo a resisténcia a centrifugacao
estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Teste de resisténcia a centrifugacao.

Rotacao (g)
Amostras 120 510 2000

Carboxipolimetileno OE M. pulegium NS NS NS
Hidroxietilcelulose OE M. pulegium NS NS SF
Carboxipolimetileno OE B. citriodora NS NS NS
Hidroxietilcelulose OE B. citriodora NS NS SF
Carboxipolimetileno OE C. citratus NS NS NS
Hidroxietilcelulose OE C. citratus NS NS SF

NS: Nao ocorreu separagdo de fases; SF: houve separacdo de fases.
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Observa-se que nao houve separacdo de fases em nenhum dos géis quando submetidos
a rotacdo de 120 e 510 xg. Contudo, quando submetidos a maiores velocidades de
centrifugacao (2000 xg), observou-se uma separacao de fases em todos os géis adicionados de
Oleos essenciais na base de hidroxietilcelulose. Provalvelmente, esses géis podem perder a
homogeneidade quando submetidos a rotacdes elevadas, que podem ser decorrentes da menor
interacdo dos constituintes dos 6leos essenciais M. pulegium (pulegona, mentol e mentona),
C. citratus (geranial e neral) e C. citriodora (geranial e neral), com a estrutura do polimero
hidroxietilcelulose promovendo, assim, a separacao de fase.

Dialise

Pelos resultados, observou-se que a liberacdo do 6leo essencial de M. pulegium apresenta
diferencas, quando comparado com o 6leo incorporado nas bases carboxipolimetileno e

hidroxietilcelulose (Figura 1 A).
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Figura 1. Liberacdo dos 6leos essenciais de M. pulegium, C. citriodora e C. citratus e dos géis a base de
hidroxietilcelulose e carboxipolimetileno incorporados com 6leos essenciais pelo método de dialise.
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O ¢leo essencial de M. pulegium apresentou baixa liberacdo e essa foi finalizada com
1 hora de andlise, ocorrendo assim, um equilibrio na solucdo. Contudo, quando esse 6leo
essencial foi incorporado as bases carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose foi observada
melhor liberagdo, sendo na base hidroxietilcelulose mais eficaz. Esses dados corroboram com
os estudos de resisténcia a centrifugacdo mostrando menor nimero de ligacdes quimicas do
6leo essencial de M. pulegium com o hidroxietilcelulose. Nota-se um maior nimero de
interacdes fisicas, pois o 6leo essencial pode ser liberado da base, sendo um fator importante
para producdo de antisséptico que necessita entrar em contato com a pele para apresentar
efeito sobre os micro-organismos. A liberacdo do o6leo essencial se estabilizou com
aproximadamente 1 hora e 30 minutos.

Resultados diferentes foram evidenciados no dleo essencial de C. citriodora. Ocorreu
menor liberagdo no 6leo essencial incorporado a base hidroxietilcelulose, seguido do 6leo
essencial puro. Pode-se verificar que o 6leo essencial incorporado ao carboxipolimetileno
acarretou maior liberagdo do 6leo, sendo esse estabilizado com aproximadamente 1 hora nas
trés amostras (Figura 1B).

Os resultados da anélise do 6leo essencial de C. citratus mostraram-se semelhantes aos
observados no 6leo essencial de C. citriodora. Ocorreu menor liberacdo no 6leo essencial de
C. citratus, quando incorporado a base hidroxietilcelulose, seguido do 6leo essencial puro e
com maior liberacdo para o 6leo essencial incorporado a base carboxipolimetileno. A
estabilizacdo ocorreu com aproximadamente 1 hora e meia (Figura 1C). Esse efeito mostra
que pode ter ocorrido interacdes fisicas estiveis desses constituintes com o polimero
hidroxietilcelulose; assim, os constituintes do 6leo essencial se mantinham ligados ao
polimero e ndo permeavam a membrana. J4 no caso dos constituintes geranial e neral, tanto do
6leo de C. citriodora como para o 6leo de C. citratus, apesar de se ligarem e também
promoverem interacdes com carboxipolimetileno, essas interacdes poderiam ser desfeitas e os
Oleos essenciais liberados na pele para controle de micro-organismos, como mostrado no teste
de dialise.

Salienta-se que a liberagdo desde o momento de aplicagdo até tempo prolongado € o
ideal para produtos antissépticos, pois reduzem a contaminag¢do € mantém a assepsia.

Densidade

Pelos dados descritos na Tabela 7, verificou-se que os resultados de densidade tiveram
pouca variacgio em relacdo aos controles carboxipolimetileno (1,01 g mL") e
hidroxietilcelulose (1,04 g mL™).
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Tabela 7: Densidade dos géis.

Amostras Densidade (g mL'l)
Carboxipolimetileno 1,01
Hidroxietilcelulose 1,04
Carboxipolimetileno OE M. pulegium 1,03
Hidroxietilcelulose OE M. pulegium 1,05
Carboxipolimetileno OE C. citriodora 1,10
Hidroxietilcelulose OE C. citriodora 1,08
Carboxipolimetileno OE C. citratus 1,06
Hidroxietilcelulose OE C. citratus 1,08

O maior valor encontrado foi para os géis de C. citriodora a base de
carboxipolimetileno (1,10 g mL™"); todos os outros géis tiveram resultados superiores a 1. Ao
comparar as moléculas nos géis de C. citriodora a base de carboxipolimetileno, pode-se
verificar que elas estdo mais proximas do que as moléculas do gel carboxipolimetileno sem
incorporagdo de dleo essencial (1,01 g mL'l). Provavelmente, esses valores estdo associados
ao menor valor de densidade encontrado para o gel controle.

Esse efeito de aumento na densidade em todos os géis incorporados com o6leos
essenciais, tanto para a base carboxipolimetileno quanto para a base hidroxietilcelulose, pode-
se referir as ligacdes dos constituintes dos dleos essenciais com os géis e das interacoes,
tornando a proximidade das moléculas nesses géis mais efetivas, quando comparados aos
controles, nos quais ndo sdo observadas essas interacdes; desse modo, reduzindo o volume e
acarretando o aumento da densidade.

Conclusao

O gel carboxipolimetileno incorporado com 6leo essencial de C. citriodora foi o que
manteve maior estabilidade para as caracteristicas de pH e espalhabilidade, apresentando boa
liberacdo do gel, permitindo, assim, o contato do Oleo essencial com a pele, além de
apresentar maior rendimento de 6leo essencial, tornando-o mais atraente para a producdo de
um novo produto.
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Atividades bioldgicas de antissépticos a base de dleos essenciais

Resumo: O aumento crescente de micro-organismos resistentes, principalmente de bactérias,
tem acentuado a necessidade de adotar medidas de prevengdo e controle como prioridade na
reducdo da transmissdo desses patogenos. Entre as medidas preconizadas para esse controle,
tém-se a higienizacdo e a antissepsia das maos. Na busca de alternativas seguras e eficazes,
foram realizados testes biologicos de seis antissépticos naturais, comparando-os com o
produto comercial dlcool em gel. Os ensaios bioldgicos in vitro referentes aos géis contendo
os 6leos essenciais de Mentha pulegium, Corymbia citriodora e Cymbopogon citratus foram
de irritacdo cutanea, hemolise, fosfolipase, atividade fotoprotetora e antibacteriana. Foi
também avaliado o controle de qualidade microbiolégica dos géis preparados. Diante dos
ensaios, foi possivel observar que, comparados ao antisséptico comercial, os antissépticos
apresentaram irritacdlo em menor grau, e pelos testes de hemdlise e degradacdo de
fosfolipidios, nao foi verificada toxicidade dos produtos. Os géis ndo apresentaram fator de
protecdo solar e a atividade antibacteriana foi significativa e maior que a do alcool em gel. Os
géis mantiveram o controle de qualidade microbioldgica. Os géis a base de M. pulegium, C.
citriodora e C. citratus apresentaram caracteristicas de interesse para producdo de novos
produtos.

Palavras-chave: Mentha pulegium, Corymbia citriodora, Cymbopogon citratus,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, novos produtos

Introducao

Os antissépticos sdao produtos utilizados com intuito de elimina¢d@o ou inibi¢do do
crescimento dos micro-organismos na pele ou em outros tecidos vivos. Para as agéncias
nacionais e internacionais reguladoras das praticas de saude, a higienizacdo das maos ¢é
predita como essencial. Além da area da sadde, os ambientes alimentares e os locais de

atendimento publico sdo ambientes propicios aos surtos que resultam na contaminacdo e
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mortes. A higienizacdo das maos é considerada a medida de controle mais importante e eficaz
para prevenir a transmissdo de patégenos. Mesmo essa técnica tendo implicacdes decisivas
para reduzir/eliminar as contaminac¢des, muitos autores mostram que esse principio ainda é
pouco utilizado (Figueiredo et al., 2013; Ho et al., 2014; Brasil, 2007). O Guia de orienta¢ao
para a higiene das maos nos servigos de saide documentou o escopo global da limpeza das
maos. A evolu¢do de produtos para sanitizacdo das maos trouxe alternativas mais eficazes,
com menor nivel de irritacdo para as maos, reduzindo, assim, o tempo gasto para lava-las
(Whitby et al., 2007).

Abaza et al. (2010) evidenciaram que a limpeza das maos com antisséptico € mais
eficaz que a lavagem das maos. Neste trabalho, os autores, comparando limpeza a assepsia,
concluiram que esfregar as maos com antisséptico a base de alcool € muito mais eficiente do
que a lavagem tradicional das maos. Tendo em vista os problemas decorrentes da
contaminagdo bacteriana, buscam-se alternativas para sanar esses danos e, assim, surgem
novas perspectivas a base de produtos naturais proveniente de plantas.

Perante a utilizagao dos 6leos essenciais de M. pulegium, C. citriodora e C. citratus na
perfumaria, em cosméticos, na indudstria alimenticia e também para produgdo de
medicamentos, propds-se a verificacdo de propriedades biologicamente ativas de seis géis
antissépticos incorporados com os Oleos essenciais das plantas citadas anteriormente, para
examinar o potencial de redu¢do de micro-organismos, a investigagdo do potencial toxico

deles por testes bioldgicos, assim como a contaminagdo dos géis.
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Material e Métodos

Coleta e extracao dos 6leos essenciais

As amostras de folhas de M. pulegium, C. citriodora e C. citratus foram coletadas as
7 horas do més de janeiro de 2016, no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal
de Lavras, em um dia ameno e sem precipitacdo. A cidade de Lavras localiza-se no sul do

estado de Minas Gerais (Brasil) 21°14°S, longitude 45°00’W Gr. e 918 metros de altitude.

As folhas de M. pulegium, C. citriodora e C. citratus foram pesadas e submetidas ao
processo de hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado adaptado a um baldo de
fundo redondo de 6 litros, por 2 horas, para obtenc¢do do hidrolato, o qual foi centrifugado em
centrifuga de cruzeta horizontal (Fanem Baby I Modelo 206 BL) a 965 xg por 10 minutos. O
6leo essencial foi coletado com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, colocado em frasco; e
mantido sob refrigeracdo até a utilizacdo nas analises e producdo dos géis (Farmacopéia,
2010). A extracdo dos Oleos essenciais foi realizada em triplicata. Na determinag¢do da
umidade do material vegetal, utilizou-se o sistema de Dean Stark, que se baseia no principio
da imiscibilidade de solventes, no caso cicloexano e 4gua. Foram utilizados 5 g de material
vegetal picado, juntamente com 80 mL de cicloexano, para posterior determinacdo do
rendimento do 6leo presente na planta fresca. A determinacdo da umidade foi realizada em

triplicata, seguindo a metodologia descrita por Pimentel et al. (2006).

Preparagao dos géis

O gel controle de hidroxietilcelulose foi produzido segundo metodologia de Queiroz
(2008) com as devidas modificacoes, utilizando 1,8% de hidroxietilcelulose, 0,2% de
metilparabeno, 5% de propilenoglicol e 100 mL de dgua destilada. As substancias foram
dispersas na dgua até a completa gelificacdo e formacao do gel. O gel de hidroxietilcelulose

com Oleo essencial foi preparado da mesma forma, adicionando 3,35% de 6leo essencial (M.
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pulegium ou B. citriodora ou C. citratus), devido a estudos realizados por Silva et al. (2015).
Esses autores determinaram esta concentracdo inibitéria para eliminar as bactérias
Escherichia coli e Staphylococus aureus, empregando o dleo essencial de M. pulegium, que
serviu como parametro para producdo dos géis, ja que esses micro-organismos sao patdgenos

contaminantes das maos.

Na preparacdo do gel controle de carboxipolimetileno, foram utilizados 0,8% de
carboxipolimetileno, 0,2% de metilparabeno, 5% de propilenoglicol e 100 mL de &4gua
destilada; os produtos foram dispersos na dgua até a completa gelificagdo e formacao dos géis.
O gel de carboxipolimetileno com dleo essencial foi preparado da mesma forma, adicionando
3,35% de 6leo essencial (M. pulegium ou B. citriodora ou C. citratus) segundo metodologia

de Mura et al. (2008), com modificacdes (alteracao do pH inicial do gel).
Avaliacdo do potencial de irritagdo cutanea

O ensaio de irritacdo cutdnea foi determinado in vitro pela desnaturagdo da albumina
do ovo, realizado nos periodos de 1, 7, 15, 30 e 60 dias apds a producao dos géis. Foram
adicionados 10 g de claras de ovos, previamente homogeneizadas em agitador magnético por
5 minutos, a 2,5 g de cada um dos géis [Carboxipolimetileno, Hidroxietilcelulose, Alcool,
Carboxipolimetileno-6leos essenciais (M. pulegium, C. citriodora e C. citratus),
Hidroxietilcelulose -Oleos essenciais (M. pulegium, C. citriodora e C. citratus)]. A mistura
formada (ovalbumina + gel) permaneceu sob agitacdo por 2 minutos e, em seguida, foi
realizada leitura da transmitincia a 660 nm em espectrofotometro UV-Vis. A solug¢do-controle
empregada foi clara de ovo e 4gua destilada, nas mesmas propor¢cdes das amostras testes

(Lorca et al., 2008).

Avaliacao do fator de protecao solar dos antissépticos (FPS)



68

O FPS in vitro foi determinado pelo método espectrofotométrico desenvolvido por
Mansur (1986). As leituras espectrofotométricas foram realizadas assim que os géis foram
adicionados a cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho 6ptico, na faixa de 290 a 320 nm, com
intervalos de 5 minutos. Os géis controles (hidroxietilcelulose ou carboxipolimetileno) foram

utilizados como branco e o experimento foi realizado em quadriplicata.

O fator de protecdo solar (FPS) espectrométrico foi calculado usando os valores de

absorbancia na equacao:

290
FPS espectrofotométrico = CF x £ EE (A) x I (A) x Abs (A).
320

Em que EE (L) representou o efeito eritemogénico da radiacdo de comprimento de
onda (nm); I (A), intensidade da radiacdo solar no comprimento de onda (A) nm; Abs (A),
leitura espectrofotométrica da absorbancia da soluc¢do do filtro solar no comprimento de onda

(nm) e CF, fator de correcdo igual a 10.

Avaliagdo das atividades hemolitica e degradacao de fosfolipidios de membranas pelos géis

A andlise da atividade hemolitica dos géis foi avaliada dissolvendo-se 1,3 g de agar
em 100 mL de PBS, pelo aquecimento em micro-ondas, até a obtencdo de uma solugdo
transparente. Essa solucao foi resfriada até atingir a temperatura de 75 °C, acrescentando-se
1,0 mL de cloreto de célcio. Quando a solu¢do atingiu 60 °C, adicionou-se 0,1g de azida de
s6dio. Adicionou-se entdo 1,2 mL de eritrdcitos sanguineos, quando a temperatura atingiu 50
°C. O meio foi colocado em placas de Petri, fazendo po¢os no meio de 4 mm de didmetro, as
amostras de géis foram adicionadas nos pogos, levando as placas a estufa a 37 °C. A avaliagcdo
foi realizada pela medida do didmetro do halo formado, apds 12 horas de incubacdo (Price;

Wilkinson; Gentry, 1982).
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A verificacdo da atividade de degradagdo de fosfolipidios dos géis foi realizada
dissolvendo 1,3 g de 4gar em 100 mL de PBS (fosfato tamponado em salina) pelo
aquecimento em micro-ondas, até a obtencdo de uma solugdo transparente. Essa solucdo foi
resfriada até atingir a temperatura de 75 °C, acrescentando-se 1,0 mL de cloreto de calcio.
Quando a solucao atingiu 60 °C, adicionou-se 0,1g de azida sédica. Adicionou-se 1,8 mL de
gema de ovo, sem o envoltério membranoso quando a temperatura atingiu 50 °C, produzindo
0 meio para a atividade, rico em lecitinas. A solucdo foi vertida em placas de Petri. Apos a
solidificacdo do meio, foram feitos orificios de 4 mm de didmetro, adicionando-se as amostras
de géis nos pocos. As placas foram levadas a estufa a 37 °C. A avaliagdo foi realizada pela
medida do didmetro do halo formado, apds 12 horas de incubagdo (Price; Wilkinson; Gentry,

1982).
Avaliacdo da atividade antibacteriana dos géis

A avaliacdo da atividade antibacteriana dos géis foi realizada no Laboratério de
Micotoxinas e Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras, apés 15 dias de produgdo dos géis. Os micro-organismos
empregados foram Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus aureus ATCC 6538.
Durante o experimento, os micro-organismos foram mantidos em tubos contendo meio de
congelamento sob refrigeracdo. Para ativacdo das culturas bacterianas, as estirpes foram
transferidas para caldo de infusdo de coracdo (BHI) e incubadas a 37 °C durante 24 horas para

se obter o in6culo.

Apo6s ativacdo da suspensdo bacteriana, 300 pL do meio foram transferidos para um
tubo contendo 5 mL de caldo de soja, peptona e caseina (TSB). Os tubos foram novamente
incubados a 37 °C até atingirem turvacdo de uma solucdo padrio de referéncia de 0,5

McFarland, resultando em uma suspensdo contendo aproximadamente 1 x 10 UFC mL™". A
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turbidez controle foi verificada utilizando um espectrofotdmetro (Shimadzu UV-160 PC 1) no
comprimento de onda de 625 nm, em que a absorbancia ocorreu entre 0,10 e 0,8; valor esse

recomendado pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCSL, 2003).

A atividade antibacteriana dos géis foi determinada por difusdo em cavidade agar
utilizando Agar TSA (Agar Tripitona Soja) (Pereira et al., 2008). Inicialmente, adicionou-se
uma camada fina de 4gar as placas de Petri (140 mm de diametro). Apés solidificacdo, foram
colocadas pérolas de vidro estéreis de 4 mm no meio sélido. Aliquotas de culturas
padronizadas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram transferidas para frascos de
vidro contendo 90 mL de dgar Mueller-Hinton, respectivamente, para fornecer concentracdes
de 10° UFC mL"' na cultura em desenvolvimento. O meio liquido foi vertido sobre a camada

anterior.

Ap6s a solidificacdo do agar, as pérolas de vidro foram removidas com o auxilio de
pincas estéreis; os géis foram aplicados as cavidades com auxilio de palitos estéreis nas
cavidades. As placas foram incubadas em BOD a 37 C durante 24 horas e os diametros das
zonas de inibicdo foram medidos em triplicata para cada tratamento. Utilizou-se gel
carboxipolimetileno e hidroxietilcelulose como controles negativos, € para o controle
positivo, foi utilizado alcool em gel. A sensibilidade das bactérias aos géis foi determinada a

partir dos diametros das zonas de inibic¢ao.
Controle de qualidade microbioldgico

A avaliacdo do controle de qualidade microbioldgico dos géis foi realizada no
Laboratério de Micotoxinas e Micologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras, apds 15 dias de producao dos géis.

As amostras foram avaliadas levando-se em consideragdo a Resolugcdo da Diretoria

Colegiada da Anvisa, RDC 481/99 (Brasil, 1999). No preparo das amostras, 1 g dos géis foi



71

diluido nas concentracdes de 10" e 10 em solucdo-tampao fosfato (pH 7,2) contendo 2% de
Tween 80. A contagem do numero total de micro-organismos mesodfilos aerdbios, fungos
filamentosos e leveduras foi realizada adicionado 1 mL da amostra diluida em placa de Petri e
vertido, separadamente, 15 a 20 mL de agar caseina soja e, 4gar sabouraud-dextrose, mantidos
a 45 a 50 °C. Foram utilizadas duas placas para cada meio e diluicdo (10” ou 10™). As placas
contendo agar caseina-soja foram incubadas a 32,5 °C = 2,5 °C por 5 dias e as placas
contendo agar sabouraud-dextrose a 22,5 °C = 2,5 °C por 7 dias, para determinacdo do
nimero de micro-organismos aerébicos, fungos filamentosos e leveduras, respectivamente
(Farmacopéia Brasileira, 2010). Para determinacdo do micro-organismo Staphylococcus
aureus, as amostras diluidas nas concentragdes de 10" e 10 foram transferidas para 9 mL de
caldo de enriquecimento (caldo caseina-soja), com posterior homogeneizacdo e incubacdo a
32,5 °C £ 2,5 °C durante 24 horas. Caso houvesse crescimento no caldo, isto é, presenca de
turbidez caracteristica da proliferacdo microbiana, seria semeada uma por¢cao do meio para
placas de Petri contendo agar sal manitol e incubadas a 32,5 °C = 2,5 °C durante 72 horas
(Farmacopéia Brasileira, 2010). Os coliformes totais e termotolerantes foram determinados
utilizando as amostras diluidas nas concentracdes de 10" e 10, sendo 1 mL da diluicao
transferido para 9 mL de caldo de enriquecimento (caldo caseina-soja), com posterior
homogeneizacdo e incubacdo a 32,5 °C £ 2,5 °C durante 24 h. Caso houvesse crescimento no
caldo, isto €, presenca de turbidez caracteristica da proliferacio microbiana, 1 mL do caldo
seria transferido para 100 mL de caldo MacConkey, que seria incubado a 43 °C = 1 °C durante

24 a 48 h (Farmacopéia Brasileira, 2010).
Analise estatistica

Os dados da capacidade fotoprotetora, irritacdo cutanea e atividade antibacteriana
foram submetidos a andlise de variancia utilizando o programa estatistico SISVAR (Ferreira

2011) e as médias comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para os dados de
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irritacdo cutdnea foi realizado esquema fatorial 10 x 6 [10 amostras (9 géis e a dgua) e 5

tempos] e para atividade antibacteriana, 9 x 2 (9 géis e 2 bactérias).

Resultados e Discussao

Os oOleos essenciais apresentaram rendimento de 1,66%; 3,43% e 1,63% para M.
pulegium, C. citriodora e C. citratus, respectivamente. Os constituintes majoritarios dos 6leos
foram pulegona (50,6%), mentol (25,2%) e mentona (23,5%) para M. pulegium; geranial
(55,0%) e neral (38,5%) para C. citriodora; e geranial (58,1%) e neral (41,3%) para C.
citratus (Silva, 2017). Os géis apresentaram caracteristicas similares aos 6leos essenciais que

(O] iIlCOI'pOI' aram.

O teste de irritacdo cutanea mostrou que os gé€is a base de Oleos essenciais
apresentaram resultados de irritagdo iguais ou inferiores ao produto comercial dlcool em gel
utilizado. Isso mostra que a irritacdo que esses géis podem causar € apenas superficial, como
ressecamento, verificado para utilizadores do alcool em gel. O ensaio mostrou que houve
desnaturagdo proteica, pois, comparados ao controle negativo (4dgua), foram verificadas
variacdes comprovadas estatisticamente. Os géis, a base de hidroxietilcelulose foram os que
apresentaram menores valores de irritacdo, sendo esses diferentes estatisticamente da 4gua;
contudo, diferencas menos significativas foram observadas para a base de carboxipolimetileno

(Tabela 1).



Tabela 1: Avaliagao da irritacdo cutinea dos géis antissépticos in vitro.

73

Tempo Amostras (transmitincia)
(dias) C H Al C(M) HM) C(Cd) H(Cd) C(Ct) H(Ct)  Agua
1 1.80A  66,70E 1,66A  1,30A  2280D  510B  1034C 645B  7,79B  93.83F
7 486B  7235F 1,63A  1770A  5027C  0,75A  57.93D 0,56A  6737E  97.23F
15 19.96D  91,66G 243A  4,60AB  89,10F 6,63BC  8266F 7,35C 7233E  93,86G
30 510B  5533F 123A  186A  1603D  750C  20,67E  7.46C 17.83D  63,50G
60 446B  78,06F 123A  183A  51,83C  520B  67,00E 556B  58,00D  7823F

C= carboxipolimetileno, H= hidroxietilcelulose, Al= alcool em gel, C(M)= carboxipolimetileno 6leo essencial de
Mentha pulegium, H(M)= hidroxietilcelulose 6leo essencial de Mentha pulegium, C(Cd)= carboxipolimetileno
O0leo essencial de C. citriodora, H(Cd)= hidroxietilcelulose Oleo essencial de C. citriodora,
C(Ct)=carboxipolimetileno dleo essencial de C.citratus, H(Ct)= hidroxietilcelulose 6leo essencial de C. citratus.
A estatistica refere-se a cada linha, portanto cada dia foi realizada uma andlise para verificar a diferenca em
relacdo ao controle negativo (dgua). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

O ensaio in vitro de determinacdo do potencial de irritacdo cutinea € baseado na
desnaturacdo da albumina do ovo, que apresenta semelhanga na solubilidade desta proteina

quando comparada a solubilidade das proteinas encontradas na epiderme.

Na primeira avaliacdo (1 dia) verificou-se que os menores valores de transmitancia
foram encontrados para o alcool em gel, para o gel carboxipolimetileno e para o gel
carboxipolimetileno incorporado ao 6leo essencial de M. pulegium. Como a albumina
apresenta grupos acidos em sua estrutura, provavelmente podem ter interacdes hidrofébicas
com os constituintes majoritarios do 6leo essencial de M. pulegium, assim como interagdes
com as hidroxilas do 4alcool em gel e também com os grupos éacidos do gel
carboxipolimetileno. Os maiores valores para a transmitancia foram verificados para agua,
seguido do gel hidroxietilcelulose, mostrando assim que, provavelmente, eles ndo interagiam

com a albumina. Apds 7 dias, observaram-se menores valores para o dlcool em gel, e para os
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géis de carboxipolimetileno incorporados aos 6leos essenciais de M. pulegium, C. citriodora e
C. citratus. Provavelmente, pode ter ocorrido a formagao de ligacdes com os constituintes dos
Oleos de M. pulegium, que foram liberados do gel; outra probabilidade sdo interacdes
hidrofobicas dos constituintes majoritarios com os grupos acidos da albumina podendo

desestabilizar a estrutura dessa proteina, promovendo a reducao dos valores de transmitancia.

Nos tempos de 15, 30 e 60 dias, os menores valores de absorbancia foram observados
para o alcool em gel e para o gel carboxipolimetileno incorporado ao 6leo essencial de M.
pulegium. Com esses resultados, pode-se inferir que esse Oleo, ao ser liberado do gel, interage
com a albumina. Entretanto, no tempo de 15 dias, a dgua e o gel hidroxietilcelulose
proporcionaram maiores valores de transmitancia, seguidos dos géis hidroxietilcelulose
incorporados com os 6leos essenciais de C. citriodora e M. pulegium. Em 30 dias, a dgua
apresentou maior transmitancia, seguida do gel hidroxietilcelulose e do gel hidroxietilcelulose
incorporado com o 6leo essencial de C. citriodora. Novamente em 60 dias, a dgua e o gel
hidroxietilcelulose apresentaram maior transmitancia seguida do gel hidroxietilcelulose
incorporado com o 6leo essencial de C. citriodora, mostrando menor disponibilidade dos
constituintes deste 6leo essencial e menores interacdes com a albumina, ndo apresentando,

desse modo, efeito irritante.

Como os valores referentes aos ensaios de irritacdo nao se mostraram estatisticamente
distintos do alcool em gel, pode-se inferir que os géis produzidos ndo apresentam efeito de
irritacdo cutdnea, pois os efeitos observados para o dlcool sdo apenas para esse tipo de

irritacao.

Quando as proteinas funcionais do corpo sdo desnaturadas como as proteinas que
compdem a pele, elas se tornam incapazes de desempenhar seu papel fisiolégico, pois o

arranjo na sua superficie é fundamental para o desempenho de suas fungdes, assim a
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desnaturagcdo de proteinas superficies da pele podem causar reagdes de desconforto no local
onde o produto foi aplicado, de intensidade variada, como um leve ressecamento,

manifestadas como ardor ou prurido, ou ainda podendo causar destrui¢ao do tecido.

Lorca et al. (2008) avaliaram o efeito de tenso-ativo sobre a pele em testes in vitro € in
vivo. No teste "in vitro", os surfactantes apresentaram agdo sobre as proteinas do ovo ao serem
comparados com o controle, caracterizando desnaturacdo proteica; contudo, ndo foram
considerados irritantes pelo teste "in vitro" Também ndo foi observado edema ou eritema na
pele de nenhum dos animais submetidos ao teste. Dessa forma, como os surfactantes e os géis
a base de Oleos essenciais ndo demostraram potencial de irritacdo, estes ultimos podem ser

considerados como uma boa alternativa de utilizacao nesta perspectiva.

Jager et al. (1992) relataram que houve absorcdo percutinea do 6leo essencial de
lavanda em ensaios com seres humanos através de aplica¢do na pele. A partir de preparados
de 6leo vegetal de amendoim acrescido de 2% do 6leo essencial de lavanda, tracos de linalol e
de acetato de linalila puderam ser detectados no sangue; apds vinte minutos, foram percebidas
as concentracdes de 100 ng mL™ de acetato de linalila e 121 ng mL™" de linalol. Verificou-se
também que apds 90 minutos de experimentacdo, a maioria dos constituintes do dleo de
lavanda havia sido eliminada da corrente sanguinea. Jiger et al. (1992) mostram que além de
irritacdo, produtos a base de dleos essenciais podem ser absorvidos pela pele; dessa maneira,
estudos que caracterizam a toxicidade desses produtos sdo essenciais para verificar a

possibilidade de uso.

Os estudos de hemolise e atividade sobre fosfolipideos sao fundamentais para anéalises
de toxicidade de produtos e o ensaio realizado com os géis a base dos dleos essenciais ndo
mostraram potencial toxico para células sanguineas e para os fosfolipideos, que sdo estruturas

que compdem as membranas celulares. Nesses ensaios, nao foram verificados a formacao de
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halos que evidenciam a toxicidade, inferindo que os 6leos incorporados as bases podem ser

utilizados sem risco até a concentracao de 6leo essencial testada.

Silva (2015), avaliando os testes de hemolise e o efeito sobre os fosfolipideos que
compdem as membranas celulares para os 6leos essenciais de Mentha pulegium e Mentha
viridis, ndo observou atividade sobre os fosfolipideos para esses 6leos, ao passo que para o
ensaio de hemolise em meio sélido, foi possivel observar que o 6leo essencial de M. pulegium
apresentou um efeito crescente de atividade hemolitica, iniciando-se com 5,5 uL. mL"! e sendo
mais pronunciado na concentracao de 87,3 uL mL'l; o 6leo de M. viridis apresentou baixa

atividade, sendo essa visualizada apenas nas concentragdes de 43,6 e 87,3 uLL mL™.

As diferencas encontradas para os 6leos essenciais nos ensaios hemoliticos podem ser
decorrentes da incorporacao desses 6leos ao gel. Essa incorporacdo pode ter sido efetiva,
reduzindo a liberagdo do 6leo para o meio e, assim, ndo permitindo a indu¢do de hemolise

pelo 6leo essencial.

Yamagushi e Veiga-Juniro (2013), estudando a atividade hemolitica do 6leo essencial
obtido das folhas e galhos de Endlicheria citriodora em eritrécitos de camundongos, nas
concentracdes entre 1,22 e 625 pg mL™, ndo observaram hemoélise, demonstrando que esse
Oleo possui baixa toxicidade. Como os géis incorporados com os 6leos essenciais de M.
pulegium, C. citridora e C. citratus ndo induziram hemolise ou degradacdo dos fosfolipideos,

pode-se inferir ndo toxicidade até a concentragdo avaliada.

Os resultados de atividade fotoprotetora mostram que os géis produzidos com os 6leos
essenciais de M. pulegium, C. citridora e C. citratus ndo apresentam valores significativos de

atividade fotoprotetora (Tabela 2).
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Tabela 2: Analise da capacidade fotoprotetora dos géis antissépticos in vitro.

Amostra FPS
C(Cad) 0,31B
C(M) 0,07A
C(Cy) 0,29B
H(Cd) 0,47C
HM) 0,25B
H(Ct) 0,59D

C(M)=carboxipolimetileno 6leo essencial de Mentha pulegium, H(M)= hidroxietilcelulose 6leo essencial de
Mentha pulegium, C(Cd)= carboxipolimetileno 6leo essencial de C. citriodora, H(Cd)= hidroxietilcelulose 6leo
essencial de C. citriodora, C(Ct)=carboxipolimetileno 6leo essencial de C.citratus, H(Ct) hidroxietilcelulose
6leo essencial de C.citratus. As amostras foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade para
verificar as diferengas. As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

Pelos dados descritos na tabela anterior, pode-se observar que o gel que apresentou
maior valor de atividade fototrotetora foi o gel hidroxietilcelulose incorporado ao 6leo de C.
citratus (0,59). De acordo com a legislacdo brasileira, Resolu¢do - RDC n° 30, de 1 de junho
de 2012 (Brasil, 2012), um produto adequado para utilizagio em cosméticos para
fotoproteger, deve apresentar um FPS de no minimo 6, sendo assim, nenhum dos géis

testados, nas condi¢des padronizadas, podem ser considerados com potencial fotoprotetor.

Violante et al. (2009), estudando extratos de Macrosiphonia velame com intuito de
observar a atividade fotoprotetora de produtos naturais, observaram in vitro um FPS de
0,3620,01, resultado inferior a 6, que € exigido pela legislacdo; contudo, superior aos
encontrados neste trabalho, exceto para gel hidroxietilcelulose incorporado ao 6leo de C.
citratus. Esse resultado mostra que alguns produtos naturais ndo apresentam atividade

fotoprotetora.
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Esse ensaio mostrou variagdo em relacdo aos polimeros em que os Oleos foram
incorporados. Todos os géis a base de hidroxietilcelulose incorporados com os Oleos
essenciais mostraram melhores resultados comprovados estatisticamente, quando comparados
a base carboxipolimetileno. Esse fato pode ser decorrente das ligagdes e interagdes
(eletrostaticas e dipolo-dipolo) que podem ter acontecido com os constituintes dos 6leos
essenciais e os grupos presentes nos polimeros, pois o carboxipolimetileno apresenta grupos
acidos e o hidroxipolimetileno, grupos hidroxila em sua estrutura, acarretando, assim, nas
diferencas verificadas nos FPS, podendo ter tido intera¢des mais efetivas, impedindo que os

constituintes dos 6leos essenciais pudessem exercer atividade fotoprotetora.

Os filtros solares que protegem para UVB (radiacdo ultravioleta com comprimento de
onda entre 290 e 320 nanOmetros) evitam queimaduras solares. Muitos protetores solares
contém compostos organicos que absorvem a luz ultravioleta ou refletem a luz ou uma
combinacdo de ambos. Os principais ingredientes dos filtros solares sdo moléculas aromaticas
conjugadas com grupos carbonila. Essa estrutura geral permite a molécula absorver raios
ultravioleta de alta energia e liberar essa energia como raios de baixa energia, e os 6leos

essenciais em estudo ndo apresentam constituintes aromaticos em suas estruturas, justificando

a auséncia de protecao dos géis incorporados com os 6leos essenciais (BRASIL, 2012).

Os resultados da atividade antibacteriana para os géis mostraram que eles sdo

candidatos promissores para producdo de novos antissépticos (Tabela 3).



Tabela 3: Analise da atividade antibacteriana dos géis frente as bactérias E. coli e S. aureus
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Médias dos diametros dos halos de inibicao (cm)

Bactérias Amostras Didmetros

Carboxipolimetileno 0,00Ab

Hidroxietilcelulose 0,00Ab

Al 0,80Cb
C(M) 1,07EDa

E. coli HM) 0,50Ba
C(Cd) 1,37Fa

H(Cd) 1,15Ea

C(Cyt) 0,98Da

H(Ct) 0,98Db

Carboxipolimetileno 0,00Ab

Hidroxietilcelulose 0,00Ab

Al 0,80Bb

CM) 1,27Db

S. aureus HM) 0,80Bb
C(Cd) 1,07Cb

H(Cd) 1,82Fb

C(Cyt) 1,42Eb

H(Ct) 0,82Ba

C(M)= carboxipolimetileno 6leo essencial de Mentha pulegium, H(M)= hidroxietilcelulose 6leo essencial de
Mentha pulegium, C(Cd)= carboxipolimetileno 6leo essencial de C. citriodora, H(Cd)= hidroxietilcelulose 6leo
essencial de C. citriodora, C(Ct)= carboxipolimetileno dleo essencial de C.citratus, H(Ct)= hidroxietilcelulose
6leo essencial de C.citratus. As letras maitsculas referem-se a estatistica dos géis com apenas uma bactéria e as

letras mindsculas refere-se referem-se a comparacdo dos géis com diferentes bactérias, considerando uma

mesma amostra de gel.

Para o gel carboxipolimetileno C. citriodora, foi verificado efeito muito superior ao

alcool em gel; os demais géis também apresentaram efeito significativamente superior ao
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produto comercial, com excecao do gel hidroxietilcelulose M. pulegium, que apresentou efeito
inferior para a bactéria E. coli. Esses efeitos podem ser decorrentes da liberacdo dos 6leos
essenciais dos géis, produzindo assim efeitos significativos contra E. coli. Comparando os
géis para a bactéria E. coli, foi verificado que a incorpora¢do da base carboxipolimetileno
com os Oleos essenciais de M. pulegium e C. citriodora mostrou-se mais efetiva em relacio a
incorporagdo desses Oleos a base hidroxietilcelulose, ja para o 6leo essencial de C. citratus
nao mostrou diferenca estatistica quanto a inibicdo de E. coli com a mudanga das bases
(carboxipolimetileno ou hidroxietilcelulose). Todos os géis testados, exceto os controles e o
gel hidroxietilcelulose incorporado com 6leo essencial de M. pulegium, apresentaram efeitos

superiores ao produto comercial dlcool em gel.

O efeito sobre o S. aureus foi estatisticamente maior para o gel hidroxietilcelulose C.
citriodora; nesse caso, os géis a base de hidroxietilcelulose incorporados com M. pulegium e
C. citratus mostraram efeito semelhante ao 4lcool em gel. Aferindo os resultados em relacao
as diferentes bases dos géis para a bactéria S. aureus, pode-se constatar que a base
carboxipolimetileno teve melhores resultados com os Oleos M. pulegium e C. citratus;
contudo, para o 6leo essencial de C. citriodora, o gel mais eficaz foi o incorporado com a
base hidroxietilcelulose. Ao comparar os diferentes géis frente as bactérias E. coli e S. aureus,
todos os géis mostraram melhores resultados para a bactéria S. aureus exceto o gel
hidroxietilcelulose C. citratus, que mostrou melhor resultado para E. coli; portanto, a
incorporacdo dos Oleos essenciais aos géis pode ter influenciado na disponibilidade dos

constituintes, apresentando a diferenga observada.

Diferengas na atividade antibacteriana existentes entre 6leos essenciais de diferentes
espécies de plantas sdo atribuidas aos seus compostos quimicos (Tajkarimi et al., 2010). A

eficicia dos Oleos essenciais é dependente do pH, temperatura de tratamento, das

concentracoes e tipo de componentes ativos. Burt (2004) afirma que bactérias Gram-positivas
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tém sido menos ou igualmente sensiveis a bactérias Gram-negativas; esse fato corrobora com

o presente estudo, em que foram observados melhores resultados para a bactéria E. coli.

O teste de contaminacdo dos géis antissépticos preparados neste trabalho mostrou a
sua eficicia, pois ndo foi observado nenhum crescimento de fungo ou bactéria nos géis,

mostrando, assim, que os antissépticos produzidos apresentaram caracteristicas satisfatorias.

Bugno et al. (2003), avaliando a qualidade microbiolégica de produtos saneantes,
observaram que do total de produtos analisados, 41% apresentaram crescimento microbiano,
sendo em 96% das amostras contaminadas foi possivel detectar a presenca de bactérias
heterotréficas; em 21%, a presenca de fungos; em 16%, a presenca de coliformes e, em 5%, a

presenca de coliformes fecais.

Silva e Neto (2002) destacam a importancia dos testes de contaminacao
microbiolégica como um dos principais agentes que podem inviabilizar a produgdo e
comercializacdo de uma gama de produtos. Para a obtencdo de produtos de qualidade
microbioldgica, os autores mostram que € extremamente necessirio ndo sO a auséncia de
micro-organismos patogénicos, mas também a garantia de que a carga microbiana nao
patogénica seja a menor possivel e que as concentracdoes dos agentes estejam dentro das

concentracoes legalmente permitidas.

Dessa forma, com a finalidade de garantir a seguranca dos antissépticos preparados a
base de 6leos essenciais, foram realizados estudos das atividades bioldgicas dos produtos. Os
testes de seguranca do produto que mediram a irritabilidade evidenciou que os géis ndo
apresentaram esse efeito irritante superior ao do produto comercial, dlcool em gel. Os testes
de hemdlise e de atividade fosfolipasica ndo mostraram toxicidade dos produtos, o que indica
seguranca de uso deles até a concentracdo trabalhada. A andlise de atividade fotoprotetora

mostrou que os géis ndo apresentaram fator de protecdo solar; contudo, os testes de inibicao
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bacteriana exibiram grande potencial antisséptico pelos géis, apresentando atividade sobre as
bactérias E. coli e S. aureus. A avaliagdo da presenca de contaminantes microbianos
potencialmente nocivos, como as bactérias e os fungos, mostraram que os géis sao eficazes e
seguros, pois nao apresentaram contaminagdo. Sendo assim, os géis preparados podem ser
considerados alternativas promissoras em relacao aos antissépticos comerciais em uso e o gel
hidroxietilcelulose incorporado ao 6leo essencial de C. citriodora foi o produto com melhores
caracteristicas bioldgicas, ndo apresentando potencial de irritabilidade, exibindo acdo em

bactérias, além de ndo apresentar toxicidade e contaminacao.
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