U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
FABRICIA RAMOS PEREIRA

SABONETE LIQUIDO ADICIONADO DE OLEOS
ESSENCIAIS: ATIVIDADE in vitro SOBRE Staphylococcus aureus

LAVRAS - MG

2023



FABRICIA RAMOS PEREIRA

SABONETE LIQUIDO ADICIONADO DE OLEOS ESSENCIAIS: ATIVIDADE in
vitro SOBRE Staphylococcus aureus

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de P6s-Graduacdo em Plantas
Medicinais, Aromaticas e Condimentares para
obtencéo do titulo de mestre.

Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli

Orientadora

LAVRAS - MG
2023



Ficha catalogréafica elaborada pelo Sistema de Geracao de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

Pereira, Fabricia Ramos.
SaboneteL iquido Adicionado de Oleos Essenciais: Atividadein
vitro sobre Staphylococcus aureus / Fabricia Ramos Pereira. - 2023.
39p.:il

Orientador(a): Roberta Hilsdorf Piccoli.

Dissertacéo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2023.

Bibliografia.

1. Oleos essenciais. 2. Microorganismos. 3. Staphylococcus
aureus. |. Piccoli, Roberta Hilsdorf. 1. Titulo.




FABRICIA RAMOS PEREIRA

SABONETE LIQUIDO ADICIONADO DE OLEOS ESSENCIAIS: ATIVIDADE in
vitro SOBRE Staphylococcus aureus

LIQUID SOAP WITH ESSENTIAL OILS: in vitro ACTIVITY ON Staphylococcus aureus

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Pos-Graduacdo em  Plantas  Medicinais,
Aromaticas e Condimentares para obtencdo do
titulo de mestre.

APROVADA EM: 30 de Agosto de 2023

Dra. Alcilene de Abreu Pereira UFLA

Dra. Monique Suela Silva UFLA

Documento assinade digitalmente

b ROBERTA HILSDORF PICCOLI
g - Data: 30/11/2023 09:07:16-0300

Verifigue em https:f/validar.iti.gov.br

Profa. Dra. Roberta Hilsdorf Piccoli
Orientadora

LAVRAS - MG
2023



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus familiares e amigos que sempre me incentivaram e apoiaram
nos momentos dificeis que passei durante esses anos, e também estiveram juntos para
comemorar 0s bons momentos. Agradeco a Universidade Federal de Lavras, ao Programa de
Pos-Graduacdo em Plantas Medicinais, Arométicas e Condimentares, que me guiou no
aprendizado. Também agradeco ao Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias dos Alimentos,
onde realizei a maior parte do meu trabalho, a minha orientadora Roberta, e as minhas colegas
de laboratorio Natalia e Monique, que nunca hesitaram em me auxiliar. Agradeco também a
CAPES pelo financiamento do trabalho, que foi de suma importancia. A todos os envolvidos,

meu muito obrigado!



RESUMO:

Staphylococcos aureus é uma bactéria comensal do corpo dos seres humanos e também
dos animais, estando presente principalmente nas membranas mucosas. Embora pareca indcua,
essa bactéria pode causar tanto infe¢es quanto toxinose alimentar. Determinadas cepas de S.
aureus sao portadoras de resisténcia multipla — gerando como consequéncia problemas clinicos
e epidemioldgicos que devem ser precavidos da melhor forma possivel, sendo uma delas e a
inicial a higienizacdo das méaos. Sabe-se que 0s 6leos essenciais e extratos vegetais apresentam
amplo espectro de atividades bioldgicas importantes para a industria cosmética e farmacéutica,
sendo uma delas a antimicrobiana. Buscando obter sabonte com acdo antimicrobiana esse
trabalho procurou associar uma determinada base de sabonete liquido a misturas de 6leos
essenciais e avaliar sua a eficiéncia in vitro sobre a cepa de S. aureus ATCC 13565. Foram
analisados quanto atividade bactericida os @leos essenciais de cravo Botdo (Eugenia
caryophyllus), citronela (Cymbopogon winteriaus), ho wood (Cinnamomum camphora) e o
6leo de lavanda (Lavandula angustifolia) foi adicionado nos experimentos na concentracdo de
2% (v/v).As concentracfes minimas bactericidas (CMB) de cada dleo foram, respectivamente:
Ho Wood, Cravo e Citronela, 2,5; 5 e 1,25% (v/v). baseando-se nas CMB foram gerados 15
ensais empregando-se 0 DCCR, variando as concentracdes desses 6leos e a ela foi adicionado
0 Oleo essencial de lavanda (5%, v/v). Dos 15 ensaios, 9 inibiram completamente o crecimento
in vitro de S. aureus, dessa forma, foram selecionados trés ensaios para a continuidade dos
trabalhos. Esses foram o ensaio de nimerol15, por conter o menor valor total de éleo essencial
(4,46%, v/v), o de n° 8 por conter o maior valor (6,6%, v/v) o de n° 12, por conter uma
quantidade intermediaria de 6leos essenciais (4,96%, v/v). A incorporagédo dos 0leos essenciais
a base de sabonete liquido mostrou que a a¢do antimicrobiana dos 6leos nao foi afetada, sendo
observada a morte significatida de células de S. aureus na forma séssil em todos os tratamentos.
Dessa forma, os resultados sugerem que a elaboracéo de sabonete liquido adicionado de 6leos
essenciais sao interessantes para a higienizagao das maos e, ou ferimentos na pele.

Palavras chave: Oleos essenciais. Microorganismos. Staphylococcus aureus.



ABSTRACT:

Staphylococcos aureus is a commensal bacterium in the body of humans and animals, being
present mainly in mucous membranes. Although it seems harmless, this bacteria can cause both
infections and food poisoning. Certain strains of S. aureus carry multiple resistance — resulting
in clinical and epidemiological problems that must be prevented in the best possible way, one
of which is hand hygiene. It is known that essential oils and plant extracts have a wide spectrum
of biological activities that are important for the cosmetic and pharmaceutical industries, one
of which is antimicrobial. Seeking to obtain soap with antimicrobial action, this work sought to
associate a certain liquid soap base with mixtures of essential oils and evaluate their in vitro
efficiency on the strain of S. aureus ATCC 13565. The essential oils of Carnation Botéo
(Eugenia caryophyllus), citronella (Cymbopogon winteriaus), ho wood (Cinnamomum
camphora) and lavender oil (Lavandula angustifolia) were added to the experiments at a
concentration of 2% (v/v). The minimum bactericidal concentrations (MBC) of each oil were ,
respectively: Ho Wood, Clove and Citronella, 2.5; 5 and 1.25% (v/v). Based on the CMB, 15
tests were generated using the DCCR, varying the concentrations of these oils and lavender
essential oil (2%, v/v) was added to it. Of the 15 tests, 9 completely inhibited the in vitro growth
of S. aureus, therefore, three tests were selected to continue the work. These were trial number
15, as it contained the lowest total value of essential oil (4.46%, v/v), trial number 8, as it
contained the highest value (6.6%, v/v) and trial number 8, as it contained the highest value
(6.6%, v/v). ° 12, as it contains an intermediate amount of essential oils (4.96%, v/v). The
incorporation of essential oils into liquid soap showed that the antimicrobial action of the oils
was not affected, with significant death of S. aureus cells being observed in all treatments.
Therefore, the results suggest that the preparation of liquid soap added with essential oils is
interesting for cleaning skin wounds.

Keywords: Essential oils. Microorganisms. Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é uma bactéria que compde parte da microbiota dos seres
humanos e outros animais associado a quadros clinicos de morbidade e mortalidade em escala
mundial. A bactéria, quando situada na pele e nas membranas mucosas (geralmente na regido
nasal) de individuos sadios € inofensiva, entretanto, quando entra na corrente sanguinea ou
infecta os tecidos no interior do corpo humano, o individuo se torna suscetivel a contigua
infecgOes (UNAKAL; TAYLOR, 2022). Sabe-se que S. aureus se adapta a diferentes condigOes
de ambiente e com isso desenvolve mecanismos de resisténcia aos mais variados
antimicrobianos, tanto desinfetantes quanto aos antibiéticos disponiveis comercialmente.
Existe grande preocupacdo ao relacionar esse organismo patogénico e unidades de cuidado
pois os individuos que se encontram nesses ambientes estdo imunocomprometidos sendo pré
dispostos desenvolver infeccdo estafilococica. Relatos de hospitais norte americanos mostram
que S. aureus esta associado a cerca de 12% das mortes (FOSTER et al., 2018), enquanto no
Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, em 2016, a taxa de de morte associada a S. aureus
giraem torno de 17% (BRASIL, 2021).

Ainda, os governos e 6rgdos publicos estdo cada vez mais atentos a saude bésica dos
individuos referido ao crescente nimero de afec¢Bes que estdo surgindo devido a falta de
responsabilidade com a higiene, sdo patologias que poderiam ser evitadas com a simples pratica
de higienizacdo das méos. A higienizacao correta das maos é uma medida extremamente eficaz
para reduzir a transmissdo de microrganismos patogénicos, em suma, a adesdo a higiene das
maos é insuficiente, conforme observa-se a alta percentagem de individuos acometidos por S.
aureus. Adicionalmente, os antimicrobianos de origem vegetal estdo ganhando atencéo devido
a alta capacidade de destruicdo de microrganismos, nesse contexto, analisa-se as melhores
opcOes de produtos naturais para controle de microrganismos, os 6leos essenciais, que podem
ser adicionados ao cuidado de lavagem das méos e sdo funcionais quando acrescidos a

sabonetes liquidos.

Os 06leos essenciais tém diferentes propriedades antimicrobianas, além de combater
microrganismos, eles possuem atividades antivirais e até mesmo antiparasitarias, sendo
reconhecidos como agente importante para o combate de doencas humanas. E possivel
evidenciar o sucesso de estudos com 6leos essenciais, 0 sabonete liquido acrescido do 6leo de
canela demonstrou ser eficaz contra microrganismos quando comparado ao sabonete liquido

comum (KHUNKITTI, et al. 2014). Adicionalmente, observou-se a alta atividade do 6leo de



Eucalyptus globulus contra S. aureus, os resultados demonstraram-se promissores, sendo uma
caritativa opcdo ao aderir-se ao sabonete liquido (BENALI; BACHIR, 2012). Diante deste
contexto, nota-se a viabilidade da utilizacdo de 6leos essenciais em conjunto com sabonete
liquido a fim de prevenir a disseminagdo de S. aureus. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi
avaliar a eficiéncia in vitro de um sabonete liquido adicionado de combinacdo de Oleos

essenciais sobre cepa de Staphylococcus aureus.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Staphylococcos aureus

Staphylococcus aureus pertence a familia Staphylococcaceae, esse género contém
bactérias Gram-positivas, ndo formadoras de esporos, apresentam células esféricas ou cocdidas
com didmetro de 0,5 a 2,5 um . Sdo conhecidas cerca de 98 espécies, dentre os géneros mais
comuns da familia estdo Abyssicoccus, Aliicoccus, Auricoccus, Corticicoccus, Jeotgalicoccus,

Macrococcus, Nosocomiicoccus e Salinicoccus. (SANTOS, et al. 2007)

Além disso, sdo cocos que ndo possuem motilidade, podendo ocorrer sozinhos, em pares
ou tétrades. Em relacdo a bioquimica, sdo estritamente aerébicos e facultativamente anaerobios,
sendo majoritariamente catalase positivos, com varidvel para oxidase, além de serem
quimiorganotroficos, com capacidade de fermentacdo (MADHAIYAN et al., 2020).

O género Staphylococcus, é encontrado na microbiota humana, e em algumas
circurnstancias pode provocar simples infeccdes e em outras, infeccdes mais graves, a
quantidade de infeccdes por esse microorganismo cresce a cada dia no pais (SANTOS et al.,
2008). Nesse contexto, se pode apontar que infecgdes da pele e tecidos moles sdo comuns, tanto
em individuos saudaveis, quanto em hospitalizados. Essas infecgdes podem atingir desde
regides superficiais, até os tecidos mais profundos, sendo S. aureus o0 agente mais comum. Em
individuos saudaveis, a pele normal € colonizada por aproximadamente oito a dez espécies de
Staphylococcus, incluindo S. aureus. Ademais, um fator de risco para infeccéo por S. aureus é
0 uso de drogas intravenosas, que se tornam uma via de entrada para a bactéria (ARAUJO et
al., 2021).
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Em contrapartida a bactéria apresenta alguns mecanismos de resisténcia a certas drogas,
como genes de resisténcia multipla, muito comum em ambientes hospitalares gerando
problemas clinicos e epidemioldgicos. Dessa forma, essa resisténcia limita as opcOes
terapéuticas e prolonga o tempo de tratamento dessas infecgdes, fomentando desfecho clinico
negativo (RATTI et al. 2009; ARANTES et al. 2013).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina - MRSA é, atualmente, um problema
endémico, que necessita de estratégias complementares de controle. Algumas dessas estratégias
sdo: identificacdo precoce e isolamento de portadores assintomaticos para evitar sua
disseminacdo; lavagens do corpo com antissépticos e tratamento sistémico e/ou tdpico. Além
dessas medidas, € de extrema importancia que se tenha o cumprimento da higiene das maos,
em concomitancia com outras medidas de precaugdes convencionais.(ALAVAREZ et al. 2010;
SANTANA et al. 2012; ARANTES et al. 2013).

2.1.1 Importancia da higienizacdo das méaos no auxilio do contorle de infecgbes por

Staphylococcus aureus

Infecgdes sdo um dos principais problemas de satde publica, dado que atinge de forma
significativa a economia dos paises. E necessario compreender os impactos que as infeccdes
causam, além de ser um enorme desafio para as instituicbes de salde. De acordo com
informac6es do Ministério da Saude, 80% dos hospitas no Brasil ndo fazem o controle adequado
das infecgdes, e cerca de cem mil pessoas morrem por ano devido as infec¢des, analisa-se que
as infeccdes hospitalares atinjam cerca de 14% dos pacientes que estdo internados nos hospitais
brasileiros (OLIVEIRA et al, 2014). Os custos do cuidado sdo altos e em grande parte dos
casos, as infeccBGes se tornam comunitérias, atingindo ndo apenas uma pessoa, mas todos
aqueles que estejam em sua volta. Outro grande problema é o surgimento de resisténcia aos
antibioticos devido ao seu uso inadequado, gerando microrganismos resistentes, tal como o
surgimento de surtos e epidemia que acarretam em aumento de custos para 0 governo e

consequentemente para a sociedade.

A resisténcia bacteriana é uma atividade continua, que comegou com a resisténcia a

penicilina por S. aureus. Compreende-se que a resisténcia a penicilina surgiu na década de 1960
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e levou ao aparecimento de cepas resistentes de S. aureus (OLIVEIRA et al., 2018) o que move

toda a comunidade cientifica a maiores desafios terapéuticos.

Staphylococcus aureus € um importante patégeno bacteriano humano, que carrega o
potencial de causar ampla variedade de manifestacdes clinicas. Essas manifestacdes podem ser
expressadas de forma leve ou grave, a depender do local acometido e das condicdes presentes.
Nesse contexto, uma das manifestacdes mais comuns associada & Staphylococcus aureus € a
infeccdo, que segundo o ministério da satde pode ser definida como “penetracdo e
desenvolvimento ou multiplicacdo de um agente infeccioso no organismo do homem ou de
outro animal” (SANTOS et al., 2007). As infec¢des decorrentes dessa bactéria podem ocorrer
tanto em ambientes regulares, quanto em ambientes hospitalares. Ao pensar no ambiente
hospitalar, por exemplo, h&d maior preocupacao envolvida, visto que o tratamento pode envolver
complicacdes, como o surgimento de cepas multirresistentes, a exemplo da MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) (LOWY, 1998; BOUCHER et al., 2008;
GELATTI et.al 2009).

Apesar do potencial patogénico, Staphylococcus aureus é uma bactéria comumente
encontrada na pele e fossas nasais de seres humanos saudaveis. Quando se pensa em
enfermidades, hd uma variacdo extensa de apresentacOes clinicas: pode variar entre uma
simples infeccdo, como por exemplo espinhas, até infeccGes de niveis mais graves, como
pneumonia (SANTOS et al., 2008).

Considerando a perspectiva de assepsia, a lavagem das maos é considerada o
procedimento mais importante na prevencao das infecgdes hospitalares. A insisténcia geral no
cumprimento dessa medida se deve a sua simplicidade; a praticicidade de execuc¢do, ao baixo
custo e a alta eficacia na remocdo dos microrganismos. A partir desse cuidado, ha uma
diminuicao no risco de contaminacdo por microbiota transitoria das maos da equipe hospitalar,
geralmente adquirida pelo contato com pacientes infectados, colonizados ou a partir de objetos
e fontes ambientais (LARSON, 1995). Tal abordagem pode ajudar a minimizar a propagacgao
de MRSA, reduzindo tanto a pressdo seletiva dos antibidticos, quanto as taxas de portadores e
infeccdo de MRSA em hospitais onde ha endemia. O cumprimento dessas medidas repercute
positivamente, principalmente, em pacientes de alto risco, como internos de longa data e
pacientes de UTI, visto que 0 MRSA pode permanecer em varias superficies durante semanas
e até meses (ALAVAREZ et al. 2010; SANTANA et al. 2012; ARANTES et al. 2013).
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Sequencialmente, Ayliffe et al., (1978) e Larson (1995), descreveram que O0S
microrganismos da microbiota transitoria das maos, ao contrario dos residentes, encontram-se
fracamente aderidos sobre a pele. Nesse sentido, sdo microrganismos facilmente removidos
pela lavagem das maos com &gua e sabdo ou detergente durante 15 a 20 segundos.
Rotineiramente, esse processo de assepsia local emprega substancias quimicas, com a fungéo
de destruir ou inibir os microrganismos nocivos na forma vegetativa, ndo formadores de esporos
em tecidos vivos, pele e mucosas (FERREIRA et al., 2020). Sendo assim, varias pesquisas tém
dirigido seus esforcos na busca por novas substancias com potencial antimicrobiano,

destacando-se 0s produtos naturais.

Staphylococcus aureus vem se apresentando cada vez mais resistente frente a acdo de
medicamentos. Diante desse fato, a busca e pesquisas por produtos naturais com agédo
antimicrobiana eficaz frente a esses microrganismos resistentes vem aumentando e se
mostrando necessaria para tratar as infeccfes causadas por esse microrganismo. A fitoterapia
ganhou espago na sociedade e vem sendo utilizada com mérito. No campo farmacoldgico, este
€ um meio promissor, pois as rea¢Ges adversas das plantas medicinais e fitoterapicos séo

inferiores em relacdo aos medicamentos sintéticos.

2.2 Oleos essenciais

A principio, grande parte das plantas produzem metabolitos que derivam de seu
metabolismo secundario e os armazena nas flores, raizes e em outras partes das plantas, uma
das fungbes desse composto é fazer parte da defesa das plantas, como por exemplo evitar

predadores, sendo uma espécie de arma quimica (HOFFMANN, 2020).

Os o6leos essenciais, conforme a International Standart Organization (ISO 9235: 2013)
e a Farmacopeia Europeia (2004) sdo definidos como o produto obtido a partir de material
vegetal por hidrodestilagdo, destilacdo a vapor, destilagdo seca ou por pressdo mecénica
de frutos citricos. Esses compostos sdo comumentes chamados de 6leos volateis, 6leos etéreos
ou esséncias, e sdo misturas complexas de substancias volateis. Encontram-se como produtos
de baixa solubilidade em &gua e soltveis em solventes organicos, via de regra sao odoriferos e
liqguidos em temperatura ambiente, com aparéncia viscosa. Os 6leos essenciais sdo também
chamados de esséncias por possuirem a volatilidade como principal caracteristica, e, em geral,
possuem o aroma eufénico e intenso (SIMOES; SPITZER, 1999).
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Certas plantas contém barreiras naturais e metabolitos com ac¢do antimicrobiana que
exercem efeito inibitério no crescimento de microrganismos (DORMAN; DEANS, 2000;
SANTOS et al., 2007). Desse modo, atividade antimicrobiana de certos 6leos essenciais esta
relacionada a sua composi¢do quimica, aos grupos funcionais presentes nos componentes
ativos, bem como de suas interagdes de sinergismo (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA,
2017). Sabe-se, entretanto, que o mecanismo de acdo antimicrobiana varia em funcao do 6leo
essencial e do microrganismo em questdo (DORMAN; DEANS, 2000).

Se tratando do modo de acdo dos Oleos essenciais em relacdo as bactérias Gram-
positivas, é conhecido que estas sdo mais suscetiveis do que as Gram-negativas. Essa diferenca
é atribuida a presenga da membrana externa rigida em bactérias Gram-negativas, que é rica em
lipopolissacarideos. A complexidade dessa membrana auxilia na limitacdo da difusdo de
compostos hidrofébicos através dela. Por outro lado, em bactérias Gram-positivas, a membrana
externa ndo estd ausente, entretanto, ha, circuncidando a bactéria, espessa camada de
peptidoglicanos, mas ndo o suficientemente para impedir a entrada de pequenas moléculas
antimicrobianas (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012; CHOUHAN; SHARMA;
GULERIA, 2017). Além disso, as extremidades lipofilicas dos acidos lipoteicOicos presentes
na membrana citoplasmatica das bactérias Gram-positivas podem facilitar a permeabilidade dos

compostos hidrofébicos dos 6leos essenciais (COX et al., 2000).

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais, geralmente, se deve aos efeitos toxicos
sobre a estrutura e as fungdes da membrana. Os mecanismos de acéo envolvem a degradacgéo
da parede celular, danos a membrana citoplasmatica por meio da desestabilizacdo lipidica,
coagulacdo do citoplasma, desnaturacdo de proteinas de membrana, resultando em aumento da
permeabilidade e perda de contetdo celular, danos ao material genético, impedindo replicacao;
e interrupcdo da comunicagédo celular causando danos na coordenagdo do microorganismo,
(BARBOUR et al., 2004; MONTHANA,; LINDEQUIST, 2005). Outros fatores envolvem a
reducdo da forca préton motiva e a diminuicdo da sintese de ATP (NAZZARO et al., 2013). A
Figura 1 mostra alguns mecanismos de acdo dos 0leos essenciais e potenciais alvos nas células

bacterianas.

Sendo assim, 0 uso de plantas com atividade bactericida e fungicida pode representar
alternativa como antissépticos e desinfetantes sintéticos convencionais. Essa alternativa pode
minimizar, ou mesmo evitar, o desenvolvimento de resisténcia bacteriana a esses compostos,

uma vez que metabolitos vegetais atuam por mecanismos variados. De maneira semelhante, 0s
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6leos essenciais dessas plantas sdo interessantes agentes antimicrobianos, uma vez que atuam

sobre multialvos nas células microbianas, o que dificulta o surgimento de células resistentes.

Figura 1. Desenho esquematico mostrando alguns mecanismos de agdo dos 0leos essenciais

na célula bacteriana

Increase of permeability Coagulation

Alteration of
proton motive ,’
force 5 Actiononintra
and extra
» et cellular ATP and
on ATPases
Leak of "
Alteration of the
membrane Antiguorum
sensing
activity
membrang
proteins
Cytoplasmic
EQ= Eces Interferwith 05
membrane Bacterial Factors
el ot produced by
Q&factors Gramd and Gram -
'. bacteria

!

Decrease of:
“Proteolyticactivity
Bi ofilm formation
“Swamimg

Lower lewels of :
wirulenoe

factors/fundtions

Fonte: Nazzaro et al. (2013).

Dentre os varios 6leos essenciais disponiveis no mercado destacam-se, 0s Gleos

essenciais de citronela, lavanda, cravo-botdo e Ho-wood, por seu potencial antimicrobiano e

utilizados na presente pesquisa.
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2.2.1 Oleo essencial de Citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor)

O género Cymbopogon € composto por mais de 500 géneros denominadas de
gramineas. encontradas em paises tropicais (PRADO et al., 2022). Além disso, cerca de 56
espécies sdo aromaticas, sendo que algumas dessas apresentam importancia medicinal,
farmacoldgica e industrial (PANSERA et al., 2003; BARBOSA-FILHO et al., 2005; MORAIS
etal., 2005; TORRES et al., 2005; VENDRUSCULO et al., 2005). Dentro desse grupo, existem
duas espécies de Cymbopogon que sdo conhecidas de acordo com sua regido, sendo a C. nardus
(Jamarosa) e a C. winterianus (Citronela de Java). Ambas sao caracterizadas por aroma de 6leo
volatil semelhante, além de compatibilidade em usos medicinais, mas apresentam diferentes
teores de citronelal (GUENTHER, 1992; MATOS, 2000). Na presente exposicéo, a citronela

tera o foco principal, visto que foi utilizada para a estruturacao desta pesquisa.

O oleo essencial de C. winterianus, conhecido como citronela, consiste em citronelol,
citronelal e geraniol como componentes majoritarios (BURDOCK, 2002). A citronela possui
composicdo rica em geraniol (36,0%) e citronelal (42,7%), apresentando atividade repelente,
antimicdtica e acaricida, sendo descrita como ambientador (GUENTHER, 1992; MATOS,
2000). O dleo de citronela ainda é usado como antisséptico, antiespasmaodico, diurético e
febrifugo (LAWLESS, 2002). Em outra perspectiva, esse 6leo também tem sido usado como
componente de fragrancia em cosméticos e como ingrediente de sabor pela industria alimenticia
(HYLDGAARD et al., 2012).

2.2.2 Oleo Essencial de Cravo-botdo (Eugenia caryophyllus (Spreng.) Bullock &
S.G.Harrison)

A familia Myrtaceae € um agrupamento importante entre as Angiospermas no Brasil,
composta por cerca de 140 géneros e mais de trés mil espécies, abrigando neste agrupamento o
cravo-botdo. Estudos utilizando 6leos essenciais e principalmente os extratos etandlico,
hexanico e aquoso de plantas da familia Myrtaceae, evidenciaram diferentes atividades como
citotdxica, antinociceptiva, antiinflamatoria, analgésica, antibacteriana, antifingica e anti larval
(MORAIS, 2014). Existe, portanto, grande potencial farmacologico dessa familia e a
possibilidade de desenvolvimento de novos produtos e medicamentos a partir de seus extratos.

Nesse sentido, a familia Myrtaceae promove a possibilidade de isolar inimeros compostos


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/13880200802055917
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terpénicos, capazes de agir de forma significativa no ambito da sadde. Os terpenos sao
metabdlitos secundarios produzidos naturalmente por uma variedade de plantas e apresentam
diversas propriedades bioldgicas, como quimiopreventivo, antimicrobiano, antifingico,

antiviral, antidiabética, antiinflamatdria e antiparasitaria (PADUCH et al., 2007).

2.2.3 Oleo Essencial de Lavanda (Lavandula angustifolia Mill.)

As plantas do género Lavandula, pertencentes a familia Lamiaceae, tém sido utilizadas
para uma variedade de propdsitos cosméticos e terapéuticos. As principais espécies de uso
medicinal s&o L. angustifolia (L. officinalis), L. stoechas, L. latifolia e L. x intermedia, sendo
esta Gltima um cruzamento estéril entre L. latifolia e L. angustifolia. O éleo essencial de lavanda
é bastante utilizado na aromaterapia, com efeitos neuroldgicos benéficos no alivio dos sintomas
de estresse e depressao. Também sdo relatados efeitos antiespasmaodico, analgésico, pesticida e
antimicrobiano (CAVANAGH, HMA; WILKINSON, 2002) com atividade antibacteriana
sobre cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes (MRSA) e atividade antiflngica
(DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2000). Essa atividade sobre cepas MRSA é de extrema
importancia no contexto atual, de modo a auxiliar na endemia da contaminacdo de

Staphylococcus aureus meticilina-resistentes, como descrito previamente.

2.2.4 Oleo Essencial de Ho — wood (Cinnamomum camphora (L.) J.Presl )

A canfora (Cinnamomum camphora) é um membro da familia Lauraceae e € conhecida
por ser nativa da india, China e Coréia do Sul, na atualidade, entretanto, se distribui em outras
regibes, como Australia e Himalaia (ROBI, et al., 2014; GARG et al., 2017; ALAM, et al.,
2019). Nesse contexto, as arvores de canfora podem atingir varias dezenas de metros (3040
m) de altura e 3 m de didmetro, sendo que normalmente crescem a 900-2500 metros acima do
nivel do mar. A casca da planta é amarela ou marrom, com uma diviséo vertical visivel. Além
disso, as folhas possuem alternadamente trés a vérias nervuras distintas e fortes botbes

dormentes, que sao rodeados por grandes reentrancias sedosas (MALABADI et.al, 2021)

O 6leo essencial de Cinnamomum camphora (L.) J. Presl (CCEOQ) pode ser extraido de
raizes, caules, folhas, sementes e frutos. O CCEO ¢é o nome geral de substancias volateis

semelhantes ao 6leo com com presenca de odor C. camphora. Sua utilizacdo € mais extensiva
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em fragrancias, em cuidados com a saude, na industria quimica, e na inddstria de alimentos
(ZAO et al., 2013).

Nos ultimos anos, com o estudo aprofundado do CCEOQ (6leo essencial de Cinnamomum
camphora (L.) J Presl), muitos pesquisadores confirmaram que o CCEO possui uma variedade
de atividades biol6gicas, como anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana,
analgésico e antidiabético (LEE, et al., 2006; SU et al., 2006; ZHOU et al., 2016; XIAO et al.,
2021).

2.3 Importéancia dos produtos farmacoldgicos e cosméticos naturais

O interesse nos estudos relacionados ao uso de produtos naturais que apresentam
atividades bioldgicas importantes para a industria cosmética e farmacéutica cresce
exponencialmente, a exemplo dos 6leos essenciais e extratos vegetais. Diante disso € de amplo
conhecimento cientifico que varias plantas possuem potencial quimico eficiente por seus efeitos
farmacolodgicos, tais como acdo antioxidante, fotoprotetora e atividade antimicrobiana,
culminando com um baixo nivel de toxicidade (CHOUHAN et. al, 2017).

Ao longo do crescimento da humanidade, a utilizagdo de plantas e produtos naturais de
forma medicinal e terapéutica tornou- se um costume de grande relevancia. Os primeiros relatos
desse uso derivam da preparacédo de plantas na forma de chas e tinturas, sendo que diferentes
civilizacbes descreveram em manuscritos 0 uso de ervas e vegetais como método de
medicacdo. Nesse sentido, as plantas representaram, durante séculos, a Unica fonte de agentes
terapéuticos para a sociedade, e a partir do desenvolvimento da quimica, passaram a representar
a primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos (HOSTETTMANN
etal., 2003).

Frente a esse contexto, o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico ao longo dos anos
promoveu grande avanco na pesquisa de produtos naturais. Esse desenvolvimento foi
impulsionado principalmente pela atracdo e interesse que a biodiversidade exerce sobre as
pessoas; é notavel o grande aumento no uso de produtos naturais como forma de substituicdo
aos derivados minerais e animais (FUNARI; FERRO, 2005). Diante da atual realidade de
predisposicdo para infecgbes microbianas, a profilaxia ganha maior visibilidade e, seguindo o
mesmo fluxo desenvolvimentista, a utilizacdo de produtos naturais se torna cada vez mais uma
aposta de solucdo (CABRAL et al., 2013).
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Por fim, Haas et al., (2005) apontam que produtos tdpicos para as maos contendo
antimicrobianos tém sido cada vez mais utilizados pelo pablico em geral, e que sabonetes com
agentes antimicrobianos sdo mais eficazes que sabonetes neutros. Aliado a isso, 6leos e extratos
de plantas tém servido de base para diversas aplicacbes na medicina popular, entre estas, a
producéo de antissépticos topicos tais como sabédo e sabonete (ARWEILER. et al., 2000; FINE
et al., 2000; PAN et al., 2000; CLAFFEY, 2003; SEYMOUR, 2003; BENKEBLIA, 2004;
REHDER et al., 2004; ALMEIDA et al., 2006; ARRUDA et al., 2006; NUNES et al., 2006).

2.3.1 Breve histérico do sabao

O sabdo é definido pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
como “um sal de um acido graxo, saturado ou insaturado, contendo pelo menos oito a&tomos de
carbono ou uma mistura de sais de acidos graxos” (IUPAC, 2014).

Os primeiros povos a produzirem sabdes foram 0s gregos e 0S romanos, com uma
preparacdo a partir de extratos vegetais do Mediterraneo. Os principais extratos utilizados eram
0 azeite de oliva e o 6leo de pinho, no entanto, também havia a producdo a partir de outros
minerais alcalinos obtidos da moagem de rochas. Além disso, os artistas do teatro romano eram
grandes usuérios de maquiagens produzidas com diversos tipos de 6leos, pigmentos naturais,
vegetais e minerais, com a finalidade de caracterizar seus personagens atuantes. Entretanto,
muitos pigmentos minerais continham chumbo ou mercurio na sua composicao levando varios
atores a morte por intoxicacdo, um fator desconhecido para a época (GALEMBECK e
CSORDAS, 2011).

No ambito de produgdo artesanal, Borsato (2004), aponta que a “descoberta” do sabao surgiu
gradualmente de misturas brutas de materiais alcalinos e materiais graxos. Somente a partir do
século XIIl que o sabdo comecou a ser produzido em quantidades condizentes com a
classificacdo de industria; até entdo, se pensava que 0 sabao fosse uma mistura mecanica de
gordura. Nos principios do século XIX, Chevreul, um quimico francés, exaustivamente
trabalhou para desvendar a estrutura das gorduras e mostrou que a formacéo de sabdo era uma
reacdo quimica. Nesse contexto, Trevisan (2011) aponta que segundo registros histéricos, as
antigas civilizacdes possuiam conhecimento sobre a producéo de sabdo, utilizando gorduras e
6leos combinados com cinzas (alcalis) para criar uma substancia que formava espuma na dgua
e era utilizada para lavar roupas, loucas e o corpo. Descobriu-se cilindros de barro contendo

instrucbes e um tipo de sabdo em sitios datados de aproximadamente cinco mil anos,
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pertencentes aos tempos babildnios. Durante os Gltimos séculos do periodo romano, o sabéo
comecou a ser utilizado para o banho, mas seu uso diminuiu no inicio da Idade Média. No
século VIII, Espanha e Franca retomaram a producéo de sabdo de qualidade utilizando o6leo de
oliva, que era exportado para outras partes da Europa. Durante o seculo XVII, o banho ainda
estava em desuso, porém a demanda por sabdo persistia para a lavagem de roupas, utensilios de
cozinha e pisos. Nesse periodo, as maos e possivelmente o rosto eram lavados com sabdo.
(TREVISAN, 2011)

Sendo assim, € possivel pontuar a variedade de formacdo do sabdo: é uma mistura que
se apresenta em barra, em p6 e liquido. Em concomitancia com isso, se pode classificar que o
sabonete é um tipo de sabdo destinado a limpeza corporal, fornecendo acdo detergente a agua,
na qual dissolve-se durante o uso. Como pontuado previamente, é um artefato conhecido ha
mais de 4.000 anos, sendo o produto de higiene mais antigo utilizado pelo homem (DRAELOS,
2009; BONADEDO, 2010).

2.3.1.1 Sabonete

O sabonete é considerado um sabdo destinado a higiene pessoal, com forma fisica
definida, perfumado e que pode conter adjuvantes, aditivos e cargas inertes. De acordo com a
RDC N° 752, de 19 de setembro de 2022, ao se tratar de sabonetes hipoalergénicos, estes
poderdo ndo conter perfume (ANVISA, 2022). Indubitavelmente, o sabonete é o produto
cosmético mais consumido no Brasil, tendo como principal funcdo higienizar o corpo,
removendo as impurezas e eliminando os residuos da pele. Nessa perspectiva, a Associacdo
Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos — ABIHPEC, aponta que
sdo consumidas aproximadamente 218 mil toneladas de sabonetes em barra e 4,8 mil toneladas
por ano de sabonetes liquidos no pais, sendo o segundo maior consumidor mundial deste
produto per capita (MOTTA, 2007; GALEMBECK e CSORDAS, 2009).

Usualmente, os sabonetes podem ser encontrados nas formas sélidas, liquidas ou
pastosas, sendo que cada forma, de acordo com o costume popular, é utilizada em diferentes
situacbes (MERCANTE et al., 2009). Diante disso, a producdo de sabonetes liquidos
subdivide-se entre sintéticos - aqueles feitos com compostos previamente processados a partir
do petroleo ou de plantas , e naturais, produzidos por reacdo direta entre 6leos e uma base
(UNIOESTE, 2009).
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De acordo com a NP 613: 1981, os sabonetes podem ser classificados nos seguintes

tipos:

- Sabonete fino: Sabonete contendo, no minimo, 77,0 % de gordura total e sem
carga inerte.

- Sabonete oleoso — Sabonete contendo, no minimo, 77,0 % de gordura total e um
minimo de 3% de gordura livre expressa em &cido oleico e sem carga inerte.

- Sabonete econdmico — Sabonete contendo, no minimo, 68,0 % de gordura total
e podendo conter cargas até 10 %.

- Sabonete transparente — Sabonete contendo, no minimo, 68,0 % de gordura total
e podendo conter as substancias necessarias a sua transparéncia.

- Sabonete semissintético — Sabonete contendo, no minimo, 77,0 % de matéria

tensoativa, dos quais 40,0 %, pelo menos, de gordura total.

Diante disso, é plausivel que se exponha a tendéncia atual de mercado, que instiga uma
procura por produtos antissépticos, especialmente se tratando dos sabonetes antimicrobianos.
Essa tendéncia se elevou com a pandemia da COVID-19, fazendo com que a populacao usasse
indiscriminadamente produtos de higienizacédo intensa, como por exemplo, antimicrobianos que
contém em sua formulagdo o componente triclosan, um composto capaz de trazer danos a saude

e a0 meio ambiente, se utilizado de forma incorreta.

O triclosan (2, 4, 4’-tricloro- 2’- hidroxidifenol éter) é um bi-fenol halogenado,
comercializado desde 1967 e considerado o principal agente antimicrobiano. E um composto
que apresenta atividade antimicrobiana frente a bactérias de importancia higiénica e clinica,
sendo rotineiramente utilizado em produtos com essa finalidade (KABARA, 1984; McMURRY
et al., 1998; KOKOSKA et al., 2002).

Nessa perspectiva, se pode analisar que o triclosan é adicionado a diversos produtos de
higiene pessoal e cosméticos, incluindo sabonetes, cremes dentais, lo¢bes e xampus. No
entanto, seu uso passou a ser estendido para outros meios: ha registro de utilizacdo em roupas,
utensilios de cozinha, moveis e brinquedos, com o objetivo de reduzir ou prevenir a
contaminacéo e crescimento bacteriano (THOMPSON et al., 2005; KUEHN, 2010).

Diante do exposto, se pode apontar que o beneficio preliminar do triclosan é a atividade
antimicrobiana tendo efeito contra bactérias Gram-positivas e algumas Gram-negativas, mas
com pouca atividade sobre Pseudomonas sp (NISSEN, OCHS, 1998). O triclosan apresenta

também atividade contra fungos (GOMES, 2019), e comumente se utiliza uma concentracdo
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acima de 1% para assepsias das maos, de feridas e na assepsia da pele nos procedimentos pré-
operatorios (FAOAGALI et al., 1995; NISSEN; OCHS, 1998).

Além disso, alguns autores citam que o uso de triclosan pode ter efeitos adversos, como
alergias, resisténcia a antibidticos, desregulacdo endocrina, bioacumulacdo e toxicidade
aguda/cronica. Aiello et al. (2007) demonstraram que sabonetes antibacterianos contendo
triclosan ndo eram mais eficazes do que sabonetes comuns. Em contraponto, Montville e
Schaffner (2011) concluiram que os sabonetes antibacterianos resultaram em reduces
significativamente maiores nas contagens bacterianas do que os sabonetes comuns, embora as
diferencas fossem pequenas (cerca de 0,5 log de diferenca de reducgédo). Essas preocupacoes
sobre seguranca e eficacia forneceram a base cientifica para a decisao proposta pelo FDA (Food
and Drug Administration). A decisdo proposta aponta uma melhoria na regulamentagéo
estabelecida em 1994, de modo a revisar a composi¢do de produtos, com a garantia de dados
adicionais, que sdo necessarios para apoiar a segurancga dos ingredientes ativos antissépticos
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2013).

Sendo assim, uma alternativa a estes compostos sintéticos, sdo os 6leos essenciais de

plantas com potencial antimicrobiano.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de estudo

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Condic0es de cultivo e manutencédo da cultura estoque

Foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 13565, para todos 0s ensaios de

verificacdo da atividade antimicrobiana.

A cultura estoque foi mantida em meio de congelamento (glicerol - 15 mL; peptona
bacteriologica - 0,5 g; extrato de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; 4gua destilada 100 mL) em

freezer durante o desenvolvimento do trabalho.


https://www.federalregister.gov/agencies/food-and-drug-administration
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A cepa foi reativada transferindo-se aliquotas de 1ml da cultura estogque para tubos com
5ml de caldo triptona de soja (TSB), que foram encubadas a 37°C por 24h. Apo0s isso, 0S
inoculos foram centrifugados & 10000 xg por 5 minutos, as células foram ressuspendidas em

agua peptonada e padronizadas na escala McFarland em 0,5 ( 8 log UFC/mL).

3.3 Oleos essenciais

Para a realizacdo do experimento foram utilizados 6leos essenciais de cravo Botao
(Eugenia caryophyllus), citronela (Cymbopogon winteriaus), ho wood (Cinnamomum
camphora) e lavanda (Lavandula angustifélia) adquiridos, comercialmente pela empresa
FERQUIMA Industria e Comércio Ltda (Vargem Grande, Sado Paulo, Brasil), cujos

componentes majoritarios, de acordo com o fabricante, sdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao e teor dos principais componentes dos 6leos essenciais

Espécie Nome comum Principais Componentes Teor (%)
Cinnamomum camphora ~ Ho wood Linalol 91,98
Lavandula angustifolia Lavanda Linalol 34,0
Acetato de linalila 38,0
Eugenia caryophyllus Cravo Botéo Eugenol 88,38
Cymbopogon winteriaus Citronela Citronelal 41,8

3.4 Determinac&o das concentragdes minimas bactericidas dos 6leos essenciais

A concentragdo minima bactericida (CMB) dos Oleos essenciais de cravo Botdo
(Eugenia caryophyllus), citronela (Cymbopogon winteriaus), ho wood Cinnamomum
camphora) foi determinada utilizando a técnica de microdiluicdo em placas de poliestireno de
96 cavidades de acordo com o CLSI - M07 (CLSI, 2018), com modificacbes. Os 0leos
essenciais foram diluidos em TSB acrescido de 0,5% (v/v) de Tween 80. Foram avaliadas as
concentragdes de 5%; 2,5%; 1,25%; 0,625%; 0,312%; 0,15625% e 0,078125% (v/v). Aliquotas
de 100 pyL de meio contendo os Oleos foram adicionadas em cada uma das cavidades da

microplaca e inoculadas de 10 pL de cultura padronizada, as microplacas foram incubadas a
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37°C/24 horas. Apo0s esse periodo, foi realizado o plaqueamento das culturas em TSA (agar
triptona de soja) e incubadas a 37°C/24h. O controle foi realizado em TSB acrescido de 0,5%
de Tween 80 e 10 L de inoculo padronizado. As CMB dos 6leos essenciais foram as menores
concentracBes de 6leos essenciais na qual ndo foi observado crescimento em placas apds a
incubacédo. O experimento foi realizado em triplicata e trés repeti¢cdes. A contagem foi baseada
na metodologia de microgotas (DA SILVA, 2011).

3.5 Estudo da sinergia antibacteriana dos 6leos essenciais

Alem da utilizacdo dos dleos anteriormente citados foi inserido no experimento o dleo
de lavanda (Lavandula angustifélia) na concentracdo de 2%, devido sua importancia na

cicatrizacao ja conhecido.

O estudo da sinergia antimicrobiana entre os 6leos foi realizado baseando-se nas CMB
de cada um. As variacOes nas concentracdes dos 6leos foram geradas utilizando o Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR) no programa Chemoface versdo 1.5, utilizando
—Experimental design, por meio de 15 ensaios. As varidveis foram calculadas de acordo com

a CMB.

Tabela 2. Variaveis codificadas e reais utilizadas no DCCR

Variaveis codificantes CMB -2 PC +1 -1
Oleo essencial Porcentagem (%)

Ho Wood 2,5 0,05 1,275 1,8875 0,6625
Cravo 5 0,05 2,525 3,7625 1,2875
Citronela 1,25 0,05 0,65 0,95 0,35

De posse da tabela de delineamento experimental, foram realizados os testes
antimicrobianos das 15 combinagGes para selecionar os melhores tratamentos com efeito
inibitdério, também por meio de plagueamento de microgota em &gar. Todas as analises foram
feitas em trés replicatas e com trés repeticdes. A leitura foi realizada depois de 24 h, analisando
resultados como positivo quando observado crescimento em placa ou negativo quando nao

observado crescimento.
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3.6 Acdo desinfetante do sabonete liquido incorporado de dleos essenciais

Foram selecionados os ensaios de nimero 15, por conter o menor valor total de 6leo
essencial, o de n° 8 por conter 0 maior e 0 de n° 12 por conter uma gquantidade intermediéria.

Os 6loes essenciais foram homogeneizados na base do sabonete liquido e utilizados.

A acdo inibitério foi avaliada empregando-se a técnica de disco-difusdao (EUCAST,
2021) com modificacdes. Em placas de Petri contendo TSA foram inoculadas aliquotas de 100
UL de cultura padronizada de S. aureus. Apés espalhamento em superficie, 3 gotas de sabonete
liquido incorporado dos 6leos foram dispensadas sobre o agar. As placas foram incubadas a
37°C por 24h. Apos esse periodo, os diametros dos halos de inibicdo foram mensurados com

auxilio de pagquimetro.

3.7 Atividade antimicrobiana do sabonete adicionado das misturas de 6leos essenciais
sobre biofilme de Staphylococcus aureus: Adesdo de células de S. aureus em cupons de

aco inoxidavel

Foram utilizados cupons de ago inoxidavel AISE 304 #4 com as dimensdes de
1x8x18mm. Foram adicionados sobre os cupons 10 pL de cultura padronizada de S. aureus.
Apos 3h de contato, os cupons foram mergulhados 3 vezes em solugdo salina, removendo-se
assim as células plancténicas. Em seguida, os cupons foram inseridos em tubos de ensaio
contendo 10 mL de sabonete e 10 mL de agua destilada. As células aderidas foram retiradas
utilizando se swabs padronizados (15 mm x 25 mm) previamente esterilizados. Os swabs foram
transferidos para tubos de ensaio contendo 10 mL de solucdo salina e agitados em vortex por
um minuto. Aliquotas de 100 pL de cada diluigdo foram inoculadas em placas de Petri contendo
TSA, utilizando-se a técnica de plaqueamento em superficie. Apds este procedimento, as placas
de Petri foram incubadas a 37°C por 24 horas. Para cada periodo de mensuracao, utilizaram-se
dois cupons coletados aleatoriamente, constituindo-se a replicata. Os plagqueamentos foram

realizados em TSA.
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4 RESULTADOS

4.1 Acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais e suas misturas sobre Staphylococcus aureus

As CMB dos 6leos essenciais de Ho wood, cravo e citronela foram 2,5%; 5% e 1,25%,
respectivamente. Essas concentracOes foram utilizadas como base para os testes de sinergia

entre os 6leos essenciais, que se encontra descrito na Tabela 3.

Tabela 3. Concentracgdes de cada 6leo essencial utilizada em cada ensaio definido pelo Delineamento

Composto Central Rotacional (DCCR)

Oleos essenciais (%)

Ensaios

Cravo Ho Wood Citronela Lavanda Total
1 1,28 0,66 0,36 2 2,3
2 1,28 0,66 0,96 2 2,9
3 1,28 1,88 0,36 2 3,52
4 1,28 1,88 0,96 2 4,12
5 3,76 0,66 0,36 2 4,78
6 3,76 0,66 0,96 2 5,38
7 3,76 1,88 0,36 2 6
8 3,76 1,88 0,96 2 6,6
9 0,44 0,66 0,66 2 1,76
10 4,6 0,66 0,66 2 5,92
11 2,52 0,24 0,66 2 3,42
12 2,52 2,3 0,14 2 4,96
13 2,52 1,28 1,16 2 4,96
14 2,52 1,28 0,66 2 4,46
15 2,52 1,28 0,66 2 4,46

Ap0s realizacdo de todos os 15 tratamentos foram identificados 9 ensaios que inibiram
completamente o crescimento de S. aureus, sendo eles: 5, 7, 8,10, 12, 13, 14 e 15. Dentre esses,

foram selecionados trés para serem adicionados na base de sabonete, o tratamento 15 por conter
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0 menor valor total de 6leo essencial, o tratamento 8 por conter o maior e o tratamento 12 por

conter uma quantidade intermediaria.

4.2 Acéo desinfetante do sabonete contendo 6leos essenciais

Para avaliar o poder antimicrobiano das trés sinergias selecionadas, foram conduzidos

dois testes distintos.

4.2.1 Teste de disco-difusao

Primeiramente, foi realizado o teste de disco-difusdo para verificar se a capacidade de
inibicdo dos 0Oleos essenciais se manteria apds mistura com a base do sabonete. Os resultados

podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Diametro dos halos de inibicdo de Staphylococcus aureus promovido pelo sabonete
acrescido das combinages de 6leos essenciais.

Ensaio* Diametro (mm)
8 3,48
12 3,59%
15 2.66b

* (8) 3,76% de 6leo de cravo; 1,88% de d6leo de Ho wood; 0,36% de bleo de citronela e 2% de
lavanda; (12) 2,52% de Gleo de cravo; 2,3% de 6leo de Ho wood; 0,14% de citronela e 2% de
lavanda; (15) 2,52% de 6leo de cravo; 1,28% de 6leo de Ho wood; 0,66% de 6leos de citronela e 2%
de 6leo de lavanda. Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente pelo
método de Tukey (p<0.05).

Os resultados mostram que o ensaio (15) contendo 2,52% de 6leo de cravo; 1,28% de 6leo
de Ho wood; 0,66% de oOleos de citronela e 2% de Oleo de lavanda apresentou menor agao
desinfetante dentre os tratamentos testados. Ndo sendo observada diferenca significativa entre

0S outros dois tratamentos.
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4.2.2 Avaliagdo da agdo antimicrobiana do sabonete desinfetante sobre células de Staphylococcus

aureus aderidas sobre superficie de aco inoxidavel

Para simular a acdo do sabonete desinfetante sobre uma superficie, empregou-se cupons de
prova de aco inoxidavel. Os resultados mostram os ensaios 8 e 12 apresentaram maior acao

desinfetante quando comparado com o ensaio 15 (Tabela 5).

Tabela 5. Nimero de UFC/cm? permanecentes nos cupons de prova de aco inoxidavel apds exposicdo
as formulacGes dos sabonetes desinfetantes contendo misturas de 6leos essenciais

Tratamento UFC/cm?
8 0,5%
12 Oa
15 4,5°
Controle 89,25b

Médias seguidas da mesma letra nas linhas néo diferem significativamente pelo método de Tukey
(p<0.05).

Pode-se observar que, ao ser testados sobre células sasseis , todos 0s tratamentos
foram eficazes, ndo sendo observada diferenca siginificariva entre eles, quando comparada
com o controle (sem sabonete).

5 DISCUSSAO

Frente a demandas de salde humana, busca-se alternativas, uma delas seria recorrer aos
6leos essenciais como forma de tratamento, visto que tratamentos convencionais ndo traziam a
resposta esperada. As plantas medicinais sdo as mais utilizadas na sadde, pois possuem
vantagens em compara¢do com materiais convencionais devido as suas propriedades que, ao
passar por processos de pesquisas, desempenham sua funcao especifica. Ao comparar 0 uso dos
6leos essenciais incorporado em sabéo liquido com o sabéo liquido padrdo, observa-se maior
eficdcia a favor daqueles com a adicdo dos Gleos essenciais. Em adi¢do, o uso de plantas
medicinais tem sido amplamente difundido devido sua propriedade antimicrobiana,
consequentemente, diminuindo a internacdo de individuos por infec¢bes recorrentes do S.
aureus. As atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais, dependem da sua composi¢do
quimica e da quantidade de componentes, de forma individualizada. Grande parte dos
compostos antimicrobianos sdo expressos constitutivamente pelas plantas, e outros acabam

sendo sintetizados como mecanismo de autodefesa (NAZZARO et al., 2013).
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Oberva-se a presenca dos componentes majoritarios dos 6leos utilizados. O linalol
possui uma grande diversidade de substancias, sendo responsaveis por suas atividades
fitoterapicas. O mesmo, é uma das substancias mais importantes na industria de medicamentos,
o Linalol é responsavel por fixar fragrancias, é possivel avaliar sua importancia através da gama
literaria disponivel, suas a¢Bes antimicrobianas sdo amplamente conhecidas e pesquisadas,
além de demonstrar possuir amplo combate aos microrganismos causadores das infeccdes em
ambiente hospitalar (VASCONCELOS, CAMARGO, 2014). Logo, estudos indicam que
diversos componentes possuem o acetato de linalia como elemento majoritario, essa peca possui
atividade citofilatica e é extremamente utilizado como ingrediente alvo em artigos destinados a
reducdo de processos da inflamacdo cutanea, em especial, as queimaduas (CAVANAGH,;
WILKINSON, 2002; FARAHPOUR et al., 2015). A literatura reporta como componentes
majoritarios do eugenol, a extensivel atividade anti inflamat6ria mediadas pelo stress oxidativo,
0 eugenol é uma molecula extremamente versétil, frequentemente encontrado em Oleos
essenciais e em grande espécimes de plantas, este Gleo € utilizado principalmente em
aromantizantes, agriculturas e dermocosméticos (NISAR et al., 2021). Os extratos do citronelal
com base em estudos determinantes demonstra possuir importante potencial terapéutico e
requinte combate as infeccdes causadas por bactérias multirresistentes (BEZERRA et al.,
2019). Devido ao poder terapéutico destes componentes majoritarios, € competente a melhor

atividade terapéutica dos 0leos associados do que suas substancias isoladas

As propriedades antimicrobianas dos dleos essenciais sdo conhecidas hd muitos
séculos. Dessa forma para maior sucesso, concentracfes de trés diferentes 6leos essenciais
foram utilizados para que se alcancasse maior potencial de inibicdo do organismo S. aureus,
tendo como foco a menor quantidade da mistura dos 6leos essenciais para analisar a quantidade
necessaria que influencia na atividade antimicrobiana sobre os microrganismos. O presente
estudo investigou os efeitos de diferentes tratamentos com sabdo e associacdo de Oleos
essenciais em diversas condigdes de teste. Imediatamente, observou-se que 0s 6leos essenciais
de cravo, Ho Wood e citronela, em conjunto com o sabédo liquido convencional, trouxeram
resultados de relevancia ao serem utilizados como inibidores de microrganismos tal como o S.
aureus, que é uma bactéria causadora de diferentes patologias, caracterizadas por riscos
repetitivos. Com efeito, devido a dificuldade em lidar com as infec¢fes por S. aureus, comegou-
se uma ampla busca na pesquisa para diminuir altas taxas de infeccdes e atuar frente a prevencgéo
deste microrganismo, e também, objetivou-se a finalidade de ver sua resposta sobre células

resistentes, e neste, os resultados ndo foram significativos.
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Devido ao poder antimicrobiano de cada 6leo supracitado, decidiu-se pela associagdo
dos mesmos e foi feita a analise do poder antibi6tico destes 6leos. Além disto, observou-se,
durante a pesquisa, que o 6leo de citronela, € quem mais inibiu organismo S. aureus, sendo 0
pioneiro em resultados durante a pesquisa, de acordo com sua CMB de 1,25%, em relacdo aos
outros Gleos que tiveram valores maiores. Adicionalmente, estudos recentes testaram o efeito
antimicrobiano da associacdo de 6leos essenciais contra 0 S. aureus, os resultados alcancaram
a inibicdo do crescimento da bactéria, sugerindo que a associa¢ao contendo o 6leo essencial de
citronela possui propriedades antimicrobianas e pode prevenir surtos de infecgdes e melhorar o
potencial de resisténcias de patologias (PONTES et al., 2019). O 6leo de Ho Wood trouxe
atividade satisfatoria quando relacionado ao foco em evitar infec¢des, na concentracdo de 2,5%
ele demonstra capacidade de inibicdo do S. aureus. Os Gleos essenciais sdo excelentes fontes
de elementos naturais com atividade contra microrganismos, eles atuam inibindo o crescimento
de células bacterianas e este efeito se deve a diferencas nas composicGes das membranas das
células (NAZZARO et al., 2013).

Como supracitado, as fragdes do Oleo essencial de cravo trouxeram respostas
significativas para a pesquisa, inibindo a bactéria com uma solucdo de 5%, sabe-se que as
associacdo de 6leos, tendo o 6leo de cravo como primordial, demonstrou possuir uma atividade
inibitéria contra o patégeno S. aureus, a sua interacdo com sabonete liquido foi bem-sucedida.
A associagdo de 0leos essenciais com énfase no déleo de cravo causa perda da integridade da
membrana celular, prejudicando a mesma e causando interferéncia na atividade da bomba de
prétons, levando & morte celular (GONZALEZ et al., 2021). Em relacio a isso, o efeito da
atividade antibacteriana dos 6leos essenciais em associagcdo € comprovado pois inibem o
crescimento de bactérias e até mesmo destroem células bacterianas, e essas a¢es sao medidas
atraveés de testes de concentracdo inibitoria minima, a triagem deste teste normalmente é rapida,
a eficacia dos oleos diferem de um tipo para outro, e demais estudos demonstram que a adicao
de 6leos essenciais ao sabonete liquido reduz a maioria de microrganismo de importancia na
atualidade (SWAMY; AKHTAR, SINNIAH, 2016).

Se tratando de uma comparacao entre os diferentes tratamentos contendo sinergias de
6leos essenciais, pode-se constatar que ndo foram observadas diferengas significativas entre os
mesmos. No ensaio de difusdo, os tratamentos 8 (3,48mm) e 12 (3,59mm) apresentaram
comportamentos praticamente similares, enquanto o tratamento 15 (2,66mm) demonstrou uma

eficacia ligeiramente inferior. JA no ensaio de superficie, todos os tratamentos exibiram

desempenho similar, 8 (0,5 UFC/cm2), 12 (0 UFC/cm2) e 15 (4,5 UFC/cm2), manifestando
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equivalente eficacia, enquanto no controle observou-se 89,2 UFC/cm2. No ensaio com formagéo

de biofilme com células resistentes, ndo foi observada eficacia em nenhum dos tratamentos.

Em suma, os resultados dos testes revelaram que o desempenho do sabdo e dos 6leos
essenciais sdo influenciados pela concentracdo e unido de cada dleo utilizado. Portanto, essas
descobertas contribuem para a compreensdo dos fatores que influenciam a eficacia
antimicrobiana do sabdo e podem ser relevantes para o desenvolvimento de estratégias de
higienizagdo mais eficientes e direcionadas. Ainda, limitacbes foram observadas durante o
estudo, observou-se 0 alto custo dos Oleos essenciais e apesar da ampla gama de artigos
disponiveis em sitios de internet, espera-se que sejam feitas mais pesquisas sobre o tema, visto
gue em sua maioria, testes observacionais e experimentais apareceram mais em ambito
internacional. Os resultados demonstram que a consociagdo dos 6leos essenciais em associagdo
com o sabdo liquido possuem uma premissa na atividade antimicrobiana do S. aureus. As
evidéncias suportam que 0s 0Oleos essenciais em grupo estdo intimamente relacionados ao
sucesso antimicrobiano de infec¢des causadas pelo S. aureus, assim, nota-se a necessidade de

maiores investimentos em ambito de pesquisa e investimentos em estudos direcionados.

6 CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo visou avaliar a eficacia in vitro de um sabonete liquido enriquecido
com uma combinacdo de Oleos essenciais contra a cepa de Staphylococcus aureus. Os
resultados obtidos indicam que o ensaio nimero 12 ( 2,52% Cravo; 2,3% Ho Wood; 0,14%
Citronela e 2% Lavanda) demonstrou ser mais eficaz dentre as diferentes formulages testadas.
A presenca dos 6leos essenciais na composi¢do do sabonete liquido apresentou potencial
inibitério significativo sobre a cepa de Staphylococcus aureus, sugerindo sua viabilidade como
agente desinfetante. Essa abordagem, utilizando a combinacéo especifica de 6leos essenciais,
podera representar uma alternativa promissora no desenvolvimento de produtos de higiene
pessoal com propriedades antimicrobianas. No entanto, sd8o necessarias investigacdes
adicionais para entender completamente os mecanismos subjacentes e a eficacia em condi¢des
reais de uso, a fim de garantir a aplicabilidade pratica e segura desse sabonete liquido

enriquecido.
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