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RESUMO

PIMENTA, P. A. Potencial do 6leo essencial de orégano (Origanum Vulgare)
como alternativa para possivel uso como conservante em sistemas
emulsionados tépicos (dissertacdo). Salvador: Departamento de Ciéncias da Vida
(DCV), Universidade do Estado da Bahia, 2023; 62p.

Bases dermatoldgicas sédo destinadas a veicular os mais diversos farmacos, e em
geral, possuem uma mistura de lipideos e agua, o que propicia o crescimento de
diversos microrganismos. A inclusdo de conservantes na formulacdo € um fator
imprescindivel para garantir a qualidade e a estabilidade microbiolégica das
preparagdes. Em geral, os O6leos essenciais podem ser considerados como
potenciais agentes conservantes naturais, pois sdo conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes, antivirais e antimicéticas.
O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o potencial conservante do 6leo essencial de
orégano em bases dermatoldgicas. O estudo foi conduzido com um delineamento
laboratorial experimental, utilizando 6leo essencial de orégano, realizando avaliagao
antimicrobiana, estudo de pré-formulagdo de base dermatologica, testes de
estabilidade e de prateleira. Observou-se que o 6leo essencial de orégano utilizado
conseguiu inibir C. albicans a partir de uma concentragao de 0,312%; E. coli a partir
de 0,625% e S. aureus a partir de 1,25%; e P. aeruginosa < 0,156%. A incorporagao
do 6leo na base nao gerou alteragdes significativas, dessa forma concluiu-se que o
OE de orégano apresenta potencial conservante natural. Contudo, mais
investigacbes sao necessarias para determinar as concentragdes ideais do OE de
orégano como agente antimicrobiano e é fundamental avangar com testes desafio,
alergénicos e toxicologicos desses produtos. Os achados desta pesquisa desdobram
variadas possibilidades para o desenvolvimento de um produto inovador, seguro e
com viabilidade para pedido de propriedade industrial do tipo patente de invento.

Palavras-chave: 6leos essenciais; conservante natural; emulsbes cremosas.



ABSTRACT

PIMENTA, P. A. Potential of essential oil of oregano (Origanum Vulgare) as an
alternative for possible use as a preservative in described emulsified systems
(dissertation). Salvador: Department of Life Sciences, Bahia State University, 2023;
62p.

Dermatological bases are designed to deliver the most diverse drugs, and in general,
they contain a mixture of lipids and water, which promotes the growth of different
microorganisms. The inclusion of preservatives in the formulation is an essential
factor to guarantee the quality and microbiological stability of the disciplines. In
general, essential oils can be considered as potential natural preservative agents, as
they are known for their antimicrobial, antifungal, antioxidant, antiviral and
antimycotic properties. The objective of this research was to evaluate the
conservative potential of oregano essential oil on a dermatological basis. The study
was conducted with an experimental laboratory design, using oregano essential oll,
carrying out antimicrobial evaluation, dermatological-based pre-formulation study,
stability and shelf tests. Note that the oregano essential oil used was able to inhibit C.
albicans from a concentration of 0.312%; E. coli from 0.625% and S. aureus from
1.25%; and P. aeruginosa < 0.156%. The incorporation of the oil into the base did not
generate significant changes, thus it was concluded that the oregano EO has natural
preservative potential. However, further investigations are possible to determine the
ideal concentrations of oregano EO as an antimicrobial agent and it is essential to
move forward with the testing, allergen and toxicological challenge of these products.
The findings of this research unfold into several possibilities for the development of
an innovative, safe product that can be applied for industrial property in the form of
an invention patent.

Keywords: essential oils; natural preservative; creamy emulsions.
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1 INTRODUGAO

Desde a década de 1970 ja se discutia sobre desenvolvimento sustentavel na
Conferéncia das Nagdes Unidas atrelado a qualidade de vida para as geragbes
atuais e futuras. No decorrer dos anos o interesse dos consumidores por
informacdes acerca da nocividade ou da capacidade de determinados produtos ou
substancias serem prejudiciais a saude humana foi aumentando gradativamente
(FURTADO, 2020). A partir do inicio da década de 2010, percebeu-se um aumento
exponencial da demanda mundial por produtos farmacéuticos ou cosméticos
contendo componentes de origem natural, em virtude de uma maior popularizagéo
de informagdes e conscientizagdo dos consumidores quanto a sustentabilidade.
Deste modo é notavel o impacto no desenvolvimento de novas formulagdes, onde
cada vez mais insumos sintéticos séo substituidos pelos de origem vegetal. Em vista
da extensa diversidade fitoecolégica e de biomas existentes no Brasil, diversas
plantas sao utilizadas como insumos no desenvolvimento de formulacdes,
alcangando resultados de produtos pioneiros e inovadores (SILVA et al., 2019).

A escolha de um veiculo adequado, ou bases para o preparo de formulacoes,
e dos insumos que o compde, € essencial durante o desenvolvimento de produtos
farmacéuticos de uso tépico (medicamentos ou cosméticos). Neste sentido,
diferentes bases dermatolégicas podem ser desenvolvidas, como géis, cremes e
pomadas, com o objetivo de veicular os mais diversos farmacos e ativos. Em geral,
essas bases possuem uma mistura de lipideos, vitaminas, agua e outros
componentes que propiciam o crescimento de diversos micro-organismos. Em
decorréncia disto, a inclusdo de conservantes na formulacdo é um fator
imprescindivel para garantir a qualidade e a estabilidade microbiolégica das
preparagdes, impedindo a proliferagdo microbiana. Had uma grande diversidade de
conservantes utilizados no mercado, mas percebe-se uma tendéncia mundial
crescente do uso de produtos e conservantes naturais e mais seguros (SILVA et al.,
2019; FALLEH et al., 2020; GALO et al, 2022). Todos os conservantes sintéticos
disponiveis no mercado apresentam algum risco de hipersensibilidade, o que
corrobora com a importancia de novos estudos com conservantes naturais (MATOS;
ROSA, 2018). Os parabenos sao conservantes utilizados em grande escala na

manipulagdo, mesmo com efeitos tdxicos conhecidos, como o aumento da linhagem
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celular cancerigena do tecido mamario; o metilparabeno e propilparabeno ainda sao
0os conservantes mais designados, presentes em cerca de 48% de cosméticos e
produtos de higiene pessoal (GALO et al, 2022). Conforme publicado no “Caderno
de Tendéncias 2019-2020”, a busca por produtos com ingredientes de origem
natural € uma tendéncia de comportamento e consumo, que cresce entre 8% e 25%
ao ano no mundo todo (ABIHPEC, 2019). A producdo mundial de 6leos essenciais
foi estimada em 253 mil toneladas em 2021, avaliadas em U$ 10,3 bilhdes e deve
atingir mais de 345 mil toneladas em 2026 (MARKET AND MARKET, 2021).

O presente estudo se justifica pela necessidade de maior produgdo de
conhecimento para a area de medicamentos e cosméticos, visto que os estudos de
conservantes naturais estdo mais focados na area alimenticia e os conservantes
sintéticos disponiveis para bases dermatoldgicas possuem algum risco de
hipersensibilidade (MATOS; ROSA, 2018).

Neste contexto, os 6leos essenciais podem ser considerados como potenciais
agentes conservantes naturais, pois sao conhecidos por suas propriedades
antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes, antivirais e antimicéticas (MATOS;
ROSA, 2018; FALLEH et al., 2020). Entre a espécies mais utilizadas de forma
convencional para fins antissépticos, esta uma planta encontrada em todo o mundo,
Origanum vulgare L. (familia Lamiaceae), popularmente conhecido como orégano
(JANANI et al., 2019); tendo em sua composi¢cdo quimica uma mistura de varios
componentes bioativos, como: carvacrol, terpinoleno, timol, y-terpineno e ortocimeno
(ASENSIO et al., 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial conservante do 6leo essencial (OE) de orégano em

formulagdes semissolidas de uso externo.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antimicrobiana do OE de orégano frente aos principais

contaminantes de formulacdes farmacéuticas;
Definir a concentragao inibitéria minima OE de orégano;

Desenvolver base dermatolégica contendo OE de orégano como conservante

microbiologico;
Avaliar estabilidade fisico-quimica do produto desenvolvido;
Correlacionar a CIM do OE de orégano com uma possivel agdo conservante;

Quantificar o impacto tecnologico do uso de dleos essencial de orégano como

adjuvantes em formulagdes de uso tépico.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 PELE

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, composta por duas camadas, a
epiderme e a derme (figura 1). A camada mais externa é a epiderme, que atua como
uma barreira de protecgao, a fim de impedir a entrada de agentes infecciosos e perda
de agua corporal, tendo uma grande extensdo de exposi¢cdo e absorgdo. Possui
como fungdes a protegao fisica, imunolégica e regulagdo térmica para o corpo,
todavia € uma area com sensibilizagdo de contato e altas possibilidades de irritagao
(HARRIS, 2009; SILVA et al., 2020; GALO et al., 2022).

Figura 1 — Estrutura da pele e suas camadas

Estrato corneo

Estrato licido
Estrato granuloso

Terminagéo de
nervo sensitivo

Célula de Langerhans
Estrato espinhoso

Camada de células basais — Melandcito

Ducto écrino Célula de Merkel

Membrana basal

Crista epidérmica

Papila dérmica

Epiderme —
Musculo eretor do pelo
Penme — Glandula sebacea

Glandula écrina

Camada_| 1= | ; Veia

subcuténea = -— i
Artéria
i . Gordura
Foliculo piloso Tecido conectivo
Corpusculo de Meissner Corplsculo de Pacini Fibra nervosa sensitiva

Fonte: BOHJANEN, 2014
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A epiderme, composta por queratinécitos, atua como sua principal barreira de
protecdo. A penetracao de produtos pode ocorrer de duas maneiras, dependendo de
suas propriedades fisico-quimicas: por meio da via transdérmica ou da via
transanexal. Na primeira, o produto pode passar entre as células (intercelular) ou
através delas (transcelular), sendo um processo mais lento devido a espessura do
estrato cérneo. A via transanexal envolve a penetragado pelos foliculos pilosos ou
pelas glandulas sebaceas, sendo mais rapida devido a menor resisténcia encontrada
pelo produto. Uma vez atravessada a epiderme, o produto precisa se difundir pela
derme, a camada mais profunda e menos vascularizada da pele, onde estao os
fibroblastos, colageno e elastina. Por fim, os componentes sdo absorvidos pela
hipoderme, o tecido subcutaneo que contém vasos sanguineos e linfaticos,
responsaveis por transporta-lo pela circulacdo sistémica até os demais 6rgéos
(HARRIS, 2009).

O pH desempenha um papel fundamental na protecdo da pele. Na maior
parte do rosto e do corpo, a faixa de pH ideal da pele situa-se entre 4,7 e 5,75. Para
manter a saude da pele, € importante que os produtos dérmicos tenham um pH que
se assemelhe ao dessa faixa. O pH neutro € 7, o mesmo pH da agua pura. Qualquer
valor abaixo desse € considerado acido, enquanto valores acima sao alcalinos. O pH
natural da pele é levemente acido, o que é crucial para a sua protecédo (HARRIS,
2009; BOHJANEN, 2014; GALO et al., 2022).

3.2 BASES DERMATOLOGICAS

O Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira apresenta diversos
exemplos de formulas de bases para o preparo de formulagcdes farmacéuticas que
sdo usadas como ponto de partida para o desenvolvimento de novos produtos,
sendo feitos pequenos ajustes de acordo com a compatibilidade entre os
componentes ou disponibilidade do insumo no laboratério ou no mercado. Essas
bases para uso dermatolégico sdo de natureza liquida ou semissélida e tém a
fungdo de incorporar e veicular diversas substancias ativas. As bases semissolidas
abrangem férmulas de cremes, géis, pastas, pomadas, logdes, xampus, que a partir
de suas aplicagdes na pele desempenham o papel de acgéo local ou penetragao

percutanea de medicamentos, além disso, proteger, amaciar e suavizar a pele. Os
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principais constituintes de sistemas emulsionados sdo: ceras autoemulsionantes,

emolientes, conservantes e agua purificada (BRASIL, 2012).

Conforme definido na 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira:

Emulsao é a forma farmacéutica liquida de um ou mais principios ativos que
consiste de um sistema de duas fases com pelo menos dois liquidos
imisciveis e no qual um dos liquidos é disperso na forma de pequenas gotas
(fase interna ou dispersa) no outro liquido (fase externa ou continua).
Normalmente é estabilizada por meio de um ou mais agentes
emulsificantes. E o creme é a forma farmacéutica semissélida que consiste
de uma emulsdo, contém um ou mais principios ativos dissolvidos ou
dispersos em uma base apropriada e é utilizada, normalmente, para
aplicagdo externa na pele ou nas membranas mucosas (BRASIL, 2019,

p.16).

3.3 ESTABILIDADE BIOLOGICA DE BASES DERMATOLOGICAS

O desenvolvimento microbiolégico ocorre em produtos ndo estéreis e com alto
teor de agua, como solugcdes e emulsdes. A estabilidade microbiolégica de um
produto é considerada quando ha esterilidade ou resisténcia ao crescimento
microbiano de acordo com os requisitos especificados nas literaturas cientificas
(BRASIL, 2012).

A legislacéo brasileira estabelece para formulagdes de uso farmacéutico a
auséncia de microrganismos como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e coliformes totais e fecais conforme descrito na Tabela
1 (MATOS; ROSA, 2018; BRASIL, 2022).
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Tabela 1. Limites microbianos para produtos farmacéuticos.

Produtos Contagem total Pesquisa de patégenos
de bactérias

aerobias

“TIPO I” ndao mais que 10> UFC/g | Auséncia de: Pseudomonas

ou ml, sendo o limite | aeruginosa em 1g ou 1ml; de

a) produtos para uso
)P P maximo igual a 5 x 102 | Staphylococcus aureus em 1g ou 1ml;

infanti UFC/g ou ml; e de Coliformes totais e fecais em 1g
ou 1ml.
b) produtos para area
dos olhos; e
c) produtos que entram
em contato com
mucosas.
“TiPO II” nao mais que 10°® UFC/g | Auséncia de: Pseudomonas
ou ml, sendo o limite | aeruginosa em 1g ou 1ml; de
Demais produtos

maximo igual a 5 x 10% | Staphylococcus aureus em 1g ou 1ml;

cosméticos suscetiveis
UFC/g ou ml; e de Coliformes totais e fecais em 1g

a contaminacgao
ou 1ml.

microbiolégica.

Fonte: Adaptado de Brasil (2022)

3.4 CONSERVANTES

Conservantes antimicrobianos s&o aditivos que retardam ou inibem o
desenvolvimento de microrganismos prejudiciais a saude humana. A inclusdo de
conservantes as formulagdes farmacéuticas nao estéreis e com alto teor de agua é
indispensavel para estabilizar ou inibir o crescimento de microrganismos, tendo
como objetivo constituir atividade conservante durante a vida util do produto nas
condicbes de armazenamento adequadas (MATOS; ROSA, 2018; SILVA et al.,
2019; SILVA et al., 2020).

O estudo realizado por Galo e colaboradores (2022), apresentou
caracteristicas gerais de diferentes conservantes microbianos naturais e sintéticos,

qgue agem contra bactérias e fungos, utilizados em industrias e farmacias magistrais,
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dentre eles: acido benzoico, acido soérbico, clorocresol, fenoxietanol, parabenos e

triclosan (Figura 2).

Figura 2 — Estruturas quimicas dos principais agentes conservantes usados em produtos
farmacéuticos: a) acido benzodico; b) acido soérbico; c) clorocresol; d) fenoxietanol; e)

metilparabeno; f) propilparabeno, e; g) triclosan.
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O acido benzoico (Figura 2-a) € um acido carboxilico aromatico
espontaneamente presente em tecidos vegetais e animais que também pode ser
produzido por microrganismos; amplamente utilizado como agente bactericida e
antifungico em alimentos, cosméticos, produtos de higiene, dentre outros, e foi um
dos primeiros conservantes autorizados pelo FDA, sao utilizados em pHs abaixo de
4,2; embora nao sejam prejudiciais a saude humana, ha relatos que proporcionam

alguns efeitos indesejados como a irritabilidade da pele e os olhos (GALO, 2022).

O acido sorbico (Figura 2-b) é muito utilizado como conservante alimentar, de
origem vegetal, possui a habilidade de inibir ou retardar o desenvolvimento de
leveduras, bolores e bactérias; é considerado seguro quando em comparagao a

outros compostos e € mais eficaz quando o pH do meio € mais acido (GALO, 2022).

O clorocresol (Figura 2-c) é um fenol clorado, obtido através da cloragéo do
m-cresol, eficaz contra bactérias (gram-positivas e gram-negativas), bolores e
leveduras, levemente soluvel em agua, possui odor dificil de mascarar, é eficaz em
pH acido, tem atividade basica na parede celular, seu mecanismo de agao envolve a

ruptura e permeabilidade geral da membrana citoplasmatica (GALO, 2022).

O fenoxietanol (Figura 2-d) € um glicol éter, proveniente naturalmente do cha
verde, também pode ser produzido sinteticamente através do processo do fenol
combinado com o 6xido de etileno, tem amplo espectro de acao bactericida e baixa
sensibilidade dérmica, € considerado seguro por nao possuir potencial de
estimulagdo de estrogénio como nos demais conservantes, entretanto, ha relatos
atipicos de efeitos adversos, como urticaria. Este composto fendlico promove a
ruptura da membrana celular dos microrganismos pela solubilizagdo de lipideos,
através da desnaturagdo protéica, em que esteja mais permeavel em relagdo aos
ions de potassio ou atua na inibigao da sintese do DNA e RNA (GALO, 2022).

Os parabenos (Figuras 2-e e 2-f) sdo conservantes de amplo espectro
microbiano, possuem elevada compatibilidade com diversas matérias-primas, baixo
custo e sdo relativamente seguros, em fungdo disso sdo os conservantes mais
utilizados pelo mercado. Contudo, apresentam acgao estrogénica, podendo gerar o
aumento da linhagem celular cancerigena do tecido mamario. O mecanismo de agéo
conservante dos parabenos € complexo e ainda ndo € totalmente conhecido, sabe-

se que possuem atuacao sobre a sintese de DNA ou RNA, ou sobre os mecanismos



23

de transporte pelas membranas; possui efetividade em uma ampla escala de pH,
tendo melhor atividade em pH acido (FERNANDES et al., 2013; GALO et al., 2022).

O triclosan (Figura 2-g), popularmente conhecido como igarsan, age contra
bactérias gram positivas e gram negativas, além de alguns fungos. Abundantemente
empregado em produtos como sabonetes, produtos de cuidados pessoais, xampus,
produtos veterinarios e domésticos, sua agcdo em altas concentracdes causa danos
as membranas das células bacterianas, interrompendo a sintese de proteinas e
lipideos; em baixas concentracbes permeam a parede celular bacteriana, tendo
como alvo os citoplasmas e a membrana, incluindo sintese de RNA e producgao de
macromoléculas. A utilizagdo do triclosan pode gerar disturbios enddcrinos,
ademais, pesquisas ja apontaram um acumulo no organismo e alta absorgdo pelo
corpo humano, com achados desse conservante na urina, plasma e leite materno
(FORMIGA et al., 2022; GALO et al., 2022).

A fim de minimizar os efeitos adversos e riscos de hipersensibilidade da pele
com o uso de formulagdes dermatolégicas, muitos estudos estdo direcionados a
reduzir ou até mesmo substituir os conservantes tradicionais sintéticos por
conservantes de origem natural (MATOS; ROSA, 2018; SILVA et al., 2019; SILVA et
al., 2020).

3.5 OLEOS ESSENCIAIS

OE correspondem a menos do que 5% da matéria seca vegetal, no entanto
possuem altas concentragbes de ativos. S&do produtos volateis, geralmente liquidos
e incolores a temperatura ambiente. Quimicamente, OE sdo uma mistura de varios
componentes quimicos bioativos, como terpenos, terpendides e fendlicos, possuindo
propriedades antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes, antivirais, antimicéticas,

antiparasitarias e inseticidas (FALLEH et al., 2020).

Pela grande variabilidade de seus compostos quimicos, os mecanismos de
acao dos OE ainda nado estdo formalmente instituidos. Todavia, considera-se que
nao seja atribuido a um unico mecanismo, pois € provavel que que esteja

relacionado a diversos alvos da célula bacteriana, visto que a
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hidrofobicidade/lipofilicidade dos OE permite que eles permeiem pela membrana
citoplasmatica da célula, mitocéndrias, camadas de acidos graxos, polissacarideos e
fosfolipidios, além da capacidade de desintegrar a parede celular bacteriana e
demais estruturas. Estudos demonstram que os OE ricos em compostos fendlicos
como timol, carvacrol ou eugenol exibem maior atividade antibacteriana contra
patdbgenos de origem alimentar. Esses terpenofendis tém como alvo as proteinas
amina e grupos hidroxilamina na membrana bacteriana para modificar sua
permeabilidade levando a morte da bactéria. Evidéncias corroboram que os
componentes em menores quantidades, como o p-cimeno, possuem um papel
importante na eficiéncia antimicrobiana dos OE, possivelmente por exibir um efeito

sinérgico com os outros componentes quimicos (FALLEH et al., 2020).

3.5.1 Oleo essencial de orégano

A espécie Origanum vulgare L. (figura 3), popularmente conhecida como
orégano, € uma herbacea perene, aromatica, ereta, de hastes algumas vezes
arroxeadas, medindo até 90 cm de altura, com folhas simples, esparso-pubescentes,
de 1-2 cm de comprimento. Flores esbranquicadas, réseas ou violaceas, dispostas
em glomérulos e reunidos em inflorescéncias paniculadas terminais. Apresenta
determinadas exigéncias climaticas, produzindo melhor qualidade da planta em
invernos secos e ensolarados. No Brasil, a maior parte do orégano comercializado é
importado, porém, ha cultivo da espécie principalmente nas regides sul e sudeste do
pais (FERNANDEZ et al.,2020).

Desde o século VIl a.C. as folhas do orégano sdo utilizadas como erva para
condimentar e aromatizar alimentos, existem relatos antigos de uso como
conservante de alimentos de origem animal, controlador de microrganismos e
endoparasitas e como promotor de crescimento em animais de fazenda (LIAQAT et
al., 2021). O orégano € uma planta aromatica com ampla distribuicdo no mundo; o
OE de orégano possui uma mistura complexa de compostos, sua composi¢ao inclui
terpenos, geralmente mono e sesquiterpenos. Os principais terpenos identificados

nas diferentes espécies de orégano sao carvacrol, timol, y-terpineno e p-cimeno.
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Terpinen-4-ol, linalol, y-mirceno, hidrato de trans-sabineno e y-cariofileno também
estdo presentes (LUO et al., 2022).

Figura 3 — Ramo fresco de orégano (Origanum Vulgare L.)

Fonte: UNIRIO, 2017

Distintas atividades do OE de orégano ja sao conhecidas, como
antimicrobiana, antitumoral, antimutagénica, analgésica, antiespasmaddica,
antiparasitaria e antiplaquetaria (MOGHROVYAN et al., 2020). Deste modo, o
orégano é uma respeitavel fonte de metabdlitos secundarios naturais, de grande
importadncia para a industria farmacéutica, alimenticia e cosmética. Apesar da
grande quantidade de dados sobre a composi¢ao quimica do OE de orégano,
verificou-se que a averiguagdo da composigdo e as propriedades biolégicas ainda
nao foram totalmente exploradas, visto que dados da literatura relatam composicao
diferenciada de acordo com a regido cultivada; o OE destilado de orégano turco, tem
como componentes principais, timol (58,3%) e carvacrol (16,1 - 63,97%), da Grécia -
carvacrol (88,7 %), da China - y-citronelol (85,3 %), da Jordania - hidrato de trans-
sabineno (27,2 %), da Bulgaria - espatulenol (20,7%), do Brasil - tripineno (30,5%)
(MOGHROVYAN et al., 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido com um delineamento de uma revisao tedrica e um
experimento laboratorial, utilizando 6leos essenciais, realizando o estudo formulagéo
de bases dermatoldgicas, avaliando a atividade antimicrobiana do OE de orégano,

incorporando o OE na base e testando a estabilidade fisico-quimico deste produto.

4.1 PROSPECCAO TEORICA

Foi realizada uma busca sobre os principais microrganismos contaminantes
de formulagdes de uso topico e as atividades do 6leo essencial de orégano descritas
nas bases de dados cientificas como: Capes periddicos, Scielo e Pubmed. Ademais,
foi feito um levantamento de dados sobre as tecnologias patenteadas a fim de
identificar o impacto econémico e tecnolégico do uso de Oleos essenciais como

adjuvantes em formulagdes de uso tépico.

4.1.1 Revisao integrativa

Foi conduzida uma revisdo integrativa abrangendo diversas abordagens
metodoldgicas, no recorte temporal de 2016 a 2022; utilizando os descritores:
"Antimicrobial activity" and "Oregano essential oil" indexados nas bases de dados
Pubmed e Scielo até junho de 2022.

4.1.2 Prospecc¢ao de patentes

A prospeccao foi executada utilizando os pedidos de patentes registrados na
European Patent Office (EPO) e no banco de dados do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial do Brasil (INPI) durante um periodo de dois anos, que
abrangeu de julho de 2020 a junho de 2022. As palavras chaves e os termos
utilizados foram: "essential oil" AND (cosmetic OR "pharmaceutical product” OR
"galenic base" OR emulsion) AND (preservative OR "antimicrobial preservative")

NOT (packing OR package OR packaging), sendo utilizados operadores légicos para
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a obtencdo de diferentes resultados (“AND”, para caracteristicas exigidas; “OR”,
para sindbnimos ou palavras de sentidos semelhantes, e; “NOT”, para exclusao de
palavras). Dessa forma, pretendeu-se ter como resultados patentes relacionadas ao
uso de dleos essenciais com finalidade conservante em produtos farmacéuticos de

uso topico, mas nao relacionadas a embalagem ou armazenamento.

4.2 AMOSTRAS

Foram utilizadas trés amostras de Oleo essencial de orégano, de fabricantes
distintos, identificadas como OEO-A, OEO-B e OEO-C. Foram solicitados por e-mail
os cromatogramas dos referidos OE as trés empresas, recebemos retorno com o0s
certificados de analise quimica do OEO-B (Anexo A); o fabricante do OEO-C nao
retornou aos nossos contatos quanto a cromatografia e a do OEO-A retornou os

contatos informando que ainda estava em processo de analise.

4.3 ESTUDO DE FORMULACAO

Para a formulagéo da base dermatoldgica, foram adotadas as recomendagdes
da Farmacopeia Brasileira (6% edigdo), do Formulario Nacional da Farmacopéia
Brasileira, do Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos, do Guia de Controle de
Qualidade e avaliagdo de seguranga de Produtos Cosméticos e seguindo as Boas
Praticas de Fabricagao conforme a RDC n° 67/2007 (MATOS; ROSA, 2018; BRASIL,
2004; BRASIL, 2012; BRASIL, 2019). A base utilizada foi o creme base nao-ibnico
baseado em adaptacdes de formulagdes descritas no Formulario Nacional da
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012), a selecédo desta base é fundamentada pela
caracteristica ndo-idnica possuir maior compatibilidade com a maioria dos ativos.

A formulagdo do creme base nao-ibnico foi elaborada conforme a descri¢do
apresentada na Tabela 2; sendo utilizado o método a quente em face da base
emulsionante selecionada. A etapa da fase oleosa foi conduzida a 75°C, enquanto a
fase aquosa foi aquecida a 80°C. A fase aquosa foi entdo combinada com a fase
oleosa sob agitagdo, sendo essa agitagdo mantida até que o sistema resfriasse a

aproximadamente 40°C. Nesse ponto, a fase complementar foi introduzida. A
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agitacdo foi mantida até que a mistura alcangasse a temperatura ambiente.
Inicialmente, duas formulagdes de creme foram preparadas: uma com conservantes
(0,5% de parabenos) e outra sem conservantes. A partir da formulagdo sem
conservantes, incorporaram-se o OE de orégano em concentragcdes conforme a
CIM, CIM -50% e CIM +50% até completa homogeneizagdo. Os cremes foram
acondicionados em recipientes de vidro de 40g.

As formulagbes, ajustadas as concentragdes correspondentes a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), metade da CIM (CIM -50%) e 50% acima da
CIM (CIM +50%) do dleo essencial de orégano, foram designadas como A2, A1 e
A3, respectivamente. Além disso, a formulagdo contendo parabenos foi designada
como creme de controle positivo (A4), enquanto a formulagdo sem conservantes foi
designada como creme de controle negativo (A5). Os componentes e suas

concentracdes nas formulacdes estdo detalhados na Tabela 6 dos resultados.

Tabela 2. Formula do creme base nao-ionico.

Componentes Concentragao (%, m/m)

Fase aquosa

EDTA dissddico 0,05 %
Agua g.s.p 100 %
Fase oleosa

Miristrato de isopropila 6,00 %
Cera autoemulsionante nao-idnica 14,00 %
Butilidroxitolueno (BHT) 0,05 %

Fase complementar

Conservante A definir

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2012.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio da determinagdo da
Concentragédo Inibitéria Minima (CIM), utilizando a técnica de microdiluicdo em
placas de 48 pocos. As etapas procedimentais dessa avaliagao foram apresentadas

em ordem cronolégica no Artigo 2 (item 5.3.2).
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4.5 TESTES DE ESTABILIDADE DA FORMULACAO

As formulagdes testes e seus controles foram submetidos ao teste de
Estabilidade Normal. Os parametros avaliados para ambos foram recomendados
pela ANVISA: caracteristicas organolépticas (aspecto, cor e odor) e caracteristicas
fisico-quimicas (pH) (BRASIL,2004).

Para os testes de Estabilidade Normal as amostras da formulagdo foram
submetidas a avaliacbes sob condicbes normais de armazenamento, a 25°C,
incubadas em estufa e em geladeira; a fim de identificar algum tipo de alteragdo no
produto por altas ou baixas temperaturas. Esse teste tem como objetivo coletar
dados para prever se o produto se mantera estavel durante o periodo de analise, o
que ajuda a determinar sua durabilidade, prazo de validade e interacdo com a
embalagem utilizada. Inicialmente, as amostras foram analisadas nos momentos 0,
7, 15, 30 e 60 dias (BRASIL, 2004).

4.5.1 Avaliagcao das Caracteristicas Organolépticas

4.5.1.1 Aspecto

As amostras foram analisadas visualmente para detectar alteragcdes
macroscopicas, como turvagao, separagao de fases ou precipitacdo. O aspecto das
amostras foi descrito como fluido ou viscoso, homogéneo ou heterogéneo,

transparente ou opaco. As amostras foram classificadas em trés categorias:
Normal: Sem alteragdes
Leve: Alteracdes sutis, como separacao de fases e/ou turvagao

Grave: Alteragdes significativas, como separagao de fases e/ou precipitagao



30

451.2 Cor

A cor da amostra foi comparada com a cor de um padrao armazenado em um
frasco da mesma especificagdo sob luz natural (BRASIL, 2010). A amostra foi

classificada em quatro categorias:
Normal: Sem alteragdes
Leve: Alteracdes sutis, como mudanga de tonalidade e/ou intensidade

Modificada: Alteracbes significativas, como mudanca de tonalidade e/ou
intensidade

Intensamente modificada: Alteracbes graves, como mudanga de tonalidade,

intensidade e/ou presenga de manchas

4.5.1.3 Odor

As amostras e os padrdes de referéncia foram comparados pelo olfato, apds
serem acondicionados no mesmo material de embalagem (BRASIL, 2010). As
amostras foram classificadas em cinco categorias, de acordo com as alteragdes

observadas no odor:
Normal: Sem alteragdes
Leve: Alteragdes sutis, como mudancga de intensidade
Modificada: Alteragdes significativas, como mudancga de intensidade

Intensamente modificada: Alteragdes graves, como mudancga de intensidade e/ou

presenca de outros odores
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4.5.2 Avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas

4.5.2.1 Determinacao do valor de pH

A determinagao foi por meio das tiras de pH universais ou papel indicador
tornassol, essa técnica utiliza o tornassol, uma substancia na qual as tiras de papel
sdo imersas. Apos secagem, essas tiras podem revelar as mudangas no pH da
substancia. Cada numero presente na tira corresponde a uma escala de pH, cujas
descricoes estdo detalhadas na embalagem do produto (BRASIL, 2010).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As informacgdes foram submetidas a uma analise estatistica descritiva simples
e foram apresentadas por meio de graficos e tabelas utilizando os programas
Microsoft Excel® e Word®.



32

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo estdo parcialmente expostos por meio de
manuscritos. Deste modo, o item 5.1 traz os resultados preliminares da prospec¢ao
de patentes, posteriormente esses resultados serao escritos em formato de artigo e
submetido ao Journal of Medical and Biological Sciences. O item 5.2 é uma revisao
integrativa escrita sob a forma de artigo cientifico abordando a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de éregano e sera submetido ao Brazilian Journal
of Pharmaceutical Sciences. O item 5.3 € um artigo que apresenta o estudo pratico
da atividade antimicrobiana do 6leo essencial de orégano e foi submetido a Revista
Scientia Plena (Qualis A4). As referéncias citadas nestes resultados, encontram-se

listadas na lista geral de referéncias, a fim de evitar repeticoes.

5.1 RESULTADOS PRELIMINARES DA PROSPECGAO DE PATENTES

Foram encontrados 1105 depésitos de patentes na base EPO com a busca
"essential oil" AND (cosmetic OR "pharmaceutical product” OR "galenic base" OR
emulsion) AND (preservative OR "antimicrobial preservative") NOT (packing OR
package OR packaging), na base INPl nenhuma patente foi encontrada. Ao se
avaliar o numero de documentos depositados por pais (Figura 4), percebe-se um
maior numero de depdsitos por paises asiaticos, liderado pela China com 30,4% do
total mundial, seguido da Coréia com 27,3% e Japao com 10,0%. Os Estados
Unidos foram responsaveis por 23,3% dos depdsitos, enquanto ndo foi encontrada

nenhuma patente depositada pelo Brasil.

Com a finalidade de ter maior especificidade na busca, foi realizada uma nova
pesquisa com os termos gerais da busca e incluindo a palavra “orégano” em inglés
nas palavras-chaves da pesquisa, o numero de resultados reduziu para cinco
documentos. Entretanto, nenhum destes apresentava o OE de orégano com a

funcao de conservante.
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Figura 4 — Resultados da prospeccao de patentes depositadas no EPO entre o periodo de

julho/2020 a junho/2022, por pais, de acordo com os critérios de busca previamente definidos.
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Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Das cinco patentes depositadas, apenas uma utiliza especificamente o OE de
orégano, contudo ndo esta relacionada a atividade conservante, pois trata-se de
uma composicao cosmética especifica para o couro cabeludo tendo o dleo de
orégano como ingrediente ativo para acdo calmante, anti-inflamatéria e tratamento
de caspa (HYUN, 2020); as demais nao utilizam a espécie estudada nesta pesquisa,
sendo relacionadas a composi¢cdes cosmeéticas e produtos cosméticos isentos ou
substancialmente isentos de silicones sintéticos, utilizando extrato de bambu
(ELIZABETH, 2022); composicdo cosmética ou dermatologica e seu método de
preparagao e aplicacdo, composta de diversos aditivos n&o incluindo o orégano
(ZHENFANG, 2021); composigdes envolvendo um ou mais compostos
organofosforados ou organossulfurados para tratar contaminantes em uma
composi¢ao liquida ou liquida, para matar, prevenir e/ou inibir o crescimento de
microrganismos (BURZELL, 2021); e por fim formulagbes de produtos a base de

seda e métodos relacionados de preparagao (SCOTT, et al. 2021).
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5.2 ARTIGO 1: Atividade Antimicrobiana do 6leo essencial de Oregano: uma reviséo

integrativa.

5.2.1 Introducao

Ha uma tendéncia mundial crescente do uso de produtos e conservantes
naturais e mais seguros. Oleos essenciais (OE) sdo potenciais agentes
conservantes naturais, pois sdo metabdlitos secundarios sintetizados por plantas
aromaticas e medicinais, que correspondem a menos do que 5% da matéria seca
vegetal, no entanto possuem altas concentragdo de ativos. S&o produtos volateis,
geralmente liquidos e incolores a temperatura ambiente. Quimicamente, OE sao
uma mistura de varios componentes quimicos bioativos, como terpenos, terpendides
e fendlicos, possuindo propriedades antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes,
antivirais, antimicoticas, antiparasitarias e inseticidas (FALLEH et al., 2020). A
producdo mundial de 6leos essenciais esta estimada em 253 mil toneladas em 2021,
avaliadas em U$ 10,3 bilhdes e deve atingir mais de 345 mil toneladas em 2026
(MARKET AND MARKET, 2021).

A espécie Origanum wvulgare L. (familia Lamiaceae ), popularmente
conhecido como orégano, € uma planta encontrada em todo o mundo, que tem sido
usada de forma convencional para fins antissépticos (JANANI et al., 2019). A
composi¢cao quimica do OE de O. vulgare ¢ uma mistura de varios componentes
quimicos bioativos, como: terpinoleno, timol, y-terpineno e ortocimeno (ASENSIO et
al., 2020).

O presente estudo teve por objetivo discutir a atividade antimicrobiana do 6leo

essencial de orégano frente a diferentes microrganismos.
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5.2.2 Materiais e métodos

Trata-se de uma revisédo integrativa, a qual permite incluir estudos com
diferentes abordagens metodoldgicas, no recorte temporal de 2016 a 2022. Os
descritores utilizados para a busca nas bases de dados foram: "Antimicrobial
activity" and "Oregano essential oil". O critério para selegdo e inclusdo das
publicacdes foi descrever estudos experimentais que avaliassem a atividade
antimicrobiana relacionada a 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare L.); em
publicagdes indexadas nas bases de dados Pubmed e Scielo até junho de 2022.
Foram excluidas as publicagdes que constituiam uma revisao da literatura ou que

testaram OE de outra espécie concomitantemente.

5.2.3 Resultados e discussao

A pesquisa no banco de dados eletrénico Pubmed identificou 40 estudos e no
banco Scielo foram identificados 5 estudos, sem duplicatas. Apds a leitura do titulo e
do resumo, foram excluidas 29 publicagdes que nao estavam inseridas nos critérios
de inclusédo, permanecendo 16 para leitura completa. Em seguida foram excluidos
aqueles que nao identificaram os microrganismos estudados ou que utilizaram
outros componentes sinergicamente, ficando assim, 12 estudos, que atenderam os

critérios de inclusado, conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 5: Fluxograma para sele¢ao dos estudos

Numero de estudos identificados nas bases Pubmed: 40 artigos
de dados n=45 Scielo: 5 artigos
\ )
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NUmero de estudos selecionados apds leitura resumo que ndo atenderam aos
de titulo e resumo n=16 objetivos n=29

Estudos excluidos por ndo
identificarem os microrganismos
v estudados ou que utilizaram
outras componentes
sinergicamente n=4
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A Tabela 3 exibe os 12 estudos que atenderam aos critérios de inclusao,

fornecendo detalhes sobre os autores, objetivos e os microrganismos nos quais o

Oleo Essencial de orégano demonstrou atividade antimicrobiana.

Tabela 3. Estudos envolvendo avaliagao de atividade antimicrobiana do OE de Orégano

Autor/ano Objetivo Microrganismos que o OE
apresentou atividade
antimicrobiana
Avaliar a agédo antimicrobiana (bactericida e
Araujo; bacteriostatica) do 6leo essencial comercial de O. L .
. . Escherichia coli e Staphylococcus
Longo. vulgare sobre cepas de Escherichia coli e aureus
(2016) Staphylococcus aureus, bactérias envolvidas em ’
toxinfecgbes alimentares.
Hac- Avaliar a atividade antioxidante e antibacteriana Pseudomonas spp.,
Szymanczu de preparagdes de orégano (Origanum vulgare Bactérias laticas, Brochothrix
k et al. L.) em carne de frango, armazenada em thermosphacta,
(2018) condigbes de congelamento. Enterobacteriaceae.
Determinar a composi¢ao quimica do éleo
Janani et al. essencial de orégano, concentragao inibitéria Enterococcus faecalis
(2019) minima (CIM) e avaliar sua eficiéncia
antimicrobiana contra Enterococcus faecalis .
Avaliar a eficacia do 6leo essencial de orégano
incorporado em filmes comestiveis de alginato de
Pavli et al. s6dio quando aplicado em presunto fatiado Listeria monocytogenes
(2019) inoculado com um coquetel de cepas de Listeria
monocytogenes, com ou sem pré-tratamento por
processamento de alta pressao (HPP).
Listeria monocytogenes,
Rostro- . ~ .
. Caracterizar fragdes separadas de 6leo por Staphylococcus aureus,
Alanis et al. L : A . ~ , .
(2019) destilacéo fracionada a vacuo a baixa presséo. Sa/mone/la typhi e Candida
albicans.
Estudar a estabilidade e caracterizar as
Asensio et propriedades reoldgicas de uma nanoemulséo Staphylococcus aureus, Listeria
al. (2020) estavel com OE de orégano; determinar a monocytogenes Scott, Pseudomo
atividade antimicrobiana contra patégenos nas aeruginosa e Escherichia
alimentares; e avaliar os efeitos inibidores de coli.
sensor de quorum de OE em nanoemulsoes.
Staphylococcus aureus, Bacillus
Badekova Formular um novo gel dental anticarie Origanum  subtilis, Candida
et al. (2020) wulgare com alta atividade antimicrobiana. albicans, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa.
Investigar a |nﬂuenC|'a' d.o orfagar.wo OE na inibigao Salmonella Enteritidis, Listeria
Carvalho et  de Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes monocytogenes e Staphylococcus
al. (2020) e Staphylococcus aureus em uma mistura interna

de “Alheira”; durante o armazenamento.

aureus.

(continua na proxima pagina)
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Tabela 3. Estudos envolvendo avaliagido de atividade antimicrobiana do éleo essencial de
Orégano (continuagao).

Avaliar se a celulose impregnada com éleo
essencial de orégano natural poderia apresentar
Nagmetova atividade antibacteriana contra cepas
et al. (2020) de Cronobacter, que podem ocorrer em
alimentos, causando doengas e intoxicagdes
alimentares.

Cronobacter

Avaliar o efeito antimicrobiano do 6leo essencial de
orégano regido de Junin (Peru) contra Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus.

Pérez et al.
(2020)

Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus

Produzir nanoemulséo estavel de d6leo essencial
Enayatifard  de orégano e examinar sua acao protetora contra  Staphylococcus aureus, Candida
et al. (2021) alguns microrganismos contaminantes de albicans e Aspergillus niger.
alimentos selecionados.

Investigar o efeito inibitdrio e a atividade
germicida do 6leo essencial de orégano sobre V.  Vibrio vulnificus
vulnificus e seu possivel mecanismo de inibi¢éo.

Luo K et al.
(2022)

Fonte: Dados da pesquisa (2022).

As propriedades bioldgicas dos OE estdo correlacionadas diretamente com a
composi¢cao quimica, os efeitos antimicrobianos estao relacionados a compostos
fendlicos, hidrocarbonetos monoterpenos, monoterpenos totais e sesquiterpenos.
Tanto bactérias gram-positivas, quanto as bactérias gram-negativas demostraram
sensibilidade ao 6leo essencial de orégano. O timol atua como um transportador
transmembrana de cations monovalentes, deixando seu préton hidroxila por outro
ion. O cimeno atua sinergicamente, expandindo a membrana. O terpineol possui um
grupo hidroxila, mas néo possui alta atividade antimicrobiana, possivelmente devido
a caréncia de sistema eletrénico deslocado de ligagdes duplas. Os componentes de
um OE tem maior atividade antimicrobiana atuando sinergicamente, do que os
componentes principais agindo isoladamente (ASENSIO et al.,, 2020). Hac-
Szymanczuk e colaboradores (2018) concluiram que a atividade antimicrobiana do
O0leo de orégano esta associada a presenga dos compostos: carvacrol, canfora,

linalol, R (+) limoneno, 1,4-cineol e y- terpineno.

Em sua pesquisa, Janani e colaboradores (2019) demonstraram que o 6leo
essencial de orégano é composto por carvacrol (41,2%), y-terpineno (12,68%), p-
cimeno (9,47%), a-terpineno (1,19%) como os compostos principais e B-cariofileno
(0,83%), B-linalol (0,67%), B-bisaboleno (0,601%), a-pineno (0,6%), B-pineno (0,5%),
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terpinen-4-ol (0,41%), borneol (0,4%), 3-tujeno (0,4%), espatulenol (0,4%),
miristicina (0,25%) e apiol (0,14%). Os resultados da avaliagdo microbioldgica
demonstraram atividade antimicrobiana contra E. Faecalis com MIC de 25 yg mL™" e

a concentragdo bacteriana minima (CBM) de 50 ug mL™".

Araujo e Longo (2016) avaliaram a capacidade de inibicdo do crescimento e
viabilidade para E. coli. Eles observaram que o OE de O. vulgare demonstrou poder
de inibicdo de crescimento e viabilidade para E. coli com concentragado inibitoria
minima (CIM) de 6,25 uyg mL™" e para S. aureus com CIM de 12,5 ug mL"". Contudo,
novos estudos sdo necessarios para que sejam determinadas as concentragdes
ideais do orégano como antimicrobiano natural, considerando os fatores que

influenciam sua composigao e a quantidade e qualidade dos compostos ativos.

Quanto a concentragao, o OE de orégano a 4% demonstrou a maior atividade
antimicrobiana contra Salmonella  Enteritidis, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus, entretanto as concentragées mais baixas usadas (0,195% e
0,0975%) resultaram em redugdo de crescimento microbiolégico apenas para L.
Monocytogenes, apos 21 dias de armazenamento. Ademais, a concentragao de
0,195% apresentou um impacto negativo na aceitagdo do consumidor, por

alteragdes sensoriais desagradaveis (CARVALHO et al., 2019).

Diversos estudos avaliaram a acado antimicrobiana do OE em nanoemulsdées,
verificou-se que a atragdo eletrostatica aprimora a combinagdo com cargas na
superficie do patégeno; ao ter contato com as nanoemulsdes, 0s microrganismos
liberam parte de seu conteudo interior resultando em morte celular. ortanto, a
emulsificacdo aumenta a dispersibilidade do OE em solucdo aquosa e sua
estabilidade fisico-quimica, aumentando sua atividade antimicrobiana (ASENSIO et
al., 2020; ENAYATIFARD et al., 2021). Um emulsificante incluido na formulagao
final, na forma de nanoemulsdo do OE de Orégano Vulgare apresentou atividade
significativa contra S. aureus , C. albicans e A. Niger; dessa forma, foi considerado
agentes antimicrobianos com grande potencial de uso em industrias alimenticias
como conservantes de alimentos, pois nanoemulsdes tratam-se de um sistema de
entrega capaz de garantir uma menor concentracdo de compostos antimicrobianos,
como Oleos essenciais na fase aquosa (ENAYATIFARD et al., 2021). Assim como, a
aplicacdo combinada de filmes comestiveis e OE nas fatias de presunto, levou a

uma reducgéo significativa ou auséncia do patégeno (PAVLI et al., 2019).
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Em um estudo realizado por Nagmetova e colaboradores (2020), concluiu que
a celulose bacteriana impregnada com OE de orégano apresenta forte e moderada
atividade antimicrobiana contra todas as cepas do género Cronobacter. Os
resultados encontrados sugerem que futuramente o biopolimero pode ser utilizado
como embalagem ecologica de alimentos. Em outro estudo, percebeu-se um
prolongamento da estabilidade de armazenamento de carne embalada a vacuo de
frangos congelados por 9 meses com a adi¢do de 6leo de orégano a 0,1%, houve
uma desaceleragéo nas alteragdes microbiologicas relacionas a Pseudomonas spp.,
Bactérias laticas, Brochothrix thermosphacta, Enterobacteriaceae e fermento nos
musculos do peito de frango (HAC-SZYMANCZUK et al., 2018).

Ha um aumento de determinados compostos devido ao método de extragao
(por destilagdo a vacuo), que proporciona uma elevagao da atividade bioldgica; foi o
que demonstrou o estudo de Rostro-Alanis e colaboradores (2019). A primeira
fracdo é destilada a uma temperatura de 82 ° C e a ultima fragao destilando a 140 °
C, ao final do processo, obtém-se cinco fragdes (F1, F2, F3, F4, F5), e o 6leo nao
destilado (Unoail). A avaliagéao de atividade antimicrobiana apresentou inibicao para L.
monocytogenes e Staphylococcus aureus, Salmonella e Candida albicans para as
fracdes 3, 4 e Unoil, enquanto F1 e F2, ndo apresentaram atividade antimicrobiana.
O mesmo padrao foi observado para S. typhi e C. Albicans, com Unoil e F4 exibindo
a melhor atividade antimicrobiana. Por outro lado, quando testados contra S. aureus
e L. monocytogenes, F3 e F4, apresentaram atividade reduzida em comparagao com
Unoil. O carvacrol é o principal componente ao qual é atribuida a atividade
antimicrobiana, € importante considerar a diminuicdo do carvacrol em ambas as
fragbes (F3, F4) em relagdo ao Unoil. A atividade antimicrobiana néo é atribuivel a

um mecanismo especifico, deste modo, pode variar de uma espécie para outra.

5.2.4 Conclusao

Os resultados do estudo demonstraram que o 6leo essencial de orégano
apresentou atividade antimicrobiana para diversos microrganismos, dentre eles:
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa
Cronobacter, Salmonella typhi, Candida albicans, Bactérias laticas, Brochothrix

thermosphacta, Enterobacteriaceae, Aspergillus niger e Escherichia coli. Contudo,
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para que o orégano possa ser utilizado como agente antimicrobiano, medicamento
ou conservante, devem ser considerados diversos fatores, assim como, as

concentragdes antimicrobianas e citotoxicas da espécie devem ser estabelecidas.

5.3 ARTIGO 2: Avaliagao da atividade antimicrobiana e potencial conservante do

oleo essencial de orégano (Origanum Vulgare).

5.3.1 Introducgao

Conservantes antimicrobianos s&o aditivos que retardam ou inibem o
desenvolvimento de microrganismos contaminantes em produtos farmacéutico,
cosmeético e alimenticios, que podem ser prejudiciais a saude humana. A inclusao de
conservantes as formulagdes é indispensavel para minimizar ou inibir o crescimento
de microrganismos, tendo como objetivo manter a estabilidade do produto durante
sua vida util, em condigdes adequadas de armazenamento (MATOS; ROSA, 2018;
SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2020). Dentre os conservantes utilizados no
mercado, que em sua maioria sao sintéticos, podem ser citados como exemplo o
acido benzoico, o acido sorbico, o imidazolidiniluréia, o clorocresol, o tricosan e os
parabenos. Estes conservantes por sua vez podem apresentar algum grau de
irritacao/toxicidade e serem danosos a saude humana. Destaca-se a utilizacédo em
grande escala dos parabenos como conservantes, compostos que possuem
propriedades estrogénicas, o que pode gerar o aumento da linhagem celular
cancerigena do tecido mamario. Como resultado desse cenario, percebe-se uma
tendéncia a uma busca crescente pela substituicdo e uso de conservantes naturais,
visando maior segurancga (SILVA, 2019; FALLEH et al., 2020; GALO et al., 2022).
Alternativas promissoras incluem extratos de plantas, éleos essenciais e micocinas.
Usar substéncias bioativas naturais com baixa toxicidade e resisténcia microbiana é
uma abordagem inovadora e sustentavel, substituindo componentes sintéticos por
alternativas naturais no desenvolvimento de novos produtos (MARTELLI et al.,
2022).

Oleos essenciais (OE) sdo potenciais agentes conservantes naturais,
constituidos de metabdlitos secundarios sintetizados por plantas aromaticas e

medicinais, que correspondem a menos do que 5% da matéria seca vegetal, no
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entanto com altas concentracido de ativos. Sdo produtos volateis, geralmente
liquidos e incolores a temperatura ambiente. Quimicamente, OE sdo uma mistura de
varios componentes quimicos bioativos, como terpenos, terpendides e fendlicos, que
comumente apresentam propriedades antimicrobianas, antifungicas, antioxidantes,
antivirais, antimicéticas, antiparasitarias e inseticidas (FALLEH et al., 2020). A
producao mundial de 6leos essenciais esta estimada em 253 mil toneladas em 2021,
avaliadas em U$ 10,3 bilhdes e estima-se que essa producdo deve ultrapassar as
340 mil toneladas em 2026 (MARKETS AND MARKETS, 2021).

O orégano, Origanum vulgare L. (familia Lamiaceae), € uma planta facilmente
encontrada em ambito mundial, e muito usada convencionalmente para fins
antissépticos (JANANI et al., 2019); € uma herbacea perene, aromatica, ereta, de
hastes algumas vezes arroxeadas, medindo até 90 cm de altura, com folhas simples,
esparso-pubescentes, de 1-2 cm de comprimento. Flores esbranquicadas, réseas ou
violaceas, dispostas em glomérulos e reunidos em inflorescéncias paniculadas
terminais. Apresenta determinadas exigéncias climaticas, produzindo melhor
qualidade da planta em invernos secos e ensolarados. Seus principais paises
produtores abrangem Grécia, Turquia e Italia. No Brasil, a maior parte do orégano
comercializado é importado, porém, ha cultivo da espécie principalmente nas regiodes
sul e sudeste do pais (FERNANDEZ et al., 2020).

A composi¢cdo quimica do orégano € uma mistura de varios componentes
bioativos, como: carvacrol, terpinoleno, timol, y-terpineno e ortocimeno (ASSENSIO
et al.,, 2020; LUO et al., 2022). Apesar da grande quantidade de dados sobre a
composi¢cado quimica do OE de orégano, verificou-se que a sua composi¢cao, bem
como suas propriedades bioldgicas, ainda ndo foram totalmente exploradas, visto
que dados da literatura relatam composicao diferenciada de acordo com a regiao
cultivada; o OE destilado de orégano turco, tem como componentes principais, timol
(58,3%) e carvacrol (16,1 - 63,97%), da Grécia - carvacrol (88,7 %), da China —
gama-citronelol (85,3 %), da Jordania - hidrato de trans-sabineno (27,2 %), da
Bulgaria - espatulenol (20,7%), do Brasil - tripineno (30,5%) (MOGHROVYAN et al.,
2019).

Este estudo teve como objetivo estudar a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de orégano em cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli e Candida Albicans.
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5.3.2 Materiais e métodos

As etapas da metodologia deste trabalho foram sequenciadas em ordem

cronolégica, conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6: Fluxograma das etapas da metodologia utilizada

5.3.2.1. Substancia de teste

O dleo essencial comercial de orégano (Origanum vulgare), CAS n°84012-24-

8, marca Amantikir 10 mL, lote: 05.3036, obtido por destilacdo a vapor das folhas,
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em Minas Gerais, foi adquirido em uma loja propria da marca. Ademais, essa
pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) pelo n°: A931587.

5.3.2.2. Microrganismos

Para os testes antimicrobianos, foram utilizadas cepas padrdo ATCC 25922
(E. coli), ATCC 25923 (S. aureus), ATCC 27853 (P. aeruginosa) e ATCC 10231 (C.
albicans). As amostras bacterianas foram semeadas em agar Brain Heart Infusion

(BHI) e a fungica foi semeada em caldo tioglicolato.

5.3.2.3 Padronizacao dos inéculos

O indculo foi preparado adicionando-se uma coldnia isolada do microrganismo
diretamente em meio de cultura e este foi incubado a 37 °C por 24 horas. Os
indculos foram ajustados por turbidez para 1 e 3 x 108 unidades formadoras de
colénias (UFC)/mL (determinado espectrofotometricamente no comprimento de onda
660nm com absorbancia entre 0,08 e 0,11, utilizando o equipamento Specord 200
Plus Analytik Jena) (NCCLS,2003).

5.3.2.4. Determinac&o da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A Concentragao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada utilizando a técnica
de microdiluicdo (ARAUJO; LONGO, 2016) em caldo em placas de 48 pogos com

fundo em forma de U.
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5.3.2.4.1. Preparacéo das placas

O meio de cultura utilizado nos testes para bactérias foi preparado com caldo
BHI contendo 1% de polissorbato 80 (Tween 80), e o 6leo essencial de orégano foi
diluido em série nas concentragdes de: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,152 e 1,562 yL mL"
1 (10%, 5%, 2,5%, 1,25%, 0,625%, 0,3152% e 0,1562%), conforme Tabela 4. Para
cada microrganismo foi utilizada uma placa de 48 pogos. Em microtubos, foram
adicionados 0,9 mL do meio de cultura com diferentes concentragcbes do 6leo
essencial de orégano e 0,1 mL de indculo ajustado das amostras (com concentragao
de 1 a 3 x 108 UFC/mL). Em seguida, aliquotas de 180 yL de cada tubo foram
transferidas em triplicata para os pogos da placa de 48 pogos, juntamente com os
controles positivo e negativo. A placa foi incubada estaticamente a 37°C por 24
horas. A mesma metodologia foi aplicada para o indculo fungico, diferenciando

apenas a substituicao do caldo BHI pelo caldo tioglicolato.

Tabela 4: Diluigoes realizadas em tubos

Tubos 1 2 3 4 5 6 7
Concentragao (%) 10 5 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156
OE orégano (uL) 100 50 25 12,5 6,25 3,152 1,562
Caldo (mL) 0,9 0,9 0,975 0,9875 0,9937  0,9968 0,9984

5.3.2.4.2 Controles

O controle positivo consistiu no meio de cultura acrescido de Tween 80 e
in6culo do microrganismo, enquanto o controle negativo consistiu apenas no meio
de cultura com Tween 80. Além disso, foi utilizado o meio de cultura sem Tween 80

na placa para verificar se o Tween tinha algum efeito sobre os microrganismos.
5.3.2.3.3 Analise da atividade antimicrobiana
Apds o periodo de incubagdo, foi utilizado um método colorimétrico com

solugdo do corante de viabilidade celular cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazdlio (TTC) a

1%. Foram adicionados 10 pL dessa solugdo em cada pogo e apos duas horas foi
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realizada a leitura de forma visual, observando a auséncia ou presenga de
crescimento do microrganismo pela mudanga de cor da solugéo, para o vermelho,
indicando o crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor quantidade do
produto capaz de inibir o crescimento visivel do microrganismo avaliado,
evidenciada pela auséncia de qualquer mudanga na coloracdo (OSTROSKY et al.,
2008; CLSI, 2012).

5.3.3 Resultados e discussao

Os dados quantitativos da atividade antimicrobiana dos éleos essenciais de
orégano foram obtidos por meio da determinacdo do CIM. Os testes foram
realizados com sete concentragbes decrescentes (diluicdo seriada), variando de
10% a 0,156% v/v.

5.3.3.1 Atividade antimicrobiana

A investigagdo da atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial foi
testada em relagdo a quatro microrganismos clinicamente relevantes, utilizando o
método de microdiluicdo. Observou-se que o 6leo essencial de orégano utilizado
conseguiu inibir C. albicans a partir de uma concentragao de 0,312% (Figura 7); E.
coli a partir de 0,625% (Figura 8) e S. aureus a partir de 1,25% (Figura 9). E
relevante mencionar que, na concentragdo mais baixa testada, ndo houve
crescimento de P. aeruginosa (Figura 10). Portanto, a concentragdo inibitéria minima
foi definida como sendo inferior a 1,562 yL mL-' (< 0,156%). Ao analisar visualmente
a atividade do corante, observou-se que quanto mais vivido ou intenso ele aparecia,

maior era o crescimento bacteriano na solugéo.



Figura 7: Esquema representativo da placa de microdiluicdo de Candida albicans.
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Figura 8: Esquema representativo da placa de microdiluicao de Escherichia coli.
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Figura 9: Esquema representativo da placa de microdiluicdo de Staphylococcus aureus.
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Figura 10: Esquema representativo da placa de microdiluicdo de Pseudomonas aeruginosa.
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Os resultados revelaram variagdes nas concentragdes de inibicado conforme o

microrganismo (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade do Oleo Essencial de Orégano sobre os microrganismos Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans

Microrganismos Concentragdes do OEO (%)

10 5 2,5 1,25 0,625 0,312 0,156
C. albicans - - - - - - +
E. coli = = - - - + +

P. aeruginosa - - - - - - -

S. aureus - - - - + + +

Legenda: (-)inibigao; (+)crescimento.

Os resultados obtidos nesta pesquisa estdo em consonancia com estudos
anteriores (JANANI et al., 2019; ASENSIO et al., 2020; ARAUJO;LONGO, 2016;
CARVALHO et al., 2019) conduzidos com o 6leo essencial de orégano.

Araujo e Longo (2016) avaliaram a capacidade de inibicdo do crescimento e
viabilidade para E. coli e S. aureus. Eles observaram que o OE de O. vulgare
demonstrou poder de inibigdo de crescimento e viabilidade para E. coli com
concentragdo inibitoria minima (CIM) de 6,25 ug mL" (0,625%) e para S. aureus
com CIM de 12,5 uyg mL" (1,25%); dados semelhantes ao encontrado no presente
estudo.

Em sua pesquisa, Janani e colaboradores (2019), demonstraram na avaliagao
microbioldgica atividade antimicrobiana contra E. Faecalis com CIM de 25 yg mL™!
(2,5%) e a concentragdo bacteriana minima (CBM) de 50 ug mL™"; sendo o OE
utilizado composto por carvacrol (41,2%), y-terpineno (12,68%), p-cimeno (9,47%),
a-terpineno (1,19%) como os compostos principais e B-cariofileno (0,83%), B-linalol
(0,67%), B-bisaboleno (0,601%), a-pineno (0,6%), B-pineno (0,5%), terpinen-4-ol
(0,41%), borneol (0,4%), 3-tujeno (0,4%), espatulenol (0,4%), miristicina (0,25%) e
apiol (0,14%).

Quanto a concentragao, o OE de orégano a 4% demonstrou a maior atividade

antimicrobiana contra Salmonella Enteritidis e Listeria monocytogenes, entretanto as
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concentragbes mais baixas usadas (0,0975%) resultaram em redugdo de
crescimento microbiolégico apenas para L. Monocytogenes (CARVALHO et al.,
2019).

A variagao na atividade antimicrobiana observada em estudos distintos pode
ser atribuida as mutacbes nas linhagens bacterianas empregadas, uma vez que
cepas pertencentes a mesma espécie podem apresentar distintos niveis de
resisténcia. Adicionalmente, é crucial considerar a diversidade de dleos essenciais
utilizados, dado que as concentragbes dos componentes ativos podem diferir. Essas
variacdes podem ser resultado das flutuagdes sazonais na colheita do orégano, bem
como de fatores geograficos que influenciam a composigao, qualidade e quantidade
do doleo essencial.

As propriedades bioldgicas dos OE estdo correlacionadas diretamente com a
composi¢cao quimica, os efeitos antimicrobianos estao relacionados a compostos
fendlicos, hidrocarbonetos monoterpenos, monoterpenos totais e sesquiterpenos.
Tanto bactérias gram-positivas, quanto as bactérias gram-negativas demostraram
sensibilidade ao 6leo essencial de orégano. O timol atua como um transportador
transmembrana de cations monovalentes, deixando seu préton hidroxila por outro
ion. O cimeno atua sinergicamente, expandindo a membrana. O terpineol possui um
grupo hidroxila, mas néo possui alta atividade antimicrobiana, possivelmente devido
a caréncia de sistema eletrénico deslocado de ligagdes duplas. Os componentes de
um OE tem maior atividade antimicrobiana atuando sinergicamente, do que os
componentes principais agindo isoladamente, a atividade antimicrobiana do éleo de
orégano esta associada a presenga dos compostos: carvacrol, canfora, linalol, R (+)
limoneno, 1,4-cineol e y- terpineno (HAC-SZYMANCZUK et al., 2018).

5.3.3.2 Potencial Conservante

A consisténcia entre os resultados fortalece a evidéncia de que o o6leo
essencial de orégano possui propriedades antimicrobianas efetivas e pode ser
considerado uma opcao promissora de conservante, atuando no combate a
microrganismos potencialmente patogénicos.

A legislacdo brasileira estabelece a auséncia de microrganismos como:

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e fungos do
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género Aspergillus em produtos de origem vegetal para uso tépico (oromucosa,
nasal, gengival, cutaneo, auricular) e para bases galénicas; assim como, determina
limites maximos de outros microrganismos (BRASIL, 2019). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria exerce sua regulamentagao dos conservantes por meio da RDC
N° 528/2021. Essa Resolugédo aborda a relagdo das substancias com propriedades
conservantes que sao autorizadas para uso em produtos destinados a higiene
pessoal, cosméticos e perfumes, e estabelece os limites maximos permitidos para
concentragcdo dessas substancias. Outros componentes presentes nas formulacdes
podem apresentar propriedades antimicrobianas, desempenhando um papel
relevante na preservagao desses itens, como Oleos essenciais especificos e alcoois
selecionados. Contudo, tais substancias ndo sdo abrangidas pelo ambito desta
Resolugao (BRASIL, 2021).

Entre o0s conservantes frequentemente utilizados em formulagdes
farmacéuticas e cosmeéticas, os parabenos sdo os mais designados, utilizados em
grande escala na manipulagdo, mesmo com efeitos toxicos conhecidos [5]. Sdo
ésteres derivados do acido p-hidroxibenzoico e apresentam caracteristicas, como
um amplo espectro de acao e alta solubilidade em agua. Entre os parabenos mais
utilizados como conservantes, estdo o metilparabeno e o propilparabeno. O
metilparabeno apresenta CIM de 0,200% para Pseudomonas aeruginosa, 0,100%
para Escherichia coli, 0,150% para Staphylococcus aureus e 0,100% para Candida
albicans. Por sua vez, o propilparabeno demonstra CIM de 0,080%, 0,040%, 0,040%
e 0,013%, respectivamente, para esses mesmos microrganismos (FERNANDES et
al.,2013).

A concentracdo maxima autorizada de parabenos nas formulagdes € de 0,4%
para cada substancia individualmente e 0,8% para combinagdes de sais ou ésteres.
No entanto, devido a sua alta eficacia, na pratica, suas concentracoes
frequentemente nédo excedem 0,3% (BRASIL, 2021; FERNANDES et al.,2013;
BRASIL, 2012).

Avaliando o0s resultados obtidos neste estudo, sugere-se que as
concentragdes iniciais empregadas de Oleo essencial de orégano com objetivo
conservante seja de aproximadamente 0,7%, calculado com base no CIM
identificado para a amostra testada. Entretanto, sdo requeridas investigacdes
adicionais acerca dos fatores que influenciam a agdo conservante, a estabilidade

fisico-quimica do produto no qual sera incorporado, testes desafio, bem como a
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quantificacdo e a qualidade dos compostos ativos do OE que sera utilizado. A
realizacdo desses estudos adicionais desempenhara um papel fundamental para

viabilizar o uso comercial do 6leo essencial de orégano como conservante.

5.3.4 Conclusao

Com base nos resultados obtidos, foi constatado que o d6leo essencial de
orégano demonstrou atividade antimicrobiana contra o0s microrganismos
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Candida
Albicans. Isso confere ao d6leo potencialidade conservante, tornando-o adequado
para aplicacdo em diversos produtos das industrias cosmética, farmacéutica e em
farmacias de manipulagcdo. No entanto, sdo necessarias pesquisas adicionais para
estabelecer as concentragbes ideais de orégano como agente antimicrobiano
natural. Estes estudos devem levar em consideracdo os elementos que afetam a
composigao do 6leo, o produto no qual sera incorporado, bem como a quantidade e

qualidade dos compostos ativos que estao presentes.

5.4 DESENVOLVIMENTO DE BASES CONTENDO O OE DE OREGANO

Apds submeter as trés amostras obtidas a técnica de microdilui¢éo, verificou-se
que somente a amostra OEO-A apresentou atividade antimicrobiana para os
microorganismos testados. Portanto, as formulagdes subsequentes foram

desenvolvidas incorporando apenas o OEO-A para demais avaliagoes.

Com base na determinacao da CIM, foram desenvolvidas trés formulacdes com
a incorporacao de diferentes concentracbes do 6leo essencial de orégano como
conservante (A1, A2 e A3), além dos controles positivos (A4) e negativos (A5); a

composicgao final e suas respectivas concentracdes estao descritas na Tabela 6.



Tabela 6. Formulagées desenvolvidas
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A1 A2 A3 A4 A5
Componentes Concentracgao Concentragdo | Concentragdo | Concentragdo | Concentragao
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
Fase aquosa
EDTA dissadico 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 %
Agua g.s.p 100 % g.s.p 100 % g.s.p100% |q.s.p100% | q.s.p 100 %
Fase oleosa
Miristrato de | 6,00 % 6,00 % 6,00 % 6,00 % 6,00 %
isopropila
Cera 14,00 % 14,00 % 14,00 % 14,00 % 14,00 %
autoemulsionante
nao-iénica
Butilidroxitolueno 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 % 0,05 %
(BHT)
Fase
complementar
OE de orégano 0,312% 0,625% 0,937% - -
Parabenos - - - 0,5% -

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2012.

5.5 TESTE DE ESTABILIDADE NORMAL

Tendo em vista os aspectos fisico-quimicos e organolépticos mensurados nos

Testes de Estabilidade, de forma geral, constatou-se que as formulagdes se

mantiveram estaveis em condigdes normais e extremas de armazenamento (figuras

11, 12 e 13), houve maiores variagcbes das formulagbes quando expostas a

temperaturas elevadas, alterando levemente o aspecto, no entanto, continuou em

conformidade com a literatura. As amostras mantiveram um pH constante dentro das

diretrizes estabelecidas. Os cremes apresentaram valores de pH entre 5,0 e 6,0, que

se enquadram na faixa de adequada para a pele. O pH ideal de uma formulagao é

determinado considerando tanto a estabilidade dos principios ativos utilizados
quanto a compatibilidade com a tolerancia da pele (BRASIL, 2004; HARRIS, 2009).



Figura 11: Formulagdes armazenadas em estufa

A1-ES-DO A2 -ES-DO A5-ES-DO

A1-ES-D60 A2 - ES - D60 A3 - ES - D60 A4 - ES - D60 A5 - ES - D60

LEGENDA: ES = Estufa DO = Dia zero D60 = 60° dia

Figura 12: Formulagdes armazenadas em geladeira

A5-GE-DO

A1-GE-DO A2 -GE-DO A3 -GE-DO A4 - GE - DO

DEDE

A1 - GE - D60 A2 - GE - D60 A3 - GE - D60 A4 - GE - D60 A5 - GE - D60

LEGENDA: GE = Geladeira DO = Dia zero D60 = 60° dia
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Figura 13: Formulagdes armazenadas em temperatura ambiente

A2 -TA-DO

A1-TA-D60 A2 -TA -D60 A5 -TA - D60

LEGENDA: TA= Temperatura ambiente DO = Dia zero D60 = 60° dia

Os testes de estabilidade indicaram que a incorporacédo do 6leo essencial de
orégano ocorreu sem gerar alteragoes significativas em comparagédo com 0s grupos
de controle positivos e negativos. No entanto, para viabilizar a comercializagdo do
oleo essencial de orégano como conservante, € imprescindivel ampliar o periodo de
avaliagdo da estabilidade, examinar os resultados em diferentes formatos de

formulagao, como, por exemplo, em gel.

s

Adicionalmente, é fundamental investigar a possibilidade de crescimento
microbioldgico nas formulagdes e conduzir testes para avaliar tanto a irritabilidade
quanto a toxicidade. Somente ao realizar essas etapas poderemos assegurar a
eficacia e a seguranga do Oleo essencial de orégano para sua utilizagdo como

conservante.
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6 CONCLUSOES

A atividade antimicrobiana do Oleo Essencial de orégano foi avaliada em
relagdo aos principais contaminantes de formulacbes farmacéuticas, revelando
eficacia contra os quatro microrganismos clinicamente relevantes, sugerindo seu

potencial como conservante.

A concentragdo inibitéria minima do OE de orégano foi determinada,
fornecendo informagdes cruciais para a utilizagdo segura deste 6leo como agente

antimicrobiano natural em formulacoes.

Uma base dermatolégica contendo o OE de orégano como conservante foi
desenvolvida com sucesso, demonstrando a viabilidade pratica de sua aplicagcdo em

produtos dermatoldgicos.

A estabilidade do produto desenvolvido foi avaliada, um passo importante
para garantir sua eficacia e seguranga ao longo do tempo.

O impacto tecnolégico do uso de dleo essencial de orégano como adjuvante
em formulagdes de uso topico foi quantificado, abrindo possibilidades para

inovacdes na industria cosmética e farmacéutica.

Os resultados indicam que o 6leo essencial de orégano pode representar uma
alternativa promissora como conservante em diversos produtos das industrias
cosmeética, farmacéutica e de manipulacéo, incluindo o desenvolvimento de produtos

inovadores, seguros e com potencial para patenteamento.
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ANEXOS

ANEXO A - Cromatograma obtido para a amostra OEO-B. Observagao: o nome e CNPJ do solicitante

dentidade.
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