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APRESENTACAO

As discussdes sobre saude, qualidade de vida e as novas demandas da
sociedade moderna despertam preocupac¢des em varias areas do conhecimento.
Nessa perspectiva, a promocdo da saude exige um posicionamento ativo e
multidisciplinar dirigido a impactar favoravelmente a qualidade de vida. Envolve tanto
questdes politicas, econbmicas, sociais, sanitarias, educacionais e cientificas como
também aspectos comportamentais e estilos de vida, impondo desafios historicos para
farmacéuticos e outros profissionais da saude. Nesse sentido, pesquisas voltadas a
promocao da saude em servigos publicos, hospitais privados, laboratorios de anélises
clinicas e areas correlatas sao bem-vindas. Da mesma forma, estudos envolvendo
desenvolvimento de novos medicamentos e produtos farmacéuticos tém favorecido
melhorias na saude e qualidade de vida das pessoas.

Com o compromisso de divulgar e disseminar o conhecimento dentro da tematica
aqui abordada, a Atena Editora, através da coletédnea “Farmacia e Promocéo da
Saude”, busca desempenhar com competéncia o desafio de atender as demandas da
modernidade, articuladas com o compromisso de contribuir com o progresso da ciéncia
envolvendo a Profissdao Farmacéutica. Diversos e interessantes temas sao discutidos
em cada volume com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos,
mestres, doutores, farmacéuticos e todos aqueles profissionais que, de alguma
maneira, possam interessar por assuntos relacionados a Farmacia, especialmente
“Promocao da Saude”. Os volumes estdo organizados em capitulos com tematicas
que se complementam.

Neste primeiro volume estdo 19 capitulos que relatam estudos com énfase
em plantas medicinais, produtos naturais, cuidados com a saude, dentre eles o
desenvolvimento farmacotécnico de produtos farmacéuticos e dermocosméticos
empregando insumos de origem vegetal;, prospecc¢do tecnolégica e avaliagdo de
atividade terapéutica de derivados vegetais; estudo dos beneficios de probidticos e
consumo de nutracéuticos; panorama atual dos medicamentos fitoterapicos e produtos
homeopaticos, e outros temas de repercussao.

A coletanea traz, portanto, um rico material pelo qual sera possivel atender aos
anseios daqueles que buscam ampliar seus conhecimentos em “Farmacia e Promocéo
de Saude”. Boa leitura!

lara Lucia Tescarollo
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CAPITULO 5

SISTEMA EMULSIONADO CONTENDO OLEO
ESSENCIAL DE Mentha piperita E Rosmarinus
officinalis COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

FRENTE A Escherichia coli DE ATCC 25922

Data de aceite: 22/01/2020

Morghana Rodrigues e Silva
Centro universitario do Vale do Ipojuca —
UNIFAVIP/WYDEN

Caruaru — Pernambuco
Link: https://orcid.org/0000-0003-0259-5215
Monique Isabel Da Silva
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RESUMO: As plantas medicinais sado utilizadas
como recurso terapéutico desde antigamente e
seu acesso é bastante comum. O 6leo essencial
pode ser extraido de flores, frutos, sementes,
folhas e raizes, é uma substancia volatil e
extremamente concentrada, rica de seus
componentes quimicos. Os 6leos essenciais
por apresentarem atividade antimicrobiana
sao capazes de agir contra bactérias, como a
Escherichia coli que faz parte do microbioma
intestinal e por conter muitos patétipos causam

Farmacia e Promoc¢ao da Saude

varias doengas entéricas como diarréia,
disenteria, assim como outras doencas,
incluindo infec¢des do trato urinario e meningite
extra intestinais. O objetivo desse estudo foi
determinar o perfil de atividade antimicrobiana
dos sistemas emulsionados de Rosmarinus
officinalis e Mentha piperita frente a Escherichia
coli utilizando planejamento fatorial. Os 6leos
essenciais utilizados foram padronizados
de duas espécies vegetais com potencial
antimicrobiano individual referenciado na
literatura. Rosmarinus officinalis (Marca: WNF,
lote n° 01947/19) e Mentha piperita (Marca:
WNF, lote n°® 02124/19). O meio utilizado para
crescimento foi o agar Mueller-Hinton da marca
Kasvi. A cepa da Escherichia coli (ATCC 8739)
foi da marca Microbiologics. Para a analise dos
dados foi utilizado software estatistico Minitab
17. As preparacbes das emulsdes foram
realizadas através do planejamento fatorial, e
incorporadas a diluicdo 10-2 solucdo méae da
cepa de Escherichia coli (0,5) McFarland. Os
efeitos combinados do R. officinalis, M. piperita
e tween 80 promoveram efeito sinérgico. O
Oleo essencial de R. officinalis e M. piperita
promoveram efeito na reducdo da contagem
de microrganismo quando aumentadas
suas concentragdes. Ja o tween 80 quando
aumentada sua concentracdo apresentou efeito
antagonico.

PALAVRAS-CHAVE:

Oleos  essenciais;
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Microrganismo.

EMULSIONED SYSTEM CONTAINING ESSENTIAL OIL FROM Mentha piperita
AND Rosmarinus officinalis WITH ANTIMICROBIAN ACTIVITY FRONT ATCC 25922
Escherichia coli

ABSTRACT: Medicinal plants have been used as a therapeutic resource since the old
days and their access is quite common. Essential oil can be extracted from flowers,
fruits, seeds, leaves and roots. It is a volatile and concentrated substance, rich from
its chemical components. Some essential oils present antimicrobial activity can act
against bacteria, such as Escherichia coli which is part of the intestinal microbiome
and because it contains many pathotypes cause various enteric diseases such as
diarrhea, dysentery, as well as other diseases, including urinary tract infections and
extra-intestinal meningitis. This study aimed to determine the antimicrobial activity
profile of Rosmarinus officinalis and Mentha piperita emulsified systems compared to
Escherichia coli using factorial planning. The essential oils used were standardized
from two plant species with individual antimicrobial potential referenced in the literature.
Rosmarinus officinalis (Mark: WNF, number lot 01947/19) and Mentha piperita (Mark:
WNF, number lot 02124/19). The medium used for growth was the Mueller-Hinton agar
of the Kasvi brand. The strain of Escherichia coli (ATCC 8739) was the Microbiologics
brand. Minitab 17 statistical software was used for data analysis. Emulsions were
prepared by factorial design and the dilution of 10-2 Escherichia coli - 0.5 McFarland
stock solution was incorporated. The combined effects of R. officinalis, M. piperita and
tween 80 promoted synergistic effect. The essential oil of R. officinalis and M. piperita
promoted effect on the reduction of the microorganism count when their concentrations
increased. Already tween 80 when increased its concentration had an antagonistic
effect.

KEYWORDS: Essential oils; microorganism.

11 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1999), muitos paises
desenvolvidos tém uma grande proporcédo da populacdo fazendo o uso de plantas
medicinais. Embora 0 acesso a medicina moderna esteja disponivel nesses paises, 0
uso de ervas medicinais manteve sua popularidade por razdes histéricas e culturais.
(AGRA et al., 2008)

O uso de plantas para fins medicinais € muito frequente e aqui no Brasil
sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovagao de suas propriedades
farmacologicas. (VEIGA JUNIOR, 2005). As observacbes que as pessoas fazem
com uso de plantas medicinais contribuem para a divulgacdo das suas atividades
terapéuticas. (MACIEL et al., 2001)

O dleo essencial € uma substancia volatil e extremamente concentrada, que pode
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ser extraida de varias partes da planta como: flores, frutos, sementes, folhas e raizes.
Devido a riqgueza e complexidade de seus componentes quimicos abrangem diversas
atividades terapéuticas. (NASCIMENT et al., 2006) Oleos essenciais de plantas como
Rosmarinus officinalis e Mentha piperita apresentam uma atividade antimicrobiana
contra uma grande quantidade de bactérias incluindo espécies resistentes a antibiéticos
e antifungicos, podendo apresentar acéo tanto contra bactérias Gram-positivas quanto
Gram-negativas e ainda leveduras e fungos filamentosos. (CRAVEIRO; QUEIROZ,
1993)

O Oleo essencial da Mentha piperita é o mais produzido e utilizado, seu principal
constituinte € o mentol. A quimica do 6leo essencial é varidvel, suas concentracoes
dependem do clima, do cultivo e da localizagcdo geogréfica. Produz de 0,1 a 1,0% de
6leo volatil, composto por mentol, mentona, mentofurano, e acetato de mentilo. Outros
compostos farmacologicamente ativos incluem substancias amargas, acido caféico,
flavondides, polifendis polimerizados, carotenos, tocoferois, betaina, colina e taninos.
(SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2011) Ja o Oleo essencial de Rosmarinus officinalis
apresenta propriedades antibacterianas, citotoxicas, antimutagénicas, antioxidantes,
antiflogisticas e quimiopreventivas. (HUSSAIN et al., 2010). A atividade biolégica do
Oleo essencial esta associada com a presenga de compostos quimicos. (CHEMISTRY
et al., 2010). Os principais componentes sao R-pinene, (-) canfeno, verbenona, bornil-
acetato, canfora e borneol (ANGIONI et al., 2004). Quanto aos grupos de elementos
quimicos, o Oleo essencial de R. officinalis apresenta principalmente monoterpenos
oxigenados (67,0%) seguidos de hidrocarbonetos monoterpénicos (26,0%). (HUSSAIN
et al., 2010).

No geral, as bactérias possuem habilidade para transmitir e adquirir resisténcia a
varias drogas que sao utilizadas como agentes terapéuticos, e os 6leos essenciais por
apresentarem atividade antimicrobiana sao capazes de agir contra essas bactérias,
como a Escherichia coli que faz parte da flora intestinal e por conter muitos patétipos
causam varias doencas entéricas como diarreia, disenteria e outras doencgas, incluindo
infeccdes do trato urinario e meningite extra intestinais. (BERTIN et al., 2005)

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Foram obtidos 6leos essenciais padronizados de duas espécies vegetais com
potencial antimicrobiano individual referenciado na literatura. Rosmarinus officinalis
(Marca: WNF, lote n° 01947/19) e Mentha piperita (Marca: WNF, lote n°® 02124/19)
conhecidas popularmente por alecrim e hortela-pimenta, utilizando para estudo o
6leo essencial de ambas. O meio utilizado para crescimento foi o agar Mueller-Hinton
da marca Kasvi, sendo usado para o método de incorporacdo em placa. A cepa da
Escherichia coli (ATCC 8739) foi da marca Microbiologics.
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2.2 Preparacoes dos sistemas emulsionados

Para a preparacdo dos sistemas emulsionados dos O0leos essenciais
(Rosmarinus officinalis e Mentha piperita) foi realizado através do planejamento fatorial,
como demonstrado abaixo (Tabela 1). Onde em cada fracao foi utilizada determinada
concentragcao dos Oleos, com tween 80 para homogeneizacéo e agua destilada qg.s.p
até completar 50 mL. Todos os sistemas foram misturados no vortex.

Sistema Rosmarinus Mentha piperita Tween 80 (mg)
officinalis (mg) (mg)
1 0,23 2,25 5
2 0,23 1,13 150
3 2 1,13 5
4 1,115 1,69 77,6
5 0,23 1,13 5
6 2 1,13 150
7 2 2,25 150
8 1,115 1,69 77,6
9 0,23 2,25 150
10 2 2,25 5

Tabela 1: Planejamento fatorial dos sistemas emulsionados.

2.3 Preparacao das fracoes para analise antimicrobiana

Para a preparacéo das fracbes foram separados 10 tubos para a concentracao
10" e 11 tubos para 102. Para a concentracédo de 10" em cada tubo foi colocado 9 mL
de agua destilada estéril e a cepa de acordo com a escala de McFarland (0,5), para
a concentracdo de 102 no primeiro tubo foi preparado de acordo com a escala de
McFarland (0,5) e nos outros 10 tubos foi colocado 8 mL de agua destilada estéril.
Em seguida, nos tubos de 10" foi colocado 1 mL de cada sistema emulsionado que ja
haviam sido preparados e para 102, em cada tubo foi colocado 1 mL da preparacéo do
1° tubo e 1 mL dos sistemas correspondentes, sendo todos homogeneizados.

Em seguida, para o método de incorpora¢ao em placa, foram separadas 42 placas
de petri. Onde foi colocado 1 mL de cada fragdo para a concentracdao de 10' em 20
placas e 1 mL de cada fragcao das concentragcdes de 102 em 20 placas, sendo colocado
em seguida 20 mL de agar Mueller Hinton nas placas preparadas anteriormente. Para
o controle positivo foi colocado 1 mL da bactéria de acordo com a escala de McFarland
e 20 mL de &gar Mueller Hinton, ja para o controle negativo foi colocado apenas 20 mL
de agar Mueller Hinton. Por fim, as placas foram invertidas e colocadas em estufa a
37° por 24 hrs para posterior analise e contagem de colbnias.
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2.4 Analise dos dados

Para a anélise dos dados foi realizado utilizando-se software estatistico Minitab
17. Objetivando a comparacao de médias e andlise dos resultados.

3 1 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Avaliacao do efeito antimicrobiano

Pode ser observado no grafico de Pareto (Figura 1) que a combinacdo dos
constituintes (A, B e C) foi o fator preponderante para reducdo na contagem de
unidades formadoras de colbnia para cepas de E. Coli (ATCC 25922). Os efeitos
de A e C, B e C combinados também apresentaram efeito significativo, em seguida
os efeitos isolados de C foi bastante significativo para contagem, seguido de A e
depois B. Quando constituintes com o mesmo efeito farmacol6gico se combinam
um potencializa o outro. Os efeitos combinados dos constituintes promovem o efeito
sinérgico quando associados ao tween 80, portanto a combinacao dos efeitos de A, B
e C sao preponderantes aos efeitos isolados.

Fator MNome

A R. Officinalis (mag)
B H. Pimenta (mg)
C Tween80 (mg)

Efeitos padronizados
(Contagem; o = 0,05)

Figural. Grafico de Pareto dos efeitos padronizados para contagem de fundo de E. Coli frente a
emulsé@o com 6leos esséncias de Mentha piperita e Rosmarinus officinalis.

Estudos apontam que substancias contidas no 6leo de Mentha piperita e
Rosmarinus officinalis apresentam alta atividade antimicrobiana, assim como o Tween
80 que induz a acgéao sinérgica quando associados aos 6leos aumentando a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais. O mentol e a mentona séo os constituintes mais
abundantes em M. piperita, sendo o mentol o principal responsavel pela atividade
antimicrobiana (VALERIANO et al.,, 2011) além da presenca de flavonoides que
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ajudam a potencializar essa atividade (SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2011). Ja para
R.officinalis, o principal constituinte e que apresenta melhor atividade antimicrobiana
€ 0 a-pinene (ANGIONI et al., 2004). O tween 80 nao possui henhum constituinte
com acgao antimicrobiana, age apenas com 0s componentes presentes nos 6leos
aumentando sua atividade ou antagonizando. (NASCIMENTO et al., 2007).

Na Figura 2 é possivel observar os efeitos isolados de cada componente da
formulacéo frente a contagem de microrganismos. O 0Oleo essencial de R. Officinalis
e M. piperita promoveram efeito de reducdo na contagem de microrganismo quando
aumentadas suas concentragoes, isso se deve a presenca dos principais constituintes
dos 6leos ja citados anteriormente. Ja o tween 80 apresentou efeito contrario. Quanto
maior a concentracao de tween 80 menor o efeito antimicrobiano.

Efeitos ajustados

R. Officinalis (mg) H. Pimenta (mg) Tween80 (mg) Tipo de
350 panto
; —9— Esquina

oA /

FJ
w
(=]

200 A

- \. \ /

1] ] | | ]

Media de Contagem
)

0230 1315 2000 113 1,69 225 00050 00775 01500

Figura 2. No gréfico dos efeitos médios ajustados para contagem de fundo de E. Coli frente a
emulsao com 6leo essencial de Mentha piperita e Rosmarinus officinalis.

O tween 80 por si s6 ndo apresenta atividade antimicrobiana, essa condigcéao &
explicada porque esse agente emulsificante age sinergicamente ou antagonizando os
componentes presentes nos 6leos, em altas concentragdes ele reduz a bioatividade
dos 6leos essenciais e isso acontece devido a formacao de micelas, dificultando o
contato direto dos 6leos com o microrganismo. No entanto, sua utilizagcdo auxilia
na solubilizacdo das membranas plasmaticas como agente dispersante e auxilia na
visualizacdo da atividade antimicrobiana dos 6leos. (NASCIMENTO et al., 2007)

Na Figura 3 observa-se que tanto a R. Officinalis quanto M. piperita apresentam
efeitos sinérgicos frente a cepas de E. coli, quando observado os efeitos combinados
com Tween 80. Observa-se no grafico que o tween 80 n&o apresentou efeito, entretanto
os Oleos essenciais promoveram reducao da contagem bacteriana.
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Efeitos médios

R Officinal " H_ Pimenta |

=i Tipo de
H. Pimenta ponto
—— 1,13 Esquina
= [ 1,69 Central
—— 2,25 Esquina
300
=
150
o
8 ——
5 0 B T
v K. Officinal ® Tweend0 [mg) H. Fimenta | ® Tween 80 (mg) .
P Tipo de
o * “ LN Tween 80 ponto
) . —8— 00050 Esquina
™
g 0 N o m 00775 Central
= N . & 01500 Esquina
300 ™ e
™. .
. et
150 ~ ~
'\* o
0 - | 1§ "
0,230 1,115 2,000 1,13 1,60 2,25
R. Officinal H. Pimenta (

Figura 3. Graficos dos efeitos médios combinados para contagem de fundo de E. Coli frente a
emulséo com 6leo essencial de M. piperita e R. officinalis.

As amostras que tiveram uma maior concentracédo do tween 80 n&o tiveram
reducdo da contagem bacteriana, de acordo com Nascimento et al., (2007) isso
acontece porque o tween 80 pode antagonizar a agao dos constituintes presentes nos
6leos, diminuindo sua bioatividade.

+ Equacgao de regressao para contagem de microrganismos:

Contagem =-97,36 + 59,89 R. officinalis (mg) + 50,41 M. piperita (mg) + 14217,4
Tween80 (mg)

- 30,22 R. officinalis (mg)*M. piperita (mg) - 6235,9 R. officinalis (mg)

*Tween80 (mQ) - 5787,5 M. piperita (mg)*Tween80 (mg) + 2513,5 R. officinalis
(mg)

*M. piperita (mg)*Tween80 (mg) - 167,19 Ct Pt

A equacado de regressao serve para prever o comportamento da contagem
de microrganismos quando submetidos a concentracbes em miligrama dos 6leos
essenciais estudados, combinados com tween 80. No estudo realizado por Bugno et
al. (2007), onde utilizou 6leo essencial de Rosmarinus officinalis e Mentha piperita a
equacdo de regressdo mostrou que a atividade antimicrobiana reduz a contagem de
colénias quando a concentracéao de tween80 é menor e a dos 6leos é maior.
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3.2 Analise do pH dos sistemas emulsionados

Na Tabela 2 podemos observar o pH dos sistemas emulsionados prontos,
contendo os 6leos essenciais de Mentha piperita e Rosmarinus officinalis combinados
com o tween 80.

Amostra pH

1 4,27
4,65
3,91
414
3,97
4,92
4,83
3,95
4,67
3,81

© 0o NOoO G B~ WONDN

-
o

Tabela 2: pH dos sistemas emulsionados contendo os 6leos essenciais de Mentha piperita e
Rosmarinus officinalis combinados com o tween 80.

O pH do éleo essencial puro da M. piperita varia pH de 6,0 a 7,0, e o pH de R.
officinalis puro fica em torno de 5,92 e 5,96.

3.3 Analise microscépica dos sistemas emulsionados

As fotos a seguir mostram os sistemas emulsionados (Figura 4).

Emulsdo 2
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Emulsdo 7 Emulsdo 9

Figura 4. Foto dos sistemas emulsionados contendo os 6leos essenciais de Mentha piperita e
Rosmarinus officinalis combinados com o tween 80.

41 CONCLUSAO

O Obleo essencial de Rosmarinus officinalis e Mentha piperita promoveram
efeito de redugcé@o na contagem de coldnias da Escherichea coli quando aumentadas
suas concentracdes. O tween 80 por si s6 ndo apresenta atividade antimicrobiana,
quando associado aos 6leos formando o sistema emulsionado diminui a bioatividade
dos constituintes presentes nos 0leos essenciais. No entanto, sua utilizagéo auxilia
na solubilizacdo das membranas plasmaticas como agente dispersante e auxilia na
visualiza¢do da atividade antimicrobiana dos 6leos. Comisso, os sistemas emulsionados
que tiveram maior quantidade de tween 80 nao houve redugcdo na contagem de
colénias. Desta forma concluimos que a associacédo dos 6leos essenciais utilizados
séo eficientes para o controle microbiano e que mais estudos deveriam ser realizados
afim de que a associagcéao dos dois pudesse ser disponibilizada para a populagdo a
partir de alguma forma farmacéutica para combater infeccbes causadas pela bactéria
do estudo, assim como, para outras bactérias gram-negativas.
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