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RESUMO

Dentre os problemas enfrentados pela industria cosmética, a contaminacdo microbiana se
destaca como um dos mais importantes, uma vez que afetam negativamente as formulagdes, e
é de dificil controle. A alternativa mais comumente utilizada é o uso de conservantes
cosmeéticos, substancias quimicas das mais variadas classes, que evitam a proliferacdo dos
microrganismos nas férmulas, aumentando assim a vida Util desses produtos. Alguns desses
conservantes podem apresentar efeitos indesejaveis, tais quais alergias, irritacdes, e até
mesmo efeitos toxicos. Na tentativa de diminuir esses problemas e aumentar o apelo
comercial natural dos cosméticos, esse trabalho baseou-se em substituir esses conservantes
sintéticos pelo 6leo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.) e avaliar suas propriedades
frente aos mesmos. Foram preparadas cinco emulsdes cosméticas O/A como base. Na
primeira, ndo houve adicdo de conservantes. Na segunda, adicionou-se o triclosan a
formulacdo. Na terceira, foram adicionados os parabenos (metilparabeno e propilparabeno).

Na quarta formula foi adicionado o digluconato de clorexidina, enquanto na quinta e
ultima, foi adicionado o 6leo essencial de tomilho, todos em suas concentragdes ideais. Essas
amostras foram submetidas ao teste de desafio. Também foram realizados antibiogramas com
0 Oleo essencial de tomilho, para os diferentes microrganismos: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans, com o intuito de
avaliar os efeitos do mesmo sobre as colénias. O 6leo essencial de tomilho se demonstrou
muito eficaz contra as espécies bacterianas, tanto em sua forma pura quanto em sua forma
emulsionada, também se demonstrou eficaz contra as leveduras testadas, contudo, apenas em
sua forma pura, pois 0 6leo ndo sucedeu completamente como conservante na forma
emulsionada, sugerindo uma possivel interferéncia da formula cosmética na sua acao
antimicrobiana.

Palavra Chave: Tomilho, 6leo essencial, conservantes, cosméticos.



ABSTRACT

Among one of the biggest problems faced by the cosmetic industry, microbial
contamination stands as one of the most important, since they adversely affect the
formulations, and it is difficult to control. The most commonly used alternative is the use of
preservatives, chemicals compounds of different classes which avoid the proliferation of
microorganisms within formulas, thus increasing the shelf life of these products. Some of
these preservatives may have undesirable effects such as allergies, rashes, and even toxic
effects. In an attempt to mitigate these problems and increase the commercial appeal of
natural cosmetics, this work is based on replacing these synthetic preservatives by the
essential oil of thyme (Thymus vulgaris L.) and evaluate their properties forward to them. It
was prepared five O / W emulsions, in the first no preservative was added, in the second was
added Triclosan, parabens were added in the third, in the fourth was added Chlorhexidine, and
in the fifth and last one it was added the essential oil of Thymus vulgaris L., all in their
optimal concentrations, and these samples were submitted to the challenge test. Antibiograms
were also prepared, to check the action of the essential oil when applied directly on the
colonies, this test was done for Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus,, and Candida albicans. The oil was very effective against bacterial species, in both
forms, pure and emulsified. It was also effective against the tested yeast; however, only in its
pure form, because the essential oil didn’t successfully preserved the emulsified form,
suggesting a possible interference of the cosmetic formula in its antimicrobial action.

Key Words: Thyme, essential oil, preservatives, cosmetics.
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1 INTRODUCAO

A qualidade microbioldgica de produtos cosméticos € essencial para garantir o seu
desempenho correto, principalmente no que diz respeito a seguranca, eficicia e aceitabilidade
dos mesmos. Uma falha nas medidas preventivas pode gerar produtos inadequados ao
consumo, que podem vir a prejudicar a saude de quem os usa. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige que as empresas produtoras implantem as normas de
boas praticas de fabricagdo (BPF), conforme as normas técnicas oficialmente estabelecidas.

Dentre as exigéncias presentes nas normas, esta a necessidade da realizagdo de ensaios de
controle de qualidade em todas as fases do processo de fabricacéo.

A partir da observacdo de mercado e das novas tendéncias em cosmetologia, foi possivel
concluir que cada vez mais o apelo “natural” se sobressai, devido a inimeros fatores, tais
quais a toxicidade e alergenicidade dos conservantes sintéticos, bem como a mudanca de
pensamento da sociedade atual, que visa produtos mais ecoldgicos

O Thymus vulgaris L. pertence a familia Lamiaceae, € mais precisamente um subarbusto
aromatico da familia das labiadas. Esse subarbusto possui folhas pequenas, lineares ou
lanceoladas, suas flores podem ser roseas ou esbranquicadas. E uma planta originaria do
Oeste Europeu ao Sudeste da Italia e é especialmente cultivada como condimento alimentar.

A planta possui uma grande quantidade de Oleo essencial, rico em timol e carvacrol,
moléculas quimicas com um apreciavel poder antimicrobiano

Os conservantes sintéticos utilizados nesse trabalho ja possuem sua comprovada acdo
conservante, e serdo usados para efeito de comparacdo da efetividade do 6leo essencial de
Thymus vulgaris L. Sdo eles de diferentes classes quimicas, como o0s parabenos
(metilparabeno e propilparabeno), os derivados fendlicos (triclosan) e as bisbiguanidas
catibnicas (digluconato de clorexidina) e como ja mencionado alguns deles podem provocar
efeitos indesejaveis em algumas pessoas.

Os microrganismos utilizados nesse trabalho foram de classe bacteriana, tais quais
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, e também do reino
fungi, tal qual a Candida albicans. A escolha desses microrganismos baseou-se na maior
probabilidade de contaminacdo de produtos cosméticos, e também pela padronizacéo do teste
de desafio, que requer certas espécies para sua realizacao.

O presente trabalho tem por objetivo analisar a atividade conservante do 6leo essencial de
Tomilho (Thymus vulgaris L.), em sua forma pura, e também aplicada a emulsdo cosmética, e

com isso, tentar substituir esses conservantes sintéticos por substancias naturalmente
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presentes no 6leo essencial, com intuito de minimizar os efeitos adversos relacionados ao uso

dessas substancias sintéticas em formulagdes cosméticas.

1.1 Teste de Desafio

Foi reconhecido previamente que a avaliagdo da atividade antimicrobiana de um
conservante, em formulacdo cosmética, s6 pode ser realizada através de testes, nos produtos
acabados, que exijam preservacdo dos mesmos.

O Teste de Desafio do Sistema conservante € um teste padronizado que consiste na
contaminacdo proposital dos produtos acabados com indculos de cada um dos
microrganismos: Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli;
Candida albicans e/ou Aspergillus sp, determinando a carga sobrevivente em intervalos de
tempo avaliados durante 28 dias. Esse teste tem como objetivo avaliar se a formulacdo fica
segura e inalterada, frente a uma alta carga microbiana (por certo periodo de tempo),
consequentemente nos permite verificar se 0 conservante esta realizando a sua fungédo de
forma correta e eficaz. Através desse teste € possivel determinar a validade estimada dos

produtos finais.

1.2 Antibiograma dos Conservantes

Esse ensaio foi realizado para medir a susceptibilidade e resisténcia dos microrganismos
selecionados frente aos conservantes sintéticos e também ao 6leo essencial de Thymus
vulgaris L. em sua forma pura. O objetivo desse teste foi de avaliar o espectro de acdo dessas

substancias para as diferentes espécies.

1.3 Oleos Essenciais em Formulaces Cosméticas.

Atualmente hd um aumento representativo da adicdo de dleos essenciais em produtos
cosmeéticos. Isso se deve a complexidade desses 6leos, que permitem formulacdes mais
sofisticadas, com atividade bioldgica, aromas fortes e caracteristicos e também a imagem de
“marketing natural”, que esta cada vez mais presente nesse ramo

A importante atividade antimicrobiana exibida por alguns 6leos essenciais quando testados
sobre forma de vapor ou emulsificados levou varios autores a propor 0 uso desses 0leos como
agentes conservantes para preparacdes cosméticas, sozinhos ou em conjunto com outros
conservantes. Foi sugerido o uso dos 6leos essenciais de canela, tomilho, liméo, pinho e trevo;
pois além de oferecer um aroma prazeroso, podem também garantir prote¢do contra bactérias

e fungos. *
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2 REVISAO DE LITERATURA

A industria de cosméticos é um dos setores da economia que vem crescendo muito nos
ultimos anos, tendo faturado no ano de 2004 valores na ordem de R$ 13 bilhGes. Uma das
caracteristicas desta industria € a necessidade continua de pesquisas em toda a cadeia
produtiva e a introducéo de inovacdes em suas linhas de produto.? A indistria de cosméticos
engloba os setores de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, e conforme Garcia e Furtado®,
caracteriza-se pela necessidade continua de pesquisas de novos insumos e introducdo de
inovagdes em suas linhas de produtos.

O consumidor tem se tornado cada vez mais exigente e mais criterioso com a qualidade do
produto que consome. E crescente a sua preocupacdo em fazer uso de produtos menos
agressivos de origem natural ou o mais proximo possivel desta origem. Esta € a realidade a
qual estd submetida, também, a inddstria cosmética; formulacdo de produtos naturais,
portanto a ndo inclusdo de matérias primas sintéticas para, por exemplo, conservacdo do
produto final. *

Conforme Lopes®, a multiplicacdo dos centros de pesquisa e desenvolvimento passa a
ofertar cada vez mais novas tecnologias e produtos que se tornam obsoletos rapidamente. Este
ambiente majora consideravelmente o consumo, levando ao aumento da exploracdo dos
recursos naturais ao mesmo tempo em que eleva o descarte dos produtos considerados
ultrapassados.

Segundo Chorilli et al.® cosméticos sdo preparaces constituidas por substancias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas,
l&bios, 6rgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o
objetivo exclusivo ou principal de limpéa-los, perfuméa-los, alterar sua aparéncia, corrigir
odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado. Os cosméticos, de acordo com
o0s artigos 3° e 26° da Lei 6.360/76 1 e 3° 49° e 50° do Decreto 79.094/77, podem ser
enquadrados em quatro categorias: produtos de higiene, cosmético, perfume e produto de uso
infantil. Pelo grau de risco que oferecem sdo classificados em grau 1 (produtos com risco
minimo) e grau 2 (aqueles com risco potencial), visando a finalidade do uso do produto, areas
do corpo abrangidas, modo de usar e cuidados a serem observados quando de sua utilizag&o.

Pelo fato dos produtos estarem susceptiveis a exposicdo a algum tipo de contaminacéo, é
aconselhdvel fornecer alguma resisténcia ao crescimento microbiano. Para inibir o

crescimento de organismos residuais e prevenir o crescimento de qualquer outra futura
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contaminacdo, devem ser adicionados nos produtos, agentes quimicos antimicrobianos,
conhecidos como preservantes. ’

Preservantes sdo substancias com acdo bactericida e/ou fungicida adicionadas a produtos
de higiene pessoal, perfumes, cosméticos e alimentos com o objetivo de inibir o crescimento e
proliferacdo de microrganismos, tanto para proteger os consumidores quanto para manter a
integridade do produto. Mudancas na coloragdo, odor, consisténcia de um produto pode ser
indicios de contaminacdo microbiologica. Para evitar essas alteracdes, a escolha do
conservante tem que ser realizada conforme as caracteristicas da formulacdo como:
susceptibilidade &  contaminacdo,  caracteristica  fisico-quimicas e  possiveis
incompatibilidades. Um conservante ideal precisa ter algumas especificidades como: amplo
espectro de atuacdo, ser efetivo em baixas concentraces para evitar alergias e intoxicacoes,
ser soluvel em meio aquoso, ser estavel em temperatura ambiente e pH neutro e ndo alterar as
caracteristicas do produto.®

Apesar de ndo desejavel, ha relatos na literatura de reacSes adversas a cosméticos.
Viglioglia & Rubin® dividem as reacdes adversas a cosméticos em: reaces irritativas:
imediatas (ex: hidréxido de sdédio) ou acumulativa (ex: tensoativos); reacBes alérgicas ou
sensibilizantes: dermatite de contato (ex: por principios ativos, veiculos, conservantes) ou
granuloma alérgico (ex: zirconio); dermatites por fotossensibilizagdo: fototoxia ou fotoalergia;
reacOes sistémicas: por inalacdo (ex: fragréncias) ou por absorcdo percutanea (ex: persulfato
de amonio); reacdes fisicas e outras: por oclusédo (ex: foliculite por 6leos); acdo carcinogénica.

Hernandez & Mercier-Fresnel*°

relatam que reacdes adversas a cosméticos podem ser
ocasionadas principalmente pelos conservantes usados em formulages.

A natureza oferece uma infinidade de matérias primas que sdo potencialmente uteis para
aplicacdo em produtos de cuidados pessoais.” Por definicdo, condimentos e especiarias sdo
produtos aromaticos de origem vegetal, empregados principalmente para conferir sabor aos
alimentos. Além desta utilidade possuem também propriedades antimicrobianas, antioxidantes
e medicinais e existem aproximadamente 70 condimentos diferentes, cultivados e utilizados
em todo mundo.'

Vaérios estudos tém comprovado o efeito de compostos isolados extraidos de dleos
essenciais de plantas que atuam como fungicidas naturais inibindo a atividade fungica e, um
nGimero significativo destes constituintes tem se mostrado eficaz.™

Conforme Novacosk e Torres®, os 6leos essenciais contidos nas plantas aromaticas sdo
responsaveis pelos diferentes odores que emanam das plantas. Sdo complexos naturais de

moléculas volateis e odoriferas, sintetizadas gracas a energia solar pelas células secretoras das
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plantas aromaticas, e se apresentam como uma substancia liquida e oleosa chamada 6leo
essencial. Os 0leos essenciais podem conter diversas moléculas diferentes e em proporcées
perfeitamente adaptadas umas as outras. S&o muito utilizados na industria cosmética, na
perfumaria e na aromaterapia (técnica terapéutica que utiliza os 6leos essenciais em
massagens, inalagdes e banhos aromaticos). Muitas indUstrias estdo pesquisando os 6leos
essenciais como fontes alternativas, mais naturais e menos nocivas ao meio ambiente. A
evaporacdo das esséncias da superficie das plantas € considerada um mecanismo de defesa
contra as bactérias e fungos além de mecanismo de aproximacdo de insetos e passaros
polinizadores, garantindo a sua reproducdo. E interessante perceber que em uma época na
qual se prima a “alta tecnologia”, os estudos se voltem para a Mae Natureza e desconfiem dos
produtos sintéticos. Sabe-se que alguns Oleos aromaticos apresentam propriedades anti-
sépticas em diversos graus devido a sua riqueza quimica em fendis, aldeidos e alcoois.

As especies Achillea millefolium L. e Thymus vulgaris L., conhecidas como mil-folhas e
tomilho produzem 6leo essencial com atividade inseticida. A primeira produz Oleo de
coloracdo azul pela presenca de sesquiterpenos azulénicos, sendo seus compostos majoritarios

1.1* Sobre o 6leo essencial

0 azuleno e o germacreno-D; a segunda é rica em carvacrol e timo
de Thymus vulgaris L., inGmeras cita¢des cientificas apoiam as propriedades antimicrobianas
e o classificam entre os 6leos essenciais como 0 mais potente a esse respeito. A eficécia foi

atribuida principalmente ao timol e carvacrol.™

OH

OH

Timol Carvacrol

Fia. 1 — Estrutura auimica das moléculas de Timol e Carvacrol.
Fonte: Beginning Cosmetic Chemistry, 3. ed. - Schueller, R. & Romanowsky, P.

Em termos de seguranca, o 6leo de Thymus vulgaris L. deve ser usado com cuidado em
produtos cosméticos de aplicacdo tdpica, por causa do seu potencial efeito caustico na pele. A

concentracdo maxima de timol de 0.15% em produtos de aplicacdo tépica é recomendada. *°
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Em um estudo anterior, o potencial carater irritativo do éleo de Thymus vulgaris L. foi
investigado na pele de voluntarios saudaveis por métodos ndo invasivos de bioengenharia.

Apdbs um bem padronizado e repetitivo método de exposicéo da pele, ndo foram observados
sinais de irritacdo para uma concentracdo de 5% do 6leo essencial de tomilho, nas mesmas

formulacdes como aquelas aqui utilizadas. *’
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Extracdo do oleo essencial de Tomilho.

O oleo essencial foi extraido em parceria ao Centro de Fitotecnia da APTA (Agéncia
Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios), que realizou o cultivo, colheita e selecdo dos
ramos de Thymus vulgaris L. para a extragdo do seu 0leo.

O processo utilizado foi de extracdo a vapor, atraves de um destilador especifico para
Oleos essenciais. Foram separados 582 gramas do vegetal recém-colhido, no periodo da tarde,
do dia nove de Abril 2012. A planta foi colocada dentro do destilador, e logo em seguida
coberta completamente com agua, deixando cerca de 10 centimetros a mais de agua sob o
vegetal.

Lacrou-se o destilador com a sua tampa especifica, de maneira a evitar perda de material, e
o0 aparelho foi levado ao aquecimento a uma temperatura de 100°C.

Por volta das 16 horas e 30 minutos o processo de extracdo comecou, quando a primeira
gota do 0leo essencial se depositou no coletor. Apds esse momento, cronometrou-se o tempo
de 1 hora. Ao final do processo, foram extraidos 9 gramas do 6leo essencial puro, e 0 produto
foi armazenado em um vidro ambar de 10 gramas com batoque plastico e tampa de rosquear,

previamente limpos.

L

Fig. 2 — Ramos de Tomilho (Thymus vulgaris L.). Fig. 3 — Extracdo do 6leo essencial de tomilho.



3.2 Emulsodes.

As emulsdes utilizadas nesse trabalho foram preparadas com o minimo possivel de
ingredientes, para evitar possiveis interferéncias. As matérias primas foram adquiridas de
fornecedores confidveis e estavam lacradas, como também toda a vidraria e utensilios foram
esterilizados, para que assim pudessem reduzir as chances de contaminagdo microbiana
acidental.

Foram preparadas 250g de emulsdo simples a base de agua, alcool ceto estearilico, acido

estedrico e cocoamido propilbetaina.

FORMULACAO:

Alcool Ceto Estearilico..............c.......... 32%
Acido EStEArico.........ocvvveerererieereennn, 13%
Cocoamido Propilbetaina...................... 7%

Agua Destilada...........cccccevrrereereennne, 48%

Fig. 4 — Formula de emuls&o base.

Apos a fabricacdo dos 2509 dessa Emulsdo, a mesma foi dividida em 5 frascos plasticos
de 50 gramas, previamente esterilizados por 6xido de etileno, segundo o fabricante. As

emulsdes foram fabricadas no dia 26 de Outubro de 2012.

Fig. 5 — Preparo das Emulsdes. Fig. 6 - Formacao da Emulsao.
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3.4 Conservantes Sintéticos.
Para abranger os mais diversos tipos de conservantes usados na industria cosmética, foram

selecionados quatro conservantes sintéticos de trés diferentes classes quimicas.

3.4.1Parabenos:

Esses compostos quimicos sdo os ésteres do &cido 4-hidroxibenzdico de cadeia curta, com
uma hidroxila ligada ao anel benzénico. Foram selecionados dois representantes dessa classe,
0 primeiro mais hidrofilico e o segundo mais lipofilico, os dois aplicados em conjunto
promovem uma protecdo da fase aquosa e oleosa simultaneamente.

1° Metilparabeno (IUPAC: 4- hidroxibenzoato de metila).

2° Propiparabeno (IUPAC: 4- hidroxibenzoato de propila).

A soma desses conservantes ndo deve ser superior a 1,0% da Formulag&o. Encontram-se na
forma de pd cristalino branco, e para a aplicacdo foram diluidos em quantidade suficiente de

alcool etilico 96°GL.

OH
@) O
H3C/ | ch/\/ \{O/

Fig. 7 — Metilparabeno. Fig. 8 — Propilparabeno.

Fonte: Beginning Cosmetic Chemistry, 3. ed. - Schueller, R. & Romanowsky, P.

3.4.2 Derivados Fendlicos:

O composto escolhido para representar essa classe quimica tem uma boa aceitabilidade e é
bastante utilizado nesse setor. O Triclosan (IUPAC: 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)pheno) ,
foi o composto selecionado, e pode ser aplicado em emulsdes nas concentracfes de 0,1 a
1,0%. Apresenta-se na forma de pd cristalino branco, e para sua aplicacdo também foi diluido

em alcool etilico 96°GL.

Cl OH

Cl Cl
Fig. 9 — Triclosan.

Fonte: Beginning Cosmetic Chemistry, 3. ed. - Schueller, R. & Romanowsky, P.
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3.4.3 Bisguanidas Catibnicas:

Foi selecionado o Digluconato de Clorexidina (IUPAC: N',N"""-hexane-1,6-diylbis[N-(4-
chlorophenyl)(imidodicarbonimidic diamide). Essa substancia possui uma excelente
aceitabilidade, é praticamente atdxica, sua concentracdo pode ser de até 1% nesse tipo de

formulacdo. Apresenta-se na forma liquida, de coloracdo incolor a amarelo palido.

HN NH
HN.  »=NH HN—4  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Fig. 10 — Digluconato de Clorexidina.
Fonte: Beginning Cosmetic Chemistry, 3. ed. - Schueller, R. & Romanowsky, P.

Os conservantes foram adquiridos através de uma farmécia de Manipulacdo, todos com

certificado de qualidade do fornecedor, e aprovados para o uso.
3.5 Aplicacdes do Oleo Essencial de Tomilho e dos Conservantes & Emulséo.

As emulsdes, previamente separadas em 5 frascos esterilizados de 50 gramas, foram
submetidas a aplicacdo dos conservantes sintéticos e também ao 6leo essencial de Tomilho.

Aplicou-se 1,0% de parabenos, o que equivale a 0,5 gramas de conservante para 0s 50
gramas do produto. Pelo fato da fase aquosa ser mais susceptivel a contaminagdo microbiana,
0 Metilparabeno (Hidrofilico) é sempre aplicado em maior quantidade, no caso 0,3 gramas
(60% dos conservantes totais da amostra). A quantidade de Propilparabeno aplicado foi 0,2
gramas (40% dos conservantes totais da formula). Ambos foram pesados no mesmo
recipiente, e diluidos em quantidade suficiente de alcool etilico 96 ° GL, para uma melhor
homogeneizacdo a formula emulsionada.

Aplicou-se 1,0% de triclosan, 0,5 gramas, previamente diluido em quantidade suficiente de
alcool etilico 96°GL, ao seu respectivo frasco, e em seguida o produto foi muito bem

homogeneizada.



Aplicou-se 1,0% de digluconato de clorexidina, equivalente a 0,5 gramas, diretamente ao
frasco contendo 50 gramas emulsdo e realizou-se muito bem a homogeneizagéo.
Aplicou-se 5,0% (2,5 gramas) do Oleo essencial de tomilho diretamente ao recipiente

contendo 50 gramas de emulséo e realizou-se a completa, e uniforme, homogeneizacao.

S0
=
s -

, = - v
- 2 e
PARABENOS [cLorEXIDINA

Fig. 12 - Emulsdes contendo os diferentes conservantes.

3.6 Antibiograma dos Conservantes.

Esse procedimento foi realizado a fim de verificar o potencial e espectro de acdo do 6leo
essencial de Tomilho, quando aplicado sob sua forma pura sob as col6nias microbiolégicas,
para que pudéssemos descobrir se a forma emulsionada interferiria ou ndo na acéo
conservante dessa substancia.

Para minimizar as chances de conclusdes erradas, o teste foi realizado em duplicata, 0s
materiais utilizados foram esterilizados em estufa a 150°C por 2 horas, 0s meios de cultura e a
solucdo salina foram autoclavados antes do uso (a 134°C por uma hora), 0 processo de

suspensdo das coldnias em solucdo salina foi realizado dentro da area de seguranca da chama
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proveniente do bico de Bunsen, e o esfregaco foi realizado dentro do aparelho de fluxo
laminar.

Prepararam-se duas placas de Petri para cada um dos quatro microrganismos, totalizando
oito placas. O meio de cultura de escolha para a realizacdo desse teste foi o Meller Hinton,
uma vez que facilita permeacdo dos produtos testados no meio, sem interferir na acéo, e por
ser 0 meio padronizado para o teste de susceptibilidade antimicrobiana.

Para realizar o esfregaco de cada microrganismo, precisou-se preparar uma Suspensao
direta das colbnias, ja entdo cultivadas. Essa suspenséo foi preparada em solucéo salina 0,9%,
até obter uma turbidez correspondente a 0,5 da escala de McFarland, aproximadamente 1,5 X
10° unidades formadoras de coldnias (UFC)/ml, padrdo estabelecido pela da Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.

Fiao. 13 — Escala de McFarland.

Dentro do aparelho de fluxo laminar, foram realizados os indculos dessas suspensdes as
placas de petri contendo o meio de cultura ja pronto. Com o auxilio de um swab, foram feitas
estrias superficiais seguindo a técnica de esgotamento de inoculo, a placa foi totalmente
preenchida por estrias.

Fig. 14 — Estrias em agar Mueller Hinton.

A técnica de antibiograma escolhida foi a de disco-difusdo (Método de Kirby-Bauer), que

consiste em colocar pequenos discos de papel filtro, impregnados com a substancia a ser
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analisada, em diferentes zonas da placa contendo o meio de cultura. Havera a difusdo dos

antimicrobianos ao redor de cada disco, e um halo de lise se tornara visivel.

Fia. 15 — Principios do método de Kirby Bauer.

Fonte: www.anvisa.gov.br

O antibidtico usado para efeito comparativo foi a Lomefloxacina , e o antifungico foi a
Nistatina. Usaram-se discos prontos ja vendidos em Kkits de antibiograma, para a observagdo
do surgimento do halo, caso o ¢leo de tomilho ndo formasse um halo visivel.
Impregnaram-se discos de papel filtro com 6leo essencial de tomilho e esses discos foram
colocados na parte superior das placa contendo as estrias. Na parte inferior, foram colocados
os discos do antibidtico, para Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginos, e Escherichia
coli. Os discos de antifungico foram usados apenas para a Candida albicans.

Apdbs todo esse processo, as placas foram colocadas em estufa de crescimento por um

periodo de 48 horas a uma temperatura de 37°C.

Fig. 17 — Antibiogramas Prontos.
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3.7 Teste de Desafio — “Challenge Test”.

O teste de desafio consiste na contaminacdo proposital do produto com carga de

microrganismos especificos, e também no monitoramento dos sobreviventes em intervalos de
tempo, segundo métodos e padrdo internacionalmente recomendados, para garantir um
produto final seguro e estavel.’
Para a realizacdo desse teste, todos os cuidados ja anteriormente citados também foram
tomados. O teste foi realizado em triplicata para cada microrganismo utilizado, em cada
formulacdo testada, foram testadas as emulsdes com conservantes sintéticos, a emulsdo
contendo o 0Oleo essencial e a emulsdo sem conservantes.

Foi preparada uma suspensdo com os microrganismos (diferentes suspensdes para cada
espécie usada), essa suspensdo foi diluida em solucgdo salina até obter o grau de turbidez igual
a 0,5 na escala McFarland que equivale a aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL ou 10° esporos
ou células de fungos por grama ou mL de formulacdo. Foram transferidos 0,5mL dessa
suspensdo para um recipiente contendo 20g da emulsdo cosmética contendo o 6leo essencial
de tomilho, e realizou-se a homogeneizagao.

Em seguida, pesou-se 1,0 g dessa emulsdo contaminada em um tubo de ensaio esteéril e
adicionou-se 9,0 ml de solucdo salina estéril, sob agitacdo manual constante, obtendo a
primeira diluicdo (10™). A partir dessa diluicdo foram feitas diluicdes seriadas, obedecendo &
mesma proporcdo (1,0 mL da suspensdo 10™ + 9mL de solucéo salina, dando sequéncia as
diluicBes até obter a 10%). A partir da ultima diluicdo (107 foram retiradas aliquotas de 0,5
mL com pipeta de Pasteur estéril, e foram adicionadas a placas de Petri contendo o meio de
cultura especifico para cada microrganismo, esse procedimento foi realizado em triplicata. E
as placas foram colocadas em estufa a temperatura de 37° C, para o crescimento. Em paralelo,
foi realizado o controle, utilizando a mesma carga microbiana e mesmos procedimentos,
porém utilizou-se a emulsdo sem conservantes.

O agar utilizado para o crescimento de Escherichia coli foi o MacConkey, por ser
especifico para enterobactérias. O &gar Cetrimide foi o escolhido para Pseudomonas
aeruginosa. , 0 4gar Manitol foi o escolhido para Staphylococcus aureus e 0 agar Sabouraud
dextrose foi o utilizado para Candida albicans.

Esse procedimento também foi realizado para as emulsGes com conservante sintético, para

um efeito de controle.
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Fig. 18 — Método do Teste de Desafio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1 ANTIBIOGRAMA .
O resultado desse teste foi colhido apds um periodo de 48 horas, e foi bastante satisfatério.
O Oleo essencial de tomilho se mostrou um eficaz antimicrobiano, quando aplicado
diretamente sobre as coldnias, inibindo a proliferacdo de fungos e bactérias simultaneamente.
Foi possivel observar um halo de lise para todas as espécies testadas.

Legendas: T - Oleo essencial de Tomilho. A - Antibiotico ou Antifungico.
4.1.1- Staphylococcus aureus.
Essa cepa bacteriana se mostrou resistente ao antibiotico utilizado (Lomefloxacina), ndo

apresentando halo visivel. Entretanto, mostrou-se vulneravel ao 6leo essencial de Tomilho,

apresentando um halo bem nitido de 2,0 centimetros em uma placa, e 3,0 centimetros em

outra. Comprovando a eficacia dessa substancia sobre essa espécie.

Fig. 19 — Antibiograma para Staphylococcus Fig. 20 - Antibiograma para Staphylococcus

aureus. Placa 01. aureus. Placa 02.

4.1.2- Escherichia coli.

Essa cepa bacteriana se mostrou susceptivel ao Antibidtico e também ao 6leo essencial,

apresentando halos de lise bacteriana visivel para os dois produtos. O antibi6tico apresentou
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um halo de 3,5 centimetros em uma placa, e 4,5 centimetros em outra, enquanto o tomilho
apresentou 4,0 centimetros em uma placa e 2,0 centimetros na segunda, se mostrando eficaz

contra essa espécie bacteriana.

Fig. 21 - Antibiograma para Escherichia coli. Fig. 22 - Antibiograma para Escherichia coli.
Placa 01. Placa 02.

4.1.3 - Pseudomonas aeruginosa.

Essa espécie se mostrou mais susceptivel ao antibiético, apresentando halos maiores e
mais nitidos, de 4,0 e 3,2 centimetros. Entretanto, o dleo essencial também demonstrou a sua
eficacia contra essa espécie, menos nitida do que para as outras, porém suficiente, formando

halo de 2,0 centimetros na primeira placa, e 2,3 centimetros na segunda.

e
AT Sl

i

Fig. 23 - Antibiograma para Pseudomonas Fig. 24 - Antibiograma para Pseudomonas
aeruginosa. Placa 01. aeruginosa. Placa 02.
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4.1.4 - Candida albicans.

Essa levedura se mostrou susceptivel ao antifingico implantado ao meio (Nistatina),
havendo formacdo de um halo de lise de 2,4 centimetros na primeira placa e 2,7
centimetros na segunda. O 6leo essencial de tomilho também demonstrou eficicia contra

essa espécie, havendo o surgimento de um halo de lise de 3,5 centimetros na primeira

placa, e 3,0 centimetros na segunda.

Fig. 25 - Antibiograma para Candida albicans. Fig. 26 - Antibiograma para Candida albicans.
Placa 01. Placa 02.

4.2 TESTE DE DESAFIO (CHALLENGE TEST)

Os resultados desse teste foram colhidos em duas etapas, no inicio (24 horas apés a
contaminagdo das amostras) e no final (30 dias apds a contaminagcdo das amostras), e 0s
resultados foram muito semelhantes nessas duas fases.

4.2.1- Staphylococcus aureus.

Foram analisadas todas as placas preparadas com esse microrganismo, ndo houve
crescimento dessa espécie nas placas que continham a emulsdo com o éleo essencial de
Thymus vulgaris L., uma vez que ndo houve o surgimento da cor especifica para esse
microrganismo quando em agar Manitol (que se torna amarelado na presenca dessa



espécie), contudo houve o surgimento de colbnias fungicas em pequena proporcéo.
Acredita-se que esporos desse microrganismo possam ter contaminado as amostras
durante o processo de fabricacdo ou estavam presentes nas matérias primas usadas. A
emulsdo contendo o o6leo essencial de tomilho submetida ao teste ndo apresentou
alteracdes visuais ou sensitivas, tais quais coloracdo, odor e aspecto, se mantendo igual
(durante todo o teste) & amostra ndo contaminada. O que possivelmente indica a eficacia
do 6leo como conservante para Staphylococcus aureus. Ndo houve crescimento algum nas
placas dos conservantes sintéticos, bacteriano ou fungico, comprovando ainda mais a
eficacia dos mesmos. E na amostra sem conservantes houve crescimento de col6nias
incontaveis desse microrganismo, nitidamente visivel pela mudanca de coloragdo

apresentada em todos os meios de cultura testados.

Fig. 27 — Emulséo contendo 6leo essencial de tomilho em &gar manitol.

Fig. 28 - Emulsdo sem conservante em agar manitol.
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4.2.2 - Escherichia coli.

Analisou-se todas as placas preparadas com esse microrganismo, 0 agar escolhido para
essa cultura foi o MacConkey, especifico para enterobactérias, e quando em presenca de
Escherichia coli se torna violeta. Nas placas contendo a emulsdo com o 6leo essencial ndo
houve crescimento dessa bactéria especificamente. Contudo houve contaminagdo por uma
espécie fungica, novamente, podem ter vindo da propria matéria prima ou de esporos fungicos
durante os procedimentos laboratoriais. Apesar de ndo conter o crescimento de leveduras, o
6leo essencial de tomilho em emulsdo se mostrou eficaz contra a bactéria Escherichia coli,
pois ndo houve o surgimento da cor especifica no agar. A emulsdo preservada com o 6leo
essencial ndo alterou coloracdo, odor e aspecto, se mantendo igual & amostra ndo submetida
ao teste. As amostras testadas com 0s conservantes sintéticos foram suficientemente
preservadas, ndo havendo crescimento nas placas utilizadas, e se mantendo inalteradas
fisicamente, comprovando mais uma vez a eficdcia dos mesmos. E nas placas sem
conservante houve crescimento de colbnias incontaveis e especificas dessa bactéria,

facilmente observavel pela apari¢do da tonalidade violeta nas placas.

Fig. 29 - Emulséo contendo 6leo essencial Fig. 30 - Emulsdo sem conservante em
de tomilho em agar MacConkey. agar MacConkey.

4.2.3 - Pseudomonas aeruginosa.

Assim como 0s microrganismos anteriores, analizou-se todas as placas preparadas

com essa bactéria, o agar de escolha foi o Cetrimide, é especifico, e em presenca de
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Pseudomonas aeruginosa se torna esverdeado. N&o houve crescimento desse
microrganismo nas placas contendo o 0Oleo essencial de tomilho, contudo, novamente,
houve o crescimento de outro microrganismo, provavelmente fungos, que ja estavam
presentes nas matérias primas ou Seus esporos contaminaram as amostras durante 0s
processos laboratoriais. A emulsdo preservada com o 6leo essencial ndo teve alteracdes
visuais e organolépticas, se mantendo intacta. Ndo houve crescimento microbioldgico nas
placas em que se testaram as emulsfes com os conservantes sintéticos, demonstrando
novamente a acao dos mesmos. Nas placas usadas para testar a emulsdo sem conservantes,
houve crescimento dessa bactéria, novamente visivel pela mudanca de coloracdo do meio

de cultura, que se tornou esverdeado pela presenca dessa espécie.

Fig. 32 - Emulséo sem conservante em agar Cetrimide.
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4.2.4 - Candida albicans.

Foram analisadas todas as placas com esse microrganismo, verificou-se que houve
crescimento de poucas leveduras dessa espécie em duas placas de agar Sabouraud
Dextrose (meio de cultura de escolha para fungos e leveduras), com a emulséo acrescida
de dleo de tomilho, indicando que o sistema conservante ndo foi suficiente para inibir a
proliferacdo total da Candida albicans. Esse microrganismo foi suficientemente inibido
quando em contato direto com o 0leo essencial de Thymus vulgaris L, o que nos leva a
crer que a forma emulsionada possa ter de alguma maneira, interferido na acéo
antimicrobiana do 6leo. Possivelmente pela formacdo de micelas com os tensoativos,
havendo a diminuicdo do contato direto do éleo com as leveduras, e pela alta quantidade
de agua do meio, que deixam a formula mais susceptivel a esse tipo de crescimento. Em
outras palavras, 0 6leo ndo conseguiu inibir completamente o crescimento de leveduras de
Candida albicans, porém reduziu significativamente a velocidade de crescimento e a
quantidade de coldnias viaveis, quando em comparacdo a emulsdo sem sistema
conservante. Nessa emulsdo ndo protegida houve um crescimento maior e mais rapido
desse microrganismo, em todas as placas testadas. Todos os conservantes sintéticos
inibiram de maneira satisfatdria essa espécie, ndo havendo crescimento em suas placas.
N&o houve alteracdes visuais e organolépticas na emulsao preservada com éleo de tomilho
e pelos conservantes sintéticos. Contudo, houve a separacdo da fase aquosa da oleosa na
emulsdo sem preservantes testada com esse microrganismo, indicando uma alteracéo
guanto ao aspecto, que ndo pode ocorrer em um produto que serd comercializado. Nesse
caso, mesmo ndo atingindo os critérios de conservante de maneira completamente
satisfatoria, a emulsdo com o6leo de tomilho se mostrou mais resistente a proliferacao

desse microrganismo, se mantendo inalterada fisicamente.
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Fig. 33 — Emulsédo contendo 6leo essencial de tomilho em &gar Sabouraud
Dextrose

Fig. 34 — Emulsdo sem conservante em agar Sabouraud Dextrose.



5 CONCLUSAO

O dleo essencial de tomilho sucedeu em satisfazer os critérios de preservante contra cepas
bacterianas, tanto em sua forma pura (aplicada diretamente sobre as coldnias durante a
realizacdo do antibiograma), quanto em sua forma emulsionada, inibindo o crescimento das
trés espécies bacterianas testadas, em ambos os casos. O bom desempenho desse composto se
deve principalmente a sua complexidade quimica, com a presenca de compostos como o
Timol e Carvacrol, que j& sdo conhecidos pelas suas propriedades antimicrobianas.
Entretanto, o dleo ndo sucedeu completamente em satisfazer esses critérios de preservante da
emulsdo quando se tratou das leveduras de Candida albicans, quando o 6leo essencial foi
testado diretamente sobre as coldnias, durante o antibiograma, foi possivel verificar o
surgimento de um halo de lise bastante significativo para essa espécie, porém nao houve uma
completa preservacdo da emulsdo acrescida do 6leo quando submetida ao teste de desafio.

Esses resultados podem ser atribuidos a uma possivel interferéncia da forma emulsionada
na atividade do 6leo, ou a uma inadequacdo das doses empregadas, sugerindo que em
trabalhos futuros sejam usadas doses mais elevadas. A boa atividade antifingica para Candida
albicans do 6leo essencial de tomilho, observada no antibiograma, pode ser mais estudada a
fim de explorar esse potencial para tratamento de infeccOes cuténeas causadas por esse
microrganismo.

O uso de Oleos essenciais como conservantes em formulacdes cosméticas €
frequentemente desencorajado, por causa de sua acao inferior quando em comparacdo aos
conservantes sintéticos. Os 6leos essenciais possuem odor e cor caracteristicos, que podem
interferir no produto final. E também, por se tratar de substancias de origem natural, estdo
sujeitos a uma potencial perda de atividade antimicrobiana, devido principalmente a sua
volatilidade. Todavia, com formulacdes mais sofisticadas, técnicas modernas de
encapsulacdo, essas caracteristicas podem ser utilizadas a favor do produto final, em termos
de marketing e seguranca do consumidor.

Apesar de ndo satisfazer todos os critérios de maneira 100% eficaz, os resultados obtidos
para as bactérias (Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) e para
as leveduras de Candida albicans indicam que o 0Oleo essencial de Thymus vulgaris possui
uma potente atividade antimicrobiana, que pode, e deve ser mais bem estudada em trabalhos

futuros.
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