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RESUMO: As exigéncias do mercado consumidor induzem a indUstria cosmética a formular
produtos seguros cada vez menos agressivos e naturais. Durante a formulacéo para tais apelos a
dificuldade maior encontra-se em conservar o produto final. Com este objetivo avaliamos os 6leos:
de copaiba, alecrim, melaleuca, alho, andiroba; prépolis, e dois ingredientes de origem natural:
um ingrediente multifuncional extraido de folhas de oliva e o farnesol que estdo disponiveis e séo
fornecidos & inddstria cosmética, com a finalidade de comprovar a acédo dos mesmos. O método de
escolha foi o de agar em placa com orificio modificado. As cepas selecionadas foram Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e
Candida albicans (ATCC 10231). Dentre as amostras analisadas os melhores resultados foram
obtidos com os 6leos de melaleuca e alecrim que apresentaram atividade bacteriostatica e
fungistatica para as quatro cepas em questao.

Unitermos: Prépolis, 6leo de melaleuca, éleo de alecrim; éleo de copaiba, dleo de alho, éleo de
andiroba.

ABSTRACT: “Evaluation and research method for natural products inhibitory activity”. The
consumer market requirement induces the cosmetic industry to generate safer and less aggressive
products including the natural products. Within the natural products formulation process, the most
demanding challenge is the final product conservation. In order to cope with the conservation
factor, some natural oils (copaiba, rosemary, melaleuca, garlic, andiroba), propolis and two natural
ingredients (one multifunctional ingredient extracted from olive leaves and farnesol) which are
available and usually supplied to the cosmetic industry, were considered in this analysis. The
chosen method was the agar in plaque with modificed hole. The chosen microorganisms were:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027) and Candida albicans (ATCC 10231). The best results were achieved by melaleuca
and rosemary oils, which showed bacteriostatic and fungistatic activity against the four
microorganisms.

Keywords: Propolis, melaleuca oil, rosemary oil, copaiba oil, garlic oil, andiroba oil.

INTRODUCAO Um dos melhores exemplos sdo produtos
que contenham em seus constituintes, flavonodides.

O consumidor tem se tornado cada vez mais Flavonoides sdo compostos polifendlicos naturais
exigente e mais criterioso com a qualidade do produto largamente distribuidos nos vegetais superiores

que consome. E crescente a sua preocupagio em fazer
uso de produtos menos agressivos de origem natural ou
0 mais proximo possivel desta origem. Esta é a realidade
a qual estd submetida, também, a industria cosmética;
formulacéo de produtos naturais, portanto a ndo inclusao
de matérias primas sintéticas para, por exemplo,
conservacao do produto final. Neste quesito sdo poucas as
formulacBes que resistem a primeirainoculacéo quando do
Teste de Desafio do Conservante. Por tal motivo remete-
se a pesquisa de produtos extraidos de fitoterapicos e
produtos naturais com valor conhecido, comprovado ou
ndo, que sao ofertados a industria cosmética.
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(angiospermas), principalmente. Muitos deles apresentam
atividade bioldgica como, por exemplo, podem-se citar as
atividades antioxidantes, antiinflamatdria, antibacteriana
e tanante que tem um grande potencial de exploracdo na
area cosmética (Perruchon, 2002).

Cosmeéticos contendo flavonoides séo tratados
na patente japonesa 05163130 de 19 de dezembro de
1991 de autoria de Nakanishi e Hihara (Esu Efu Puran
Jugen). Produtos cosméticos contendo 1% de flavondides
em peso ja apresentam atividade microbicida e, além
disso, sdo hidrossollveis e ndo causam irritacdo cutanea
o0 que facilita sua aplicacdo cosmética (Rocha, 1994).
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Outro exemplo é a propolis contendo, por
exemplo, teor de flavondides variando entre 2,05% a
5,52% nos periodos de inverno a verdo, respectivamente,
na regido de Maringda, estado do Parana (Franco et al.,
2000). Grange e Davey (1990) e Cushnie e Lamb (2005)
mencionaram a forte ligagdo entre a concentracdo de
flavonoides e a atividade antimicrobiana que 0s mesmos
apresentam.

A propolis é utilizada popularmente no
tratamento de infecgdes, em problemas de pele e, também,
como antiviral (Kujumgiev et al., 1999) e anti ulceroso
(Reis et al., 2000; Khalil, 2006). Ela estimula o sistema
imunoldgico (Kosonocka, 1991; lvanovska et al., 1995;
Sforcin, 1996; Dos Santos et al., 2003; Khalil, 2006), é
cicatrizante em escaras de decubito (Azevedo et al., 1986)
e apresenta atividade antibidtica frente as bactérias gram
positivas (Grange; Davey 1990; Bankova et al., 1999;
Kujumgiev et al., 1999; Fernandes Junior et. al., 2005).
Possui ainda agdes anti-séptica (Azevedo et al., 1999),
antifingica, antipirética, adstringente, antiinflamatdria
(Hay; Gris, 1990; Dobrowolski et al., 1991; Ruppelt
et al., 1991; Burdock, 1998) e anestésica (Dos Santos
et al., 2003). Também possui acdo comprovada frente
ao Bacillus subtilis (Grange; Davey, 1990) e Candida
albicans (Ota et al., 2001; D Auria et al., 2003). Em
associagdo com outras plantas, serve para o tratamento de
afecgdes do trato respiratorio (Soares et al., 2006; Tavares
et al., 2006).

Complementam a pesquisa o 6leo de andiroba,
com acdo antiinflamatéria (Bloise, 2003); o6leo de
copaiba, com vérios constituintes quimicos volateis e
resinosos com acdo germicida (Bloise, 2003; Biavatti
et al., 2006) e antiinflamatéria (Falcdo et al., 2005);
6leo de alecrim, com agdo antimicrobiana, antifingica
e antisséptica (Angioni et al., 2004; Lima et al., 2006);
6leo de melaleuca, com agdo bacteriostatica frente a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Carson et al.,
1995; Faoagali et al., 1998; Hada et al., 2003) e Candida
albicans (Hammer et al., 2000 e 2003; Banes-Marshall
et al., 2001) entre outras importantes atividades levou

sua inclusdo na Farmacopéia Brasileira (Branddo et al.,
2006); 6leo de alho, com acdo antiflingica (Pai; Platt,1995;
Sovova; Sova, 2002) e antihelmintica (Amaral et al.,
2006); e como exemplo de produtos industrializados
com origem derivada natural tem-se um ingrediente
multifuncional extraido das folhas de oliva e o farnesol,
cuja acdo baseia-se no poder bacteriostatico frente ao
Staphylococcus aureus (Akiyama et al., 2002) e Candida
albicans (Ramage et al., 2002; Sato et al., 2004).

Este trabalho teve por finalidade avaliar
produtos de origem natural (6leos: de copaiba, alecrim,
melaleuca, alho, andiroba; prépolis, e dois ingredientes
de origem natural: um ingrediente multifuncional
extraido de folhas de oliva e o farnesol) quanto a sua
acdo frente a microrganismos (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida
albicans) utilizando a metodologia de agar com orificio
modificado.

MATERIAL E METODOS

Para a pesquisa da atividade antibacteriana e
antiflngica dos produtos selecionados (prépolis, dleo de
copaiba, de alecrim, de melaleuca, de andiroba, de alho,
ingrediente multifuncional extraido de folhas de oliva
e farnesol) foi realizada triagem das amostras obtidas
de fornecedores de industrias cosméticas baseada em
histérico de producéo e utilizagdo dos mesmos.

As Cepas selecionadas foram: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) e Candida
albicans (ATCC 10231) e foram obtidas do Instituto
Adolfo Lutz. Aescolha das cepas foi baseada nas analises
microbioldgicas que produtos cosméticos necessitam
para cumprir requisitos de controle de qualidade
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Os meios de cultura utilizados foram: Agar Soja
Tripticaseina, Agar Sabouraud Dextrosado, Caldo Soja
Tripticaseina e Caldo Sabouraud Dextrosado (DIFCQO®).

Tabela 1. Perfil bacteriostatico e fungistético dos produtos naturais avaliados.

Microrganismos testados

Staphylococcus Escherichia coli Pseudo_monas Candida albicans
Amostras analisadas aureus aeruginosa

Oleo de Melaleuca ++ ++ + T
Oleo de Alecrim + ++ + -
Oleo de Andiroba - - - -
Oleo de Copaiba - - - .
Oleo de Alho - - B, -
Prépolis + + - -
Ing. Mult. Ext. das folhas + N i )
de oliva (*)

Farnesol + - - -

+ halo presente <10mm; ++ halo presente entre 10 e 60mm; +++ halo presente >60mm

(*) Ingrediente Multifuncional Extraido das folhas de oliva
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Figura 1. Halo de inibi¢do para Staphylococcus aureus (esquerda) e para Escherichia coli (direita), em meio contendo

6leo de melaleuca.

Figura 2. Halo de inibicdo para Pseudomonas aeruginosa (esquerda), em meio contendo élec de melaleuca e para
Candida albicans (direita).

A metodologia empregada foi a de placa em
agar com orificio - MAPO - (Fio Cruz/INCQS, 1992),
que sofreu duas modificacdes. A primeira, onde lacrou-se
o orificio com agar em questdo para que a amostra a ser
aplicada posteriormente ndo fluisse entre 0 meio e a placa
de petri sem, no entanto, difundir pelo meio de cultura.
A segunda, onde amostras de 6leo foram preparadas
com adicdo de Tween 80 (Polissorbato 80). A utilizacdo
do Tween 80 no preparo das amostras em dleo, teve
por finalidade diminuir a tensdo superficial no contato
do oleo (caracteristica apolar) com o meio de cultura
(caracteristica polar) com a finalidade de permitir difuséo
pelo &gar.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados estdo expostos na
Tabela 1 e serdo discutidos na ordem apresentada:

O 6leo de melaleuca apresentou atividade
bacteriostatica e fungistética frente aos microrganismos
pesquisados e foi entre as amostras testadas uma das que
melhor desempenho apresentou.

De acordo com os estudos de Carson et al.
(1995), esperavam-se bons resultados frente a E.
coli e ao S. aureus. O método utilizado por eles foi
diferente do abordado nesta pesquisa, mas 0s resultados
foram convergentes. Com a utilizagdo do MAPO
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Figura 3. Efeito fungistatico do dleo de alecrim frente a Figura 4. Efeito bacteriostatico frente a Staphylococcus

Candida albicans.

pode-se observar (Figura 1.) a susceptibilidade destas
cepas quando em contato com o 6leo de melaleuca.
Concordéancia também foi observada com os resultados de
Hada et al. (2003), que comprovaram a susceptibilidade
de S. aureus. O efeito frente a Pseudomonas aeruginosa
(Figura 2.) foi muito sutil quanto a producdo de halo
de inibi¢do pelo MAPO o que converge também com o
estudo de Longbottom et al. (2004), que comprovaram
a tolerancia da P. aeruginosa frente ao 6leo. Hammer et
al. (2004) verificaram, em seus estudos, que alteracdes
nas propriedades de membrana da Candida albicans
(Figura 2.) desencadearam o processo de inibicdo, sendo
possivelmente uma explicagdo para a produgéo de halo
de inibi¢do pelo método em questao.

O 6leo de alecrim tem importante papel como
antimicrobiano e antifingico devido a sua composicao
guimica (Angioni et al., 2004). Na pesquisa realizada com
0 MAPO obteve-se efeitos bacteriostaticos frente as trés
cepas testadas e efeito fungistatico frente a C. albicans,
sendo o melhor resultado o efeito fungistatico observado.
Como pode-se notar na figura 3, a aliquota aplicada foi
capaz de provocar inibicéo total da levedura.

As amostras de O6leo de andiroba, Copaiba
e alho ndo apresentaram atividade bacteriostatica e
fungistatica frente aos microrganismos testados. Quando
se incluiu o éleo de andiroba, o objetivo foi pesquisar
uma possivel atividade bacteriostatica ou fungistatica.
O 6leo de andiroba vem sendo muito utilizado pela
indUstria cosmética e uma atividade conservante seria
muito positiva para sua aplicacdo. J4 os dleos de copaiba
e de alho tém cientificamente comprovados os apelos
propostos por este trabalho. O 6leo de copaiba possui o
beta carofileno, principio ativo que tem agdo germicida
(Bloise, 2003) e, portanto, deveria provocar resultado
positivo (producdo de halo de inibi¢&o). O dleo de alho
tem a¢do antifingica comprovada (Pai; Platt, 1995) e acdo
antibacteriana e antiviral consagradas pelo uso popular.
Com o uso do MAPO tais apelos ndo foram observados.
Né&o houve producédo de halo de inibicdo com nenhum

aureus, em meio contendo farnesol.

dos microrganismos testados, e sugerimos uma possivel
degradacdo de compostos com tal atividade. N&o foram
objetivos do trabalho as analises fisico-quimicas das
amostras, talvez estas seriam a chave para esta incoeréncia
nos resultados obtidos com os 6leos de copaiba e alho.

A prépolis apresenta eficiente atividade frente
a bactérias gram positivas e atividade reduzida frente
a bactérias gram negativas (Grange; Davey, 1990;
Bankova et al., 1999 e Kujumgiev et al., 1999). Com a
metodologia em questdo obtivemos presenca de halo de
inibicdo para a cepa de S. aureus (bactéria gram positiva)
e de E. coli (bactéria gram negativa) e auséncia de halo
de inibigdo para P. aeruginosa (bactéria gram negativa).
Para a cepa de C. albicans temos a¢cdo comprovada, como
antimicrobiano, da prépolis (Ota et al., 2001 e D" Auria
et al., 2003). A prépolis tem seu efeito na atividade
extracelular da fosfolipase (inibindo a enzima) e adesdao
fangica nas células epiteliais (D" Auria et al., 2003). No
presente experimento tal acdo ndo pdde ser observada.
A hipotese para esta divergéncia situa-se na diferente
composi¢do que a propolis poderia vir a ter devido a
fatores climaticos, ambientais e sazonais (Sforcin et al.,
1996 e 2000).

O ingrediente multifuncional extraido das
folhas de oliva é uma rica mistura de bioflavondides
e polifendis, cujas propriedades sdo anti-radicais
livres, antioxidante, bacteriostatico e fotoprotetor. Os
resultados, com a utilizagcdo do MAPO, ndo evidenciaram
a atividade bacteriostatica sugerida pelos fabricantes.
Esta divergéncia pode estar relacionada a possivel
instabilidade do produto em questéo, degradacéo de algum
de seus componentes fundamentais para a atividade, ou
estar a baixo da sensibilidade do método. Lembrando-se
gue as matérias primas utilizadas como amostras foram
conservadas como sugere o fabricante.

O farnesol (3,7,11-trimetil-2,6,10-dodecatrion-
1-ol), utilizado como agente bacteriostatico em sabonetes,
desodorantes e produtos para o tratamento da pele, é
obtido através do bisabolol (a,4-dimetil-a-(4-metil-3-
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pentenil)-3-ciclohexano-1-metanol). O farnesol pode ser
obtido do 6leo de flor de tilia, 6leo de gréos de almiscar,
6leo de neroli, 6leo de petitgrain ou 6leo de cabrelva
(Spitik, 1994).

O efeito bacteriostatico do farnesol ja foi
constatado em 1975 no Instituto Bacterioldgico do
Allgemeines Krankenhaus Heiss. Com auxilio do indice
de Crescimento de Contato (Teste ICC), foi constatado
que o farnesol em concentracdo de 0,3% consegue inibir
o0 crescimento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e corinebactérias e que este efeito pode
prolongar-se por aproximadamente 6 horas (Spitik, 1994).
O Farnesol também é um adjuvante promissor frente as
infecgdes dérmicas por S. aureus que foram tratadas com
beta lactamicos (Akiyama et al., 2002). Com o método
em questdo obteve-se resultado satisfatério frente a cepa
de S. aureus convergindo com a literatura cientifica.

CONCLUSAO

Com o Método de placa em Agar com Orificio
Modificado obtivemos resultados convergentes, em sua
quase totalidade, com os apresentados pela literatura
cientifica disponivel. Tornou-se um método rapido, de
baixo custo quando em comparagdo a outros métodos
oferecidos e de facil realizagdo. Apresentou divergéncia
em determinados resultados quando comparado com
metodologias consagradas devida ao método ou as
amostras analisadas que poderiam ndo ter aconcentragdo e
pureza de ativos produtores dos efeitos bacteriostaticos e
fungistatico esperados. Nao foram realizados doseamento
e determinacdo de pureza dessas amostras. Os dados foram
extraidos de andlises realizadas por outras instituigdes.

O desempenho dos produtos analisados, em sua
maioria, convergiu com os resultados de experimentos
anteriores publicados em literatura cientifica.

Dentre os produtos analisados os melhores
desempenhos foram alcancados com o 6leo de alecrim e
com o dleo de melaleuca.
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