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Resumo

O oleo essencial de gengibre (Zingiber officinale) apresenta atividades farmacoldgicas relevantes, mas
sua instabilidade frente a fatores ambientais limita a aplicacdo, exigindo estratégias para maior
estabilidade e eficicia. As nanoemulsfes (NEs), sdo sistemas com particulas nanométricas, surgem
como alternativa promissora para superar essa instabilidade. Neste sentido, este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana das NEs contendo 6leo essencial de gengibre (OEG) frente
a linhagens de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A formulagéo foi preparada com 5% de OEG,
5% de tensoativos (Tween 80 e Span 80) e 90% de agua deionizada, utilizando homogeneizacdo com
Ultra-Turrax e Ultrassom. Para avaliacdo antimicrobiana foi utilizado o método de diluicdo em caldo,
com ajuste do inéculo pela escala de McFarland e contagem de unidades formadoras de colbnia
(UFC/mL). N&o houve crescimento bacteriano na diluicdo 1072 e na 1073 houve crescimento reduzido,
enquanto os controles apresentaram crescimento incontavel. Esses resultados indicam que as NEs
com OEG possuem acao antimicrobiana significativa e potencial para aplica¢cdes farmacéuticas futuras.

Palavras-chave: Gengibre. Oleo essencial. Nanoemuls&o. Staphylococcus aureus. Escherichia coli.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Salde - Farméacia
Introducéo

O Zingiber officinale, popularmente conhecido como gengibre, possui rizoma ramificado, com cheiro
e sabor picante e agradavel (Majolo et al., 2014). Os 6leos essenciais (OEs) sdo substancias volateis
de plantas aromaticas, reconhecidas por propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antifingicas
(Oliveira; Moraes, 2019). O dleo essencial de gengibre (OEG) possui compostos com importantes
atividades antioxidantes e antimicrobianas, porém sua sensibilidade a fatores ambientais e volatilidade
limita seu uso, exigindo estratégias para aumentar a estabilidade e eficacia (Singh et al., 2017). A
preparacao de nanoemulsdes (NEs) pode ser uma alternativa Util para a incorporacgéo de OEs, ja que
compostos hidrofébicos podem ser dispersos em agua em particulas nanométricas, contribuindo na
reducdo da volatilidade (Fontes et al., 2021). Esses sistemas podem contribuir para 0 aumento da
eficacia, da estabilidade e da biodisponibilidade de ativos farmacolégicos (McClements, 2011; Singh et
al., 2017). As NEs sao sistemas de emulsdo de 6leo em dgua ou 4gua em 6leo com particulas menores,
divididas em dois grupos: transparentes e translicidas (50-200 nm) e opalescentes (>500 nm) (Pires,
2016). Quanto menor o tamanho da particula de uma nanoemulséo (NE), melhor sera sua distribuicdo
e estabilidade, aumentando sua eficiéncia no transporte de farmacos ativos (Yukuyama et al., 2015).

As bactérias Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E. coli) estéo entre os principais
agentes relacionados a infec¢des e intoxicagfes em humanos (Levy et al., 2004). S. aureus é um coco
Gram-positivo capaz de produzir toxinas termoestaveis, responsaveis por casos frequentes de
intoxicagdo alimentar (Bresolin et al., 2005). J4 E. coli, uma bactéria Gram-negativa presente na
microbiota intestinal, inclui cepas patogénicas associadas a doencas como infec¢des urinarias e
gastroenterites (Prere; Fayet, 2005). A crescente resisténcia antimicrobiana desses microrganismos é
uma preocupacdo global, pois dificulta o tratamento e favorece a disseminacdo de cepas
multirresistentes (Who, 2015).

Cutrim et al. (2019) demonstraram que o OEG apresenta eficicia antimicrobiana em cepas de E.
colie S. aureus a partir de testes de difusdo de disco. Wang et al. (2020) também demonstraram eficacia
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do OEG contra as bactérias E. coli e S. aureus, o qual age destruindo a membrana das células das
bactérias, aumentando sua permeabilidade e fazendo, entdo, com que elas percam a funcao estrutural
béasica, ocasionando sua morte. Silva et al. (2018) estudaram a acdo antimicrobiana do OEG
encapsulado em fibras de proteinas ultrafinas com o intuito de aplica-lo em embalagens de queijo Minas
fresco, para assim inibir o crescimento de bactérias patogénicas, como a L. monocytogenes, durante o
armazenamento refrigerado, e o0s testes demonstraram 6tima acdo antimicrobiana do OEG
encapsulado frente a todas as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas estudadas. Entretanto, ainda
nao foi avaliada a eficacia de NEs contendo OEG contra cepas de S.aureus e E. coli em enfermidades
humanas.

Portanto, este trabalho teve como objetivo preparar NEs contendo OEG para, em seguida, avaliar
sua atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus e E.coli.

Metodologia
Preparo da NE contendo OEG

A NE contendo OEG foi obtida utilizando-se uma fase oleosa (FO) constituida por 5% de OE e 5%
de uma mistura de surfactantes (Tween 80 e Span 80), e uma fase aquosa (FA) composta por 90% de
agua deionizada. O processo de preparagdo ocorreu em duas etapas: primeiramente, a FA foi
adicionada gradualmente a FO sob agitacdo mecénica no Ultra-Turrax (T10 basic Ika) por 5 minutos,
seguida de homogeneizagéo por ultrassom com sonda de alta poténcia (Hielscher UP100H) por 10
minutos, operando a 60% de amplitude.

Avaliacado da atividade antimicrobiana da NE contendo OEG

A avaliacé@o da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de diluicdo em caldo, com ajuste
do in6culo segundo a escala de McFarland (0,5), conforme recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (2020) e por Silva et al. (2017), utilizando duas linhagens padrdo: E. coli (ATCC
25922) e S.aureus (ATCC 25923). As culturas foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a
35 £ 2 °C por 24 horas, sendo posteriormente transferidas para agar BHI e incubadas novamente nas
mesmas condi¢des por mais 24 horas. Inicialmente, os indculos foram preparados a partir de col6nias
isoladas cultivadas em agar BHI. Em seguida, essas coldnias foram suspensas em solu¢do salina
estéril (NaCl 0,9%) e ajustadas a turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland (=1,5 x 108
UFC/mL) para ambas as cepas. A partir dessas suspensdes iniciais (1,5 x 108 UFC/mL), foram
realizadas diluicdes sucessivas: 100 pL da suspensao foi adicionado a 9.900 pL de solucédo salina
estéril, obtendo-se uma diluicdo 1072. Em seguida, 300 pL dessa diluicao foram transferidos para 29.700
pL de caldo Mueller-Hinton (CMH), resultando em uma dilui¢éo final de 107 para cada microrganismo.

Para cada suspenséo diluida (10™ em CMH), retirou-se 3 mL e adicionou-se 1 mL da NE contendo
OEG. Ap6s 24 horas de incubacgéo, foram preparadas diluigBes seriadas (1072 e 1072) para a avaliacéo
microbiolégica. Em seguida, 100 pL de cada diluicdo foram semeados em duplicata em placas de agar
Caseina, utilizando alca de Drigalski para espalhamento uniforme. Foram incluidos controles de
crescimento (inéculo + meio de cultura) e controle de esterilidade (apenas CMH). As placas foram
incubadas a 35 °C por 48 horas. ApGs esse periodo, realizou-se a contagem de colénias para
determina¢éo da concentra¢éo em Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro (UFC/mL), utilizando
a formula (1):

(n° de UFC x fator de dilui¢do)
(aliquota de plaqueamento)

UFC/mL = )

Resultados
Preparo das NEs contendo OEG
As NEs contendo OEG foram preparadas conforme Figura 1, a qual ilustra a homogeneizacgéo inicial

com Ultra-Turrax e a mudanca no aspecto da NE apds o uso do ultrassom, indicando que o
equipamento promove alta taxa de cisalhamento, reduzindo o tamanho das particulas das NEs.
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Figura 1 - Mudancas nas caracteristicas fisicas das NE;
(a) ap6s 5 minutos de homogeneizagdo com Ultra-Turrax e (b) apds 10 minutos de Ultrassom.

@) (b)

Fonte: Elaborado pelas proprias autoras.

Avaliacéo da atividade antimicrobiana da NE contendo OEG

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana da NE contendo OEG, prepararam-se solu¢des nas
diluicbes 1072 e 1072 (Figura 2), contendo a NE, a partir de uma diluicdo inicial de 107 obtida de
suspensdes com concentragao de 1,5 x 108 UFC/mL das bactérias S. aureus e E. coli.

Figura 2 - Solucdes contendo as cepas dos microrganismos e NE com OE de gengibre.
(a) contendo S. aureus (b) contendo E. coli.
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Fonte: Elaborado pelas proprias autoras.

Aliquotas de 100 pL dessas diluicdes foram semeadas em duplicata em placas de agar Caseina,
utilizando-se alga de Drigalski para espalhamento uniforme. Além dessas, foram preparadas placas-
controle de crescimento (inéculo + meio de cultura). As placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas,
e os resultados do crescimento microbiano estdo apresentados na Figura 3 para S. aureus e Figura 4

para E. coli.

Figura 3 - Resultados das placas de S. aureus
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Fonte: Elaborado pelas préprias autoras.

Figura 4 - Resultados das placas de para Escherichia coli.
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Fonte: Elaborado pelas préprias autoras.
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Para ambas as linhagens testadas na diluicdo 1072, ndo houve crescimento microbiolégico,
indicando que, nessa concentracdo, a NE contendo OEG foi capaz de inibir completamente o
crescimento bacteriano. Na diluicdo 1073, observou-se crescimento de colbnias em ambas as cepas
com a média de 9 e 43,5. O média d UFC/mL foi de 2,2x10* para S. aureus, e 4,5x103 para E. coli. A
Tabela 1 apresenta a contagem de colbnias (UFC) por placa, e os resultados de UFC/mL obtidos com
base na Féormula (1).

Os resultados observados nas diferentes diluigBes demonstram o impacto da concentracdo da NE
com OEG. Na diluicdo 1072, que é a menos diluida, tem a maior concentracdo de NE contendo OEG,
que foi eficaz em inibir o crescimento bacteriano, resultando na auséncia de coldnias. Por outro lado,
na diluigdo 1073, que é a mais diluida, tem a menor concentragdo de NE contendo OEG, possibilitou o
desenvolvimento bacteriano, com a formacao de col6nias visiveis. Esses resultados corroboram a acédo
antimicrobiana da formulacéo, evidenciando que a restricdo do crescimento de microrganismos esta
diretamente relacionada a quantidade de OEs presente nas amostras.

Tabela 1 - Contagem de Unidades Formadoras de Coldnia por placa.

Contagem de colbnias (UFC) por placa UFC/mL
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
0 0
-2
10 0 0
102 8 13
10 74 4,5x103 2,2x10*
Controle 1072 Incontaveis
Controle 1073 Incontaveis

Fonte: Elaborado pelas préprias autoras.
Discusséo

No estudo realizado por Noori et al. (2018) foi utilizado NEs contendo o OEG junto de um polimero
(caseinato de sodio) para estudar se o filme formado por esses dois teria acdo antimicrobiana no
armazenamento de frangos frescos. A partir do uso do teste de disco de difuséo, eles obtiveram
resultados significativos da inibicdo das bactérias S. typhimurium e L. monocytogenes por compostos
bioativos do OE presente na NE, com halos de inibicdo de 8,66 £+ 0,94 mm e 10,33 £+ 0,93 mm,
respectivamente.

Em outro estudo, feito por lbrar et al. (2022), foi testada a NE com OEG contra bactérias Gram-
positivas (B. spizizenii e S. aureus) e Gram-negativas (E. coli e S. enterica) com ensaio de disco difusdo
em placa e comparada com o controle positivo do sulfato de neomicina (antibiético). Tendo como
resultado halos de inibicdo da NE com média de 25,99 mm enquanto a do sulfato de neomicina foi de
13,78 mm, mostrando assim a eficacia das NEs para suprimir o crescimento desses microrganismos.

Os resultados deste trabalho sdo preliminares e serdo importantes para elencar uma formulagéo de
NE contendo OEG, com caracteristicas fisico-quimicas adequadas, que podera ser utilizada para
estudos posteriores de eficicia para possiveis doengas causadas por microrganismos.

Conclusao

As NEs mostram-se como sistemas promissores ja que proporcionam elevada estabilidade do OEG
pela sua encapsulacdo em escala nanométrica. Neste estudo, foi desenvolvida uma NE contendo o
OEG, utilizando tensoativos e técnicas combinadas de Ultra-Turrax e ultrassom.

Os resultados evidenciaram atividade antimicrobiana significativa contra E. coli e S. aureus, com
reducdo drastica ou auséncia de unidades formadoras de colénias (UFC) nas placas tratadas com a
nanoemulsdo, em comparac¢ao com os controles. Esses achados demonstram que a NE contendo OEG
apresentou acao antimicrobiana significativa, evidenciando seu potencial como estratégia eficaz para
controle de microrganismos e aplicag6es farmacéuticas futuras, promovendo melhor incorporacéo do
Oleo, reduzindo sua volatilizagao e potencializando sua eficacia.
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