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ABSTRACT

The inhibition of growth of microorganisms due to the bacteriostatic or fungistatic effect of the formulation may cause
a false-negative result in microbiological analysis. Thus, the evaluation of the inhibitory capacity of the preservatives
present in the sample is critical to an effective microbiological evaluation. The tests were performed to prove the absence
of the inhibitory effect on the growth of microorganisms due to the inhibitory activity of these components. Inhibition of
the formulation preservative effect was carried out by two methods: by the addition of 0.4 % polysorbate 80 and dilution.
The sample was prepared using 10 g of each sample in 90 mL of 0.9 % saline, resulting in a 1:10 dilution. Also, it was
added 0.4 % polysorbate 80 in saline solution to neutralize the parabens and imidazolidine in the formulations. The
neutralization of the inhibitory effect was performed by using 0.4% polysorbate 80 and 1:10 dilution. It observed the
growth of the following microorganisms: Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, and Pseudomonas aeruginosa
in all samples and the positive control, meaning the inactivation of the inhibitory effect of preservatives
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RESUMO

A inibi¢8o do crescimento de microrganismos devido ao efeito bacteriostatico ou fungistatico da formulagdo pode ocasionar
um resultado falso-negativo na analise microbioldgica. Assim, a avaliagdo da capacidade inibitoria dos conservantes
presentes nas amostras ¢ fundamental para uma avaliacdo microbiologica eficaz. Os ensaios foram realizados com
objetivo de comprovar a auséncia do efeito inibitorio no crescimento de microrganismos decorrente da atividade inibitoria
desses componentes. A inibi¢do do efeito conservante da formulagdo foi realizada utilizando dois métodos: por adigdo de
polissorbato 80 a 0,4 % e por dilui¢do. Foram utilizados 10 g de cada amostra em 90 mL de salina a 0,9 %, resultando
em uma dilui¢do 1:10. Foi adicionado também polissorbato 80 a 0,4 % na solugdo salina com objetivo de neutralizar os
parabenos e imidazolidinilureia nas formulagdes. A neutralizacdo do efeito inibitorio foi realizada usando polissorbato 80 a
0,4 % e da dilui¢do 1:10. Foi observado o crescimento dos seguintes micro-organismos: Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium e Pseudomonas aeruginosa em todas as amostras e no controle positivo, significando a inativagdo do efeito
inibitorio das substancias conservantes.

Palavras chave: cosméticos; aditivos em cosméticos; estabilidade de cosméticos; parabenos; polissorbatos
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INTRODUCAO

O mercado brasileiro na area de cosméticos esta
entre os mais importantes do mundo, caracterizando uma
populagdo vaidosa que considera os produtos cosméticos
como essenciais. Esse segmento teve inicio a partir da se-
gunda metade do século XX até chegar entre os trés maio-
res mercados do mundo do inicio do século XXI (1,2).

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Hi-
giene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (3), a populagdo
brasileira ¢ uma das mais vaidosas, o que justifica a posi¢ao
do Brasil (9,5 %) atras apenas da China (9,7 %) e dos Es-
tados Unidos da América (16,1 %) no que se refere a esse
bem de consumo, estando a frente de paises como Japao
(8,6 %), Alemanha (4,2 %) e Franca (3,7 %).

Os avangos cientificos e tecnologicos em recentes
décadas permitiram um melhor desenvolvimento e controle
desses produtos. Sua fabricag@o baseia-se no binomio “efi-
cacia e seguranca”, pois além de desempenhar suas pro-
priedades, esses produtos devem ter seguranga no seu uso,
sem causar efeitos indesejaveis (4, 5).

E para garantir que esses requisitos sejam cumpri-
dos, é necessario executar testes para avaliar as condigdes
fisicas, quimicas e microbiologicas (6). A qualidade de
cosméticos e produtos farmacéuticos esta relacionada com
o grau de conformidade com os requisitos e padroes mini-
mos estabelecidos pela Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 481, de 23 de setembro de 1999, que estabelece
os limites microbioldgicos para produtos de higiene pes-
soal, cosméticos e perfumes, descritos no Quadro 1 (7,8).

Para a obtengdo de cosmético de boa qualidade mi-
crobioldgica torna-se necessario nao s a auséncia de mi-
crorganismos patogénicos, mas também a garantia que a

carga microbiana ndo patogénica seja a menor possivel e
que as concentracdes dos agentes estejam dentro das con-
centracdes legalmente permitidas.

Para atingir uma boa estabilidade microbiologica ¢
fundamental que os mecanismos responsaveis pela conta-
minagdo sejam identificados. Os meios de contaminagdo
mais comuns s30: a 4gua, 0 ambiente, o ar, a matéria-prima,
0s equipamentos ¢, principalmente, o manipulador (8, 9).

A é4gua ¢ a principal matéria-prima da industria cos-
mética (10) e a sua presenca, além de componentes organi-
cos na formulagao, favorece o crescimento microbioldgico.
Em alguns casos, estes afetam a estabilidade do produto,
devido a presenga de ions, bem como a contaminagdo mi-
crobiana, o que justifica a avaliagdo microbioldgica desses
produtos (11).

A fim de garantir a qualidade microbiologica ideal
de produtos cosméticos, a Farmacopeia Brasileira 5% edi¢ao
preconiza a realizagdo de alguns testes, entre eles a con-
tagem microbiana e a identificacdo de micro-organismos
patdgenos (12). A contagem microbiana procura determi-
nar o total nimero de micro-organismos mesofilos aerobios
totais. A identificagdo de microrganismos patdogenos apenas
identifica crescimento ou auséncia de crescimento de de-
terminados micro-organismos. Além disso, outro fator im-
portante ¢ que o método utilizado seja validado para cada
produto analisado (12,13,14). Porém, antes da realizacdo
dos testes microbioldgicos, é necessaria a neutralizagdo de
substancias conservantes ou antimicrobianas que possam
estar presentes na amostra. Esses conservantes sao utiliza-
dos em produtos cosméticos ndo estéreis para evitar o cres-
cimento microbiologico. Entre os mais conhecidos estdo
os parabenos (metilparabeno e propilparabeno), cloreto de
benzalcdnio, fenois, entre outros (15).

Quadro 1. Parametros de controle microbiolégico para os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfume, de acordo com a RDC n°

481/1999 (7)

Area de aplicagdo e faixa

Limites de aceitabilidade

a) Contagem de microrganismos meséfilos aerdbios totais , ndo mais que
102 UFC/g ou mL. Limite maximo 5 x 10?2 UFC/g ou mL

b) Auséncia de Pseudomonas aerugiosaem 1 gou 1 mL

c) Auséncia de Staphylococcus aureusem 1 g ou 1 mL

d) Auséncia de Coliformes totais e fecais em 1 g ou 1 mL

e) Auséncia de Clostridium sulfito redutor em 1 g (exclusivamente para

a) Contagem de micro-organismos meséfilos aerébios totais, ndo mais que
10% UFC/g ou mL. Limite mdximo 5 x 10° UFC/g ou mL
b) Auséncia de Pseudomonas aeruginosaem 1 g ou 1 mL

Tipo gy

P etana

Produtos para uso infantil;
1 rodutos para drea dos olhos;

produtos que entram em contato

cOm mucosas

talcos).

I Demais produtos susceptiveis a

contaminacdo microbioldgica

c) Auséncia de Staphylococcus aureusem 1 g ou 1 mL
d) Auséncia de Coliformes totais e fecaisem 1 g ou 1 mL

e) Auséncia de Clostridium sulfito redutor em 1g (exclusivamente para

talcos)
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Diversas substancias possuem a fung¢do de neu-
tralizar determinados agentes conservantes em produtos
cosméticos e farmacéuticos. Para a neutralizagdo dos pa-
rabenos, o compéndio nacional indica a utilizacdo de polis-
sorbato 80 em substitui¢do ao polissorbato 20 preconizado
pelo compéndio americano e com concentragdo 10 vezes
inferior (0,4 % p/v). Os polissorbatos, além de possuir agdo
neutralizante dos conservantes, sdo agentes emulsificantes
e sdo amplamente utilizados na produgdo de diversos pro-
dutos cosméticos (11,13,16). A neutralizacdo de substan-
cias antimicrobianas presentes na amostra ¢ necessaria uma
vez que a presenca de conservantes pode inibir o cresci-
mento microbiano, impedindo desse modo a determinagao
precisa do nimero total de colonias presente na amostra, ou
a presenca de microrganismos patogenos (17).

Assim, a avalia¢do do potencial do polissorbato 80
para neutralizar o agente conservante ¢ um fator que vai
provar a eficacia da analise microbioldgica.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
neutralizante do polissorbato 80 a 0,4 % em amostras de
duas emulsdes 6leo-em-agua, para posterior avaliagdo da
qualidade microbiologica de cosmético nos quais sdo em-
pregados.

MATERIAIS E METODOS

O objeto deste estudo foram dois tipos de emulsdes
o6leo-em-agua, uma do tipo anidnica e outra do tipo ndo i6-
nica. Os componentes de cada uma das formulagdes estao
descritos na Tabelas 1.

_
componentes

fase aquosa

EDTA sddico (Dinamica, Lote: G0743) 0,1 0,1
metilparabeno (Mcassab, Lote: Ah1511) 0,2 0,2
agua purificada 75,9 69,9
glicerina (Anastdacio, Lote: 17294) 3,0 3,0
fase oleosa

I;;;];;i)romtolueno (Dinamica, Lote: 01 01
propilparabeno (Farmos, Lote: Jj1911) 0,1 0,1
naoasiowia 160 1ag
estearato de octila (AQIA, LOTE: 20 8.0
PF40621) ’ ’
ciclometicona (Emfal, Lote: 20 20
220200190/13) ’ ’
fase complementar

solucdo de imidazolidinilureia 50% 0.6 0.6

(Akema, Lote: A15m705)

Obtencao e Padronizacio de Suspensao de Pato-
genos: Em cada tubo contendo 5 mL de caldo BHI (BD
BBL Brain Heart Infusion, Lote: 3092285) previamente
esterilizado foram inoculadas as cepas dos seguintes mi-
crorganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Pseu-
domonas aeruginosa (ATCC 9027) e Salmonella typhimu-
rium (ATCC 14028), provenientes de cultura em estoque.
Em seguida os tubos foram incubados a 37 °C durante 24
horas.

Preparo das amostras: Foram preparados 6 tubos
com 8 mL de solugdo salina 0,9 % e polissorbato 80 0,4 %;
3 tubos com 9 mL de solugdo salina 0,9 % e polissorbato 80
0,4 %; e 90 mL de solugdo salina 0,9 % e polissorbato 80 0,4
% em frasco reagente. Apds esse procedimento, os tubos e
o frasco reagente contendo os diluentes foram esterilizados
por calor umido em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Foram adicionados 10 g de cada emulsdo, separada-
mente, em bequer, ¢ adicionados 90 mL de solug@o salina 0,9
% e polissorbato 80 0,4 % previamente esterilizados, produ-
zindo uma diluigdo 1:10 apos agitacdo constante. O método
empregado foi seguido conforme descrito na Farmacopeia
Brasileira 5a ed. (12), diferindo apenas em relagdo aos com-
ponentes neutralizantes (foi utilizado apenas o polissorbato 80
0,4 %).

Avaliacio da atividade anibitoria: uma aliquota de
1 mL da suspensao de S. aureus foi transferida para dois
tubos, cada um contendo 8 mL de solugdo salina 0,9 % ¢
polissorbato 80 0,4 %. Aos tubos foi adicionado 1 mL de
cada emulsdo (anionica e nao-idnica) adiluida na propor-
¢do 1:10, separadamente. O mesmo procedimento foi reali-
zado para S. typhimurium e P. aeruginosa. Como controles
positivos, 1 mL da suspensdo de cada um dos microrganis-
mos patogénicos foi transferida, separadamente, para tubos
de ensaio, cada um contendo 9 mL de solucéo salina 0,9 %
e polissorbato 80 0,4 %.

Os tubos foram incubados a 37 °C por 24 horas em es-
tufa. Ao término do periodo de incubagio, os resultados foram
lidos pela presenca ou ndo de turvacao, indicando crescimento
pela turvagdo (microrganismos ativos) ou auséncia de cresci-
mento pela auséncia de turvac@o (microrganismos inativados).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

O resultado do teste de avaliagdo da capacidade
inibitoria dos conservantes das emulsdes revelou o cres-
cimento de microrganismos patogénicos nas emulsdes di-
luidas ¢ no controle positivo. Desse modo o polissorbato
80 0,4 %, juntamente com a dilui¢ao 1:10 das amostras, se
mostrou adequado para neutralizar a a¢do dos parabenos e
da imidazolidinilureia presentes nas formulagdes.

A inibicdo do crescimento microbiano devido ao
efeito bacteriostatico ou fungistatico de componentes pre-
sentes na formulag@o pode ocasionar resultado falso-nega-
tivo nas técnicas de contagem microbiana, dependentes da
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formagdo de colonias ou da presenga de turvagdo para a
deteccdo de contaminantes.

Nesse trabalho foram utilizados dois recursos para
a neutralizacdo do sistema conservante das duas emulsdes:
a dilui¢do (1:10), visando a neutralizagdo da imidazoli-
dinilureia e a adig¢@o, a suspensdo salina, de substincias
inativantes especificas, tais como o polissorbato 80 0,4 %
(m/v), visando a neutraliza¢do quimica dos parabenos (me-
tilparabeno e propilparabeno), contidos nas formulagdes.
Considerando a ndo-interferéncia das substancias neutrali-
zadoras, assim como da dilui¢do utilizada, no crescimento
microbiano, a auséncia da atividade inibitoria dos com-
ponentes antimicrobianos do produto no método de iden-
tificagdo adotado pode ser constatada na Tabela 2, para a
diluigdo 1:10 e para todos os microrganismos empregados.

Tabela 2. Avaliacdo do crescimento bacteriano nas emulsdes anidnica
e ndo idnica adicionadas de solugdo de polissorbato 80 0,4%

Creme
Microrganismos Base
Aniodnico
Staphylococcus C C C N
aureus
Pseud0/'770nas C C C N
aeruginosa
Salmonella
typhimurium & ¢ ¢ N

C: houve crescimento bacteriano (turvagdo); N: Nao houve
crescimento bacteriano (auséncia de turvagéo)

Foi observada a presenc¢a de turvacdo, indicativo de
crescimento microbiano, em todas as amostras contendo
creme base anidnico e creme base ndo-i6nico. As amos-
tras foram comparadas ao controle positivo, sendo possivel
confirmar o crescimento de microrganismos patogénicos.

Alguns autores tém comprovado a eficacia do po-
lissorbato 80 em diversas concentra¢des na neutralizacdo
de conservantes como o metilparabeno e o propilparabeno
(18,19). Em alguns estudos, como o estudo de Bou-Chacra
¢ Ohara (2003) e o estudo de Marques ¢ Moreira (2009),
a associag@o de polissorbato 80 com a lecitina de soja ¢é
utilizada (9,13).

De forma semelhante ao presente trabalho, Shaqra e
Al-Shawagfeh (2012), neutralizaram a agdo dos conservan-
tes em uma preparagdo antiacida utilizando o polissorbato
80 0,5 % (18). Marques ¢ Moreira (2009) utilizaram uma
associacdo de polissorbato 80 3 % e lecitina 0,3 % para
inativa¢ao dos conservantes presentes em formulagdes fo-
toprotetoras (9). De forma semelhante, Sharif-Abad e cols
(2015) utilizaram a associagdo de polissorbato 80 3 % e
lecitina 0,5 % para neutralizagdo do efeito antimicrobia-
no de cinco amostras de protetores solares, ambos obtendo
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neutralizagdo adequada (20). Em estudo de Garcia (2014),
foi utilizado também o polissorbato 80 para inativagao dos
parabenos para posterior analise microbiologica de uma lo-
¢do fotoprotetora (21).

Bou-Chacra e Ohara (2003) neutralizaram os con-
servantes em preparacdes cosméticas de base lipofilica
utilizando o polissorbato 20 4 % e lecitina 0,5 % (13). Em
contrapartida, Ramos (2010), para a neutralizagdo quimi-
ca, utilizou o polissorbato 80 0,4 % e lecitina 0,5 % em
diluigdo 1:10. Porém essa metodologia ndo foi satisfatoria
para neutralizagdo dos conservantes de duas formulagdes
estudadas. Desse modo, a concentrac¢do dos neutralizantes
foi alterada para polissorbato 80 3 % ¢ lecitina de soja
0,3 %, além de diluicao 1:100, sendo esta mais adequada
a inativagdo dos conservantes presentes nas duas formu-
lagdes. Shaqra e cols (2001) utilizaram o polissorbato 80
1 % para neutralizacdo dos conservantes presentes em 16
formulagdes diferentes de xampus. De forma semelhante,
Moura e cols (2011) utilizaram o polissorbato 80 1 % em
associagdo com tampao fosfato de potassio pH 7,2 para a
neutralizagdo dos parabenos de uma amostra de gel con-
tendo extrato hidroalcodlico de Schinus terebinthifolius
(23).

CONCLUSAQ

Os testes realizados indicaram que o método utiliza-
do foi adequado para neutralizar a agdo dos conservantes,
pois foi visivel o crescimento microbiano através da tur-
vagdo. E importante a utilizagio de substdncias para neu-
tralizar a agdo de componentes de formula¢des que apre-
sentem atividade antimicrobiana. Apds a confirmagdo da
capacidade inibitéria do polissorbato 80, é possivel realizar
outras avaliagdes microbiologicas com maior confiabilida-
de, pois foi comprovado que os componentes conservantes
das amostras estdo neutralizados e ndo irdo resultar em um
desfecho falso-negativo. Com referéncia ao método ado-
tado, a dilui¢ao 1:10 foi considerada adequada para a pes-
quisa dos seguintes microrganismos patogénicos especifi-
cos: Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus. Dessa forma, houve crescimento
microbiano nas duas bases na presenca de polissorbato 80
0,4 %, apresentando assim, eficacia na neutralizagdo dos
parabenos e da imidazolidinilureia por meio de neutraliza-
¢do quimica e pela diluigdo.
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