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INTRODUCAO

A inddstria cosmética, no Brasil, representa um
grande setor econémico, por gerar anualmente uma sig-
nificativa parcela dos lucros da economia nacional; estes
dados estdo associados ao aumento do poder aquisitivo da
classe média, que consolidou o Brasil como uma das gran-
des poténcias no setor de cosméticos. Com a melhora da
economia, o pais apresenta alta no consumo deste merca-
do, sendo considerado uma das regides com crescimento
mais rapido em todo mundo (EMILIANO, 2008).

Em 2003, o mercado norte-americano de produtos
cosméticos foi avaliado em 45,5 bilhdes de ddlares, so-
mente em produtos para a pele (DRAELOS, 2005).

Um produto cosmético esta relacionado com a bele-
za humana, ou seja, tem a funcdo de alterar a aparéncia
tais como embelezar ou realcar o atrativo da pessoa. Ao
longo do tempo, varias modificagdes de carater funcional,
que interferem em sua aplicabilidade tém ocorrido. Atual-
mente, percebemos que o cosmético ndo s6 possui a fun-
cdo de embelezar a pele, mas também de rejuvenescé-la,
corrigi-la, entre todos os outros recursos que o mercado
deve atender. 0 inconformismo frente ao processo de en-
velhecimento do homem é antigo tanto que a origem da
palavra: cosmético vem do grego Ko-sme-ti-kos que tem o
significado de habil em adornar (BEDIN, 2008).

0 desenvolvimento de alguns produtos cosméticos
nem sempre é da forma mais desejada, ndo é dificil encon-
trar alguns efeitos secundarios na aplicagdo epicutanea dos
mesmos. Evidentemente o fundamental & minimizar todos
0s riscos que possam comprometer a sadde do consumidor,
como carcinogénese, fototoxicidade, urticacao, alergias e
irritacdes cutaneas (PRUNIERAS, 1994; BARATA 2003).

A inddstria cosmética, assim como outras, conta
com a presenca de microrganismos € 0os mesmos podem

desencadear sérios problemas a formulagdo e aos produ-
tos cosméticos, que contaminados podem causar riscos a
salide do consumidor (LEONARDI, 2004).

Os conservantes sdao matérias primas que tém acdo
antimicrobiana, por isso reduzem a chance de contamina-
cdo do produto cosmético, mas os conservantes tém a des-
vantagem de ser a segunda maior matéria — prima cosmé-
tica causadora de irritagdes e alergias (DRAELOS, 1999).

0 namero de efeitos téxicos dos cosméticos é rela-
tivamente baixo, comparado ao nmero de consumidores,
porém, ndo sdo isentos de problemas (PINTO, 2000).

0s cosméticos sao divididos basicamente em dois
grupos de matérias — primas dependentes da sua origem:
os naturais ou retirados de fontes naturais, e os sintéti-
cos. Porem grande parte das matérias — primas utilizadas
na formulagdo dos produtos cosméticos nao se encaixam
dentro desses grupos, porque as mesmas sdo provenientes
de matérias naturais que sofreram pequenas modificacdes
estruturais para atender necessidades das formulagGes
cosméticas. Isso & uma tendéncia crescente dentro do
mercado mundial (BARATA, 2003; REBELLO, 2004).

Formulagdes de cosméticos com a¢ao de algum ativo
de origem natural podem servir de apelo para impulsionar
as vendas porque sdao bem vistas pelos consumidores que
evitam o uso de ativos sintéticos nos mesmos, pois en-
tendem que essa atuacdo benéfica se estenda para todo
o organismo. Existem estudos cientificos sérios para com-
provar a verdadeira origem e atividade do produto extrai-
do (BEDIN, 2008; WELEDA, 2008).

MATERIAL E METODOS

Todos os ensaios analiticos foram executados de for-
ma asséptica, empregando materiais esterilizados, assim
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como meios de cultura e diluentes. A capela de fluxo de
ar unidirecional foi empregada sempre que necessaria. 0
desenvolvimento do experimento foi realizado baseando-
se no CTFA (The Cosmetics, Toiletries and Fragrance Asso-
ciation Guidelines), 2003 e na Farmacopéia Brasileira 4
ed. (2002,2004) e United States Pharmacopeia. 29ed. Ro-
ckville: Unites States Pharmacopoeial Convention, 2006.

Comprovagdo da inativagdo do sistema conservante nas
formulacées:

Na primeira etapa da metodologia foi empregado di-
luente contendo agentes inativantes com a finalidade de
evitar resultados falso-negativos.

As amostras de cremes hidratantes corporais foram
inoculadas com os microorganismos ja padronizados para
a avaliacdo com o empregado do diluente caldo Dey En-
gley (D/E) que contém como agentes inativantes quimicos
tioglicolato de sddio, tiossulfato de sddio, bissulfito de
sodio lecitina de soja e polissorbato 80 eliminando o efei-
to bacteriostatico dos conservantes.

Microrganismos-teste

Os ensaios analiticos do teste de eficacia de conser-
vante foram empregados os sequintes microorganismos:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus au-
reus (ATCC 6538), Escherichia coli ATCC 10536, Candida
albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404.

Preparacao do inoculo a partir do slant

Para obtencdo de cultura recente os microrganismos
foram repicados em agar inclinado de caseina-soja para
bactérias e agar sabourad dextrose para fungos. As bacté-
rias foram incubadas a 30° a 35°C por 24 horas, a levedura
e o bolor a temperatura de 20° a 25°C por um periodo de
48 horas e 5 dias respectivamente.

As massas celulares resultantes do crescimento
microbiano foram recolhidas em solugdo salina 0,85%
(p/p),em seguida foi realizada a padronizagdo da carga
microbiana empregando o Espectrofotometro (Micronal).
Com o equipamento estabilizado, ajustou-se o compri-
mento de onda para 580nm e as seguintes transmiténcias
foram empregadas: Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli 40-45%T, Staphylococcus aureus 18-20%T e Candida
albicans 0-2%.

Para o Aspergillus niger, ndo foi utilizado o colorime-
tro, sendo que a massa celular foi obtida empregando-se 8
mL de solucdo salina 0,85% (p/p) em 15 agar inclinado.

Inoculacao e acompanhamento das amostras

As amostras contendo parabenos e 6leos essenciais
foram inoculadas individualmente com os microrganismos
teste. Cada 20g da amostra foi incubada com 0,2 mL do
indculo padronizado, seguido de homogeneizacdo manual
com auxilio de bastdo de vidro.
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Aliquotas de 1,0g das amostras foram submetidas a
determinacdo da carga de sobreviventes nos intervalos de
tempo igual a Tzero (imediatamente ap6s a contamina-
¢do), T48h (apbs o intervalo de tempo de 48 horas), T7,
T14, T21 e T28 dias, ou seja, apds o intervalo de tempo de
7,14,21 e 28 dias.

Para isto, a tomada de ensaio de 1,0g foi transferi-
da para um tubo de ensaio contendo 9,0 mL de diluente
Bacto Dey Engle Neutralizing Broth, obtendo-se a dilui-
¢do 1021, 0 conteddo foi homogeneizado no agitador de
tubos (Phoenix). A partir da diluicdo 101 foram realiza-
das diluicdes decimais seriadas até a diluicdo 10::5. No
intervalo Tzero todas as diluicdes foram semeadas reti-
rando aliquota 1,0 mL e depositados no centro de uma
placa de petri descartavel estéril, procedendo a analise
em duplicata.

Para cada placa, foram transferidos cerca de 20,0
mL de TSA, esterilizado e fundido a cerca de 45°C. Apds
a homogeneizacdo e posterior solidificagdo do meio de
cultura, as placas foram incubadas de forma invertida por
48 horas entre 30° a 35°C para bactérias e para contagem
de bolor e levedura, foram transferidos cerca de 20,0 mL
de SDA, esterilizado e fundido a cerca de 45°C. Apds a
homogeneizacdo e solidificacdo do meio de cultura, as
placas foram incubadas de forma invertida a 20° -25 °C
por 5 a 7 dias.

Paralelamente ao ensaio, foi acompanhado um con-
trole em 20,0 mL de solugdo salina 0,85% (p/v) para ve-
rificacdo da viabilidade dos microrganismos-testes.

As amostras inoculadas foram mantidas a tempera-
tura ambiente, sendo a periodicidade avaliada referente
aos intervalos de tempo igual a zero horas, 48 horas, 7,
14, 21 e 28 dias, entretanto, as diluicdes decimais seria-
das pertinente a cada intervalo foram realizadas de acordo
com a carga de sobreviventes.

Leitura dos ensaios

As placas eleitas para leitura foram aquelas que
apresentaram contagem na faixa entre 30 a 300 UFC para
bactéria e de 10 a 100UFC para fungos sendo empregado o
contador de coldnias (Phoenix) com iluminacdo artificial
e lupa de aumento. Em caso de nenhuma dilui¢ao apre-
sentar placas com valores maiores de 10UFC para fungos e
30UFC para bactérias foi aceitavel a realizacdo da leitura
em placas com quantidades de Unidades Formadoras de
Coldnias inferiores.

Os resultados da leitura da média das duplicatas
considerando a diluicdo de trabalho foram utilizados para
estimar a carga de sobreviventes dos cincos microrganis-
mos-teste em diferentes intervalos de tempo do teste de
desafio para ambas as amostras e controle, determinado
assim o nimero de unidades formadoras de coldnias por
grama ou mL.



RESULTADOS As Tabelas 1-5 apresentam os resultados quanto ao
namero de sobreviventes dos microorganismos desafiantes

Os resultados obtidos nos ensaios analiticos reali- = amostras manipuladas, considerando a associagdo classi-
zados no Laboratério de Microbiologia da Universidade | ca de metil e propilparabeno e o emprego da associacdo
Anhembi Morumbi - “Laureate International Universities” = de 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) e de

estdo descritos nos topicos a seguir. 6leo essencial de melaleuca (Melaleuca Alternifdlia).

Tabela 1. Ndmero de sobreviventes de Staphylococcus aureus ATCC 6538 (UFC/g) no teste de eficicia de conservantes nos
ensaios para creme hidratante corporal contendo parabenos (1) e com éleo essencial (2).

AMOSTRAS T,.. T, T, T T, LI
1 6,9x10° <10 <10 <10 <10 <10
2 7,2x108 <10 <10 <10 <10 <10
Controle SS 9,8x108 5,7x108 5,8x108 4,7x10° 4,8x10° 4,7x10°

Tzero = contagem imediatamente apds a inoculagéo.

T48h = contagem em 48 horas apds a inoculagéo.

T7d, T14d, T21d e T28d = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apds a inoculagdo.

Controle SS= suspensdo de Staphylococcus aureus ATCC 6538 em solugdo salina mantida a temperatura ambiente (controle da viabilidade da célula).

Tabela 2. Namero de sobreviventes de Escherichia coli ATCC 10536 (UFC/g) no teste de eficacia de conservantes nos
ensaios para creme hidratante corporal contendo parabenos (1) e com éleo essencial (2).

AMOSTRAS T T T T T T

zero 48h 7d 14d 21d 28d

1 1,9x108 <10 <10 <10 <10 <10

2 2,0x108 <10 <10 <10 <10 <10
Controle SS 2,2x10¢8 2,4x10° 2,3x10° 2,1x108 2,0x108 2,0x108

Tzero = contagem imediatamente apds a inoculagdo

T48h = contagem em 48 horas apds a inoculagdo

T7d, T14d, T21d e T28d = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculacao

Controle SS= suspensdo de Escherichia coli ATCC 10536 em solucdo salina mantida a temperatura ambiente (controle da viabilidade da célula).

Tabela 3. Niimero de sobreviventes de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 (UFC/g) no teste de eficacia de conservantes
nos ensaios para creme hidratante corporal contendo parabenos (1) e com éleo essencial (2).

AMOSTRAS T.. Teen T, Tos T, Ty
1 2,0x10° <10 <10 <10 <10 <10
2 2,5x10° <10 <10 <10 <10 <10
Controle SS 2,9x108 2,6x10° 2,7x108 2,5x10¢8 2,4x108 2,5x108

Tzero = contagem imediatamente apds a inoculagdo

T48h = contagem em 48 horas ap0s a inoculagdo

T7d, T14d, T21d e T28d = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apés a inoculacdo

Controle SS= suspensdo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 em solucdo salina mantida a temperatura ambiente (controle da viabilidade da célula).

Tabela 4. Nimero de sobreviventes de Candida albicans ATCC 10231(UFC/g) no teste de eficacia de conservantes nos
ensaios para creme hidratante corporal contendo parabenos (1) e com 6leo essencial (2).

AMOSTRAS zero Ve i U Uty Ty
1 4,2X10% 4,9X104 <10 <10 <10 <10
2 3,1X10° 2,9X10° 5,6X10° 3,6X10° 1,5X10° 1,4X10°
Controle SS 5,8x10° 6,1x10° 6,0X10° 5,9X10° 5,8X10° 5,4X10°

Tzero = contagem imediatamente apds a inoculagdo

T48h = contagem em 48 horas apds a inoculagao

T7d, T14d, T21d e T28d = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculacao

Controle SS= suspensdo de Candida albicans ATCC 10231em solucdo salina mantida a temperatura ambiente (controle da viabilidade da célula).
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Tabela 5: Namero de sobreviventes de Aspergillus niger ATCC 16404 (UFC/g) no teste de eficacia de conservantes nos
ensaios para creme hidratante corporal contendo parabenos (1) e com éleo essencial (2).

AMOSTRAS T.. T L T T, L
1 4,3X10% 8,2X103 <10 <10 <10 <10
2 4,2X10° 3,2X10° 3,9X10° 3,4X10° 3,2X10° 3,0X10°
Controle SS 4,6X10° 4,3X10° 4,4X10° 4,2X10° 4,0X108 4,4X108

Tzero = contagem imediatamente apés a inoculacao
T48h = contagem em 48 horas apds a inoculagao

T7d, T14d, T21d e T28d = contagem em 7, 14, 21 e 28 dias apds a inoculagao
Controle SS= suspensao de Aspergillus niger ATCC 16404 em solugdo salina mantida a temperatura ambiente (controle da viabilidade da célula).

DISCUSSAO

Para garantir a qualidade microbiolégica dos cosmé-
ticos, segundo HARRIS (2005), os formuladores lancam
mao do uso de quantidades aumentadas de conservantes,
mas tal pratica torna o produto mais agressivo ao con-
sumidor. Assim, deve-se considerar o fato de que todos
0s conservantes sao capazes de sensibilizar e causar der-
matites alérgicas de contato. Para a avaliacdo do risco
de determinada formulagao, fatores como concentragao,
area de aplicagdo, tempo de contato e frequéncia de uso
devem ser levados em consideracao.

A formulacdo adequada de um produto cosmético
para o consumidor deve ser baseada na qualidade das ma-
térias primas, considerando os conservantes, na qualifi-
cacdo de fornecedores, na selecdo do material de acondi-
cionamento, no armazenamento, condicdes associadas as
Boas Praticas de Fabricacao.

Conservantes por definicdo sdo considerados subs-
tancias intrinsecamente téxicas e no caso de creme hidra-
tante corporal onde a pele é o drgdo de maior exposicao
ha uma preocupacdo relacionada diretamente com a pos-
sibilidade de absorcao.

Parabenos sdo conservantes classicos empregados em
medicamentos e cosméticos desde 1920, apresentam-se
em associacdo amplo espectro de agdo, proporcionando
uma significativa atividade antimicrobiana. Trabalhos re-
centes envolvendo atividade estrogéncia, teratogenicida-
de, toxicologia da reproducdo vem sendo desenvolvidos
com o intuito de avaliar a seguranca e sequndo CARVALHO
(2008), os estudos publicados e disponiveis apresentam
informacdes duvidosas.

Como alternativa aos conservantes sintéticos, ela-
boramos creme hidratante corporal isento de parabenos e
composto de 6leo essencial.

0 potencial dos 6leos essenciais para desenvolvi-
mento de produtos cosméticos parece ser evidente; os
resultados descritos apontam para a importdncia de in-
tensificar os estudos da flora brasileira, de forma interdis-
ciplinar, visando a identificacdo de espécies promissoras
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para producdo de dleos volateis, para a utilizacdo como
insumos na obtencdo de ativos a serem incluidos em no-
vas formulacoes.

A concentracdo utilizada dos 6leos essenciais no
experimento deste estudo foi de 0,5%(v/v), visto que é
uma concentracdo reduzida para nao produzir irritacdes e
dermatites na pele, conforme YUNES (2007), mas consta-
tamos através dos resultados analiticos que a mesma ndo
apresentou eficiéncia para os microrganismos Aspergillus
niger (bolor) e Candida albicans (levedura), apresentando
acao antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus
aureus (Gram positiva), Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa (Gram negativas).

Conforme o critério de aceitabilidade do CTFA (2003)
a amostra de creme hidratante contendo 6leos esséncias
ndo atende a especificacao estabelecida. Apesar das bac-
térias apresentarem reducao de seis (6) ciclos logaritmicos
no intervalo de tempo igual a 48 horas, a carga flngica
ndo apresentou nenhum decaimento mantendo valor de
105UFC durante os 28 dias de ensaio analitico.

Conforme ALONSO (2007), o 6leo essencial de me-
laleuca demonstrou atividade in vitro, frente as bactérias
Escherichia coli e Sthaphylococcus aureus na concentracdo
de 0,25 a 2,00%. Ja SERPA et al (2008) declarou que para
0 Oleo essencial de alecrim o microrganismo Escherichia
coli apresentou sensibilidade.

Segundo TESKE & TRENTINI (1994), testes realiza-
dos com a concentracdao de 40% de 6leo de melaleuca,
demonstra uma forte acdo bactericida e fungicida contra
o Sthaphylococcus aureus e Candida albicans. Essa concen-
tracdo ndo atende a area de produtos de higiene pessoal
como é o caso do creme hidratante corporal.

Segundo YUNES (2007), ha muitas interferéncias que
podem dificultar a avaliacdo dos ensaios, desde a extracao
do 6leo essencial até mesmo a volatilidade do mesmo, o
que interfere significativamente nos resultados. A acdo an-
timicrobiana esta associada a diferentes substdncias qui-
micas isoladas dos 6leos com um amplo espectro de acdo.

Ha muitas alternativas para a conservacdao empre-
gando os 6leos essenciais, como, por exemplo, elaborar



novas formulacdes com ativos, das mais diversas fun-
coes, de origem natural que potencializem a conservacao
do cosmético.

Também ha associacdo de outros 6leos essenciais
que apresentam acdo antimicrobiana em concentra-
¢des onde ndo provoquem nenhum tipo de sensibili-
zacao a pele.

Outra alternativa seria determinar a Concentracao
Minima Inibitoria de cada um dos 6leos esséncias frente
aos microrganismos desafiantes, principalmente no que
diz respeito aos fungos, permitindo assim o conhecimento
do espectro de acdo de cada 6leo. Baseando nesses dados,
seria interessante desenvolver o creme hidratante corporal
contendo associacdo ou nao dos 6leos e submeter a novos
testes de eficacia do conservante (Challenge Test). A partir
deste ponto poderiamos iniciar a selecdo ou a adequacao
do sistema conservante empregando os 6leos essenciais
nas concentra¢des adequadas.

Ndo podemos esquecer que a realizacdo de testes
clinicos é de suma importancia, uma vez que os o6leos
essenciais sio potencialmente irritantes & pele. E neces-
sario ensaios para comprovar e garantir a seguranga dos
cosméticos e conseqiientemente do consumidor.

Um ponto importante que também deve ser conside-
rado paralelo a formulacdo é o desenvolvimento de novas
embalagens que possibilitem o armazenamento de formu-
lacGes com 6leos essenciais; que ndo sdao compativeis com
metais e plasticos, sendo uma alternativa a embalagem de
vidro ambar, a qual impede o processo de oxidacdo causa-
da pela exposicao a luz.

CONCLUSOES

Para a conservacdo de um produto cosmético, deve-
mos considerar: a escolha das matérias-primas, a qualifi-
cacdo dos fornecedores, processo de fabricacao e envase e
0 armazenamento.

Boas praticas de fabricacdo sdo essenciais para aqui-
sicdo de um produto de qualidade, conservante nao tem a
funcdo de mascarar processos inadequados.

0 conservante tem a finalidade de prevenir a de-
terioracdo do produto até o seu prazo de uso estimado,
provocada pela acdo de microorganismos, mas a concen-
tracdo do conservante utilizada na formulacdo deve ser
segura ao consumidor, de modo que, nao provoque efei-
tos toxicos.

A associacdo dos 6leos essenciais de melaleuca (Me-
laleuca alternifolia) e alecrim (Rosmarinus officinalis) na
concentracdo de 0,5%(v/v) ndo apresentaram acdo anti-
microbiana para Aspergillus niger (bolor) e Candida albi-
cans (levedura) apresentando agao eficiente para as bac-
térias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, avaliadas conforme CTFA.

0 desempenho segundo os resultados obtidos da
associacdo dos 6leos essenciais de melaleuca (Melaleuca
alternifolia) e alecrim (Rosmarinus officinalis) na concen-
tracdo de 0,5%(v/v) sobre as bactérias desafiantes confir-
ma a sua acao bacteriostatica.
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