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RESUMO

A contaminacdo microbiana tem sido um dos problemas mais importantes da inddstria
cosmeética, uma vez que pode abrigar microrganismos potencialmente patogénicos a saude
humana. A escolha das substancias com atividade antimicrobiana que serdo incorporadas aos
cosmeéticos para prevenir a contaminacdo deve ser feita de forma criteriosa, em concentragoes
adequadas que garantam eficicia e seguranca. Os conservantes quimicos disponiveis no
mercado apresentam, sem exceg¢&o, algum risco de hipersensibilidade e, por isso esfor¢os tém
sido direcionados para o desenvolvimento de compostos naturais com atividade antimicrobiana
com o propdsito de reduzir ou substituir conservantes quimicos tradicionais. Os 6leos essenciais
transformaram-se em géis, cremes, locGes e hoje, estudos demonstram o seu possivel uso como
agentes conservantes naturais. Este trabalho tem o objetivo de verificar se o 6leo de alecrim
(Rosmarinus officinalis) é eficaz como conservante para bases cosméticas comparado aos
conservantes quimicos metil e propil parabenos. O método utilizado foi o teste de difusdo em
agar onde utilizaram-se diferentes concentracbes dos conservantes contra a bactéria
Escherichia coli e o fungo Candida albicans. Os resultados indicaram que o dleo essencial de
alecrim apresenta potencial intermediario de atividade bacteriostatica, uma vez que produziu
halos de inibicdo, porém menores do que 0s produzidos pelos parabenos. A pesquisa apresentou
resultados importantes, embora sejam necessarios estudos mais detalhados sobre rendimento,
custo de producdo e desempenho com outras concentracdes desse Oleo, para elucidar sua
verdadeira bioatividade, seu potencial terapéutico e sua utilidade clinica.

PALAVRAS-CHAVE: conservantes, 6leos essenciais, atividade antimicrobiana.

ABSTRACT
Microbial contamination has been one of the most important problems of the cosmetic industry,
since it may contain microorganisms potentially pathogenic to human health. The choice of
substances with antimicrobial activity that will be incorporated into cosmetics to prevent
contamination must be made in a judicious manner, in adequate concentrations that guarantee
efficacy and safety. Chemical preservatives available on the market have, without exception,
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some risk of hypersensitivity and therefore efforts have been directed towards the development
of natural compounds with antimicrobial activity for the purpose of reducing or replacing
traditional chemical preservatives. The essential oils have become gels, creams, lotions and
today, studies demonstrated their possible use as natural preservative agents. This work aims
to verify if the oil of alecrim (Rosmarinus officinalis) is effective as preservative for cosmetic
bases compared to chemical preservatives methyl and propyl parabens. The method used was
the agar diffusion test where different concentrations of the preservatives were used against
Escherichia coli bacteria and the fungus Candida albicans. The results indicated that alecrim
essential oil has an intermediate potential of bacteriostatic activity, since it produced inhibition
halos, but smaller than those produced by parabens. The research presented important results,
although more detailed studies on vyield are required, to check cost of production and
performance with other concentrations of this oil to elucidate its true bioactivity, its therapeutic
potential and its clinical utility.

KEY-WORDS: preservatives, essential oils, antimicrobial activity.

INTRODUCAO

O mercado brasileiro de cosmético € o segundo maior do mundo e tem apresentado
resultados positivos nos ultimos 13 anos, segundo a Associacdo Brasileira da Industria de
Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC, 2013). Em 2013, as vendas de
cosméticos alcangaram US$ 48,7 bilhGes. (BRAZILIENSE, 2013)

Aproveitando este mercado em expansdo, as industrias cosmética, farmacéutica e de
manipulacdo se fazem presentes, na busca de ingredientes diferenciados, naturais e
competitivos que garantam a satisfacdo e a qualidade microbioldgica, sendo forcadas a adotar
tecnologias de producéo limpas, econdmicas e ambientalmente corretas, buscando o uso de
fontes alternativas, que garantam a mesma eficacia e eficiéncia daqueles ja tradicionalmente
utilizados em processos farmacéuticos.

A industria, assim como, a farmécia, é responsavel pelo produto que manipula,
conserva, dispensa e transporta, por isso, a escolha das substancias com atividade
antimicrobiana que serdo incorporadas a seus cosméticos, para prevenir a contaminacao
microbiana durante a producéo, a armazenagem e uso diario do consumidor, deve ser feita de
forma criteriosa, com concentragdes adequadas, seguindo 0s requisitos de compatibilidade
fisica e quimica dos componentes de cada formulacéo, os parametros de seguranca terapéutica
pré-estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira e as normas de qualidade, orientadas pelas RDC
n® 33/00, RDC n° 67/07, RDC n° 17/10.

Sabe-se que hoje, mais de 90% dos consumidores brasileiros buscam ingredientes

naturais quando vdo comprar cosmeticos e mais de 80% deles procuram selos éticos e
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ambientais e querem saber a origem desses componentes (SEBRAE, 2008). Estes dados
evidenciam a crescente preocupacao da sociedade com a qualidade dos processos e produtos
colocados no mercado, bem como, a seguranca destes, para 0 homem e 0 meio ambiente.
Além esta nova tendéncia de mercado, pesquisas como a de Silva (2008) e Artus
(2011), tem demonstrado que os conservantes disponiveis no mercado apresentam, sem
excecdo, algum risco de hipersensibilidade e, por isso esfor¢os tém sido direcionados para o
desenvolvimento de compostos naturais com atividade antimicrobiana com o propoésito de
reduzir ou até mesmo substituir o conservante tradicional. Neste contexto, os 6leos essenciais
foram descobertos, e crescentemente testados, como potenciais agentes conservantes naturais.
Este trabalho procura atender as expectativas do mercado cosmético, que busca
formulacGes mais naturais, com menor potencial de toxicidade e equivalente protecédo
microbiologica ao questionar se o 6leo essencial de alecrim é realmente eficaz como
conservante farmacéutico para uso em bases cosméticas, em comparagdo a dois conservantes

quimicos tradicionalmente usados em cosméticos.

1. COSMETICOS

Cosméticos, Produtos de Higiene e Perfumes sdo preparagdes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes e
membranas mucosas da cavidade oral, como o objetivo exclusivo ou principal de
limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou
protegé-los ou manté-los em bom estado. (ANVISA, 2003, p.3)

O mercado brasileiro de produtos cosméticos vem tomando, a cada dia, uma “fatia”
maior do mercado em relagcdo a economia nacional. Segundo a ABIHPEC (2013), nos ultimos
seis anos este setor apresentou um crescimento de 75%, contra 10% da economia brasileira.
Isto se deve tanto ao aumento do poder aquisitivo, quanto ao aumento das exigéncias do
consumidor e acirramento da competi¢cdo no mercado.

Deste modo, pode-se afirmar que as mais de 5,8 mil farmacias de manipulacdo
brasileiras (CFF, 2013) atuam num setor de salude extremamente competitivo e sensivel, uma
vez que o mercado exige além de uma excelente qualidade em seus produtos, um preco
extremamente competitivo em relacéo aos produtos industriais. (AMARAL e VILELA, 2003)

Diante do fato do uso de cosméticos e dermocosméticos representarem um importante

segmento do mercado farmacéutico brasileiro, a ANVISA, por meio da Resolugdo n° 33/2000,
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instituiu as Boas Préticas de Manipulacdo (BPM) em Farmécias, buscando estabelecer rigidos
parametros de qualidade em todas as etapas de fabricacdo de um produto manipulado de forma
magistral. Enquanto que, a RDC n° 481/99 considera a necessidade de estabelecer pardmetros
para controle microbiol6gico de produtos cosmeticos, bem como aprimora as agdes de controle
de produtos sujeitos a Vigilancia Sanitaria e as acGes de protecdo ao consumidor. (BRASIL,
1999)

Entretanto, apesar dos cuidados, todos os produtos estdo sujeitos a contaminacao
microbiana, ja que o crescimento dos mesmos depende de diversos fatores quimicos e fisicos,
que inclui a disponibilidade de 4gua, a composicao, a temperatura de estocagem e a presenga
ou ndo de substancias quimicas antimicrobianas. Assim, para garantir a qualidade de produtos
cosméticos é necessaria a incorporacdo de conservantes. Estas substancias, possuem atividade
antimicrobiana, e sdo incorporados nos cosméticos em pequena concentracdo durante o
processo de fabricacdo, para prevenir a contaminagdo microbiana na fabricacdo, armazenagem
e uso diario pelo consumidor.

Para evitar o uso indiscriminado de conservantes, a ANVISA instituiu a Resolu¢do n°

162/97 que lista todos 0s conservantes permitidos para uso em cosmeticos.

2. AGENTES CONTAMINANTES DE PRODUTOS COSMETICOS

Qualquer alteracdo nas caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas
ou toxicoldgicas dos medicamentos ou cosméticos que extrapolem os limites aceitaveis e pré-
estabelecidos, coloca em risco a eficacia dos produtos e a seguranca dos consumidores.

A presenca de contaminantes microbianos pode resultar em alteraces fisico quimicas
do produto, comprometendo sua estabilidade. Estas alteracdes, ainda que ndo afetem o teor do
principio ativo, podem se manifestar pela mudanca de cor, separacdo de fases, aparecimento de
odor desagradavel e mudancas nos valores de pH. Portanto, mesmo em produtos ndo-estereis
ha necessidade de se estabelecer padrbes quali-quantitativos de microrganismos presentes na
amostra, respeitando-se um limite pré-especificado de carga microbiana a fim de assegurar a
estabilidade do produto durante o prazo de validade, garantindo inocuidade e eficacia
terapéutica ao paciente.

A ANVISA estabelece os parametros para controle microbioldgico de cosmeéticos,

produtos de higiene pessoal e perfumes e os subdivide em dois tipos:
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1) produtos infantis, para area dos olhos e que entram em contato com mucosas;

2) demais produtos susceptiveis a contaminacao.

Para o tipo 1 a contagem de microrganismos mesofilos totais aerobios, ndo pode ser
superior a 102 UFC/g ou mL de produto. J& para o tipo 2 esse limite é de 10° UFC/g ou mL de
produto (BRASIL, 1999).

Um produto pode ser considerado estavel do ponto de vista microbioldgico se mantém
a esterilidade ou a resisténcia ao crescimento microbiano de acordo com o0s requisitos
especificados. A estabilidade microbioldgica do produto farmacéutico € uma medida da sua
resisténcia ao crescimento microbiano, bactérias e fungos, proveniente dos insumos e do
ambiente durante a obtencao, estocagem e uso.

Os estudos de estabilidade tém por objetivo gerar evidéncias sobre como varia a
qualidade de um farmaco ou de um medicamento em funcdo do tempo, diante de uma série de
fatores ambientais, como temperatura, umidade e luz.

A contaminacdo microbiana tem sido um dos problemas mais importantes da inddstria
cosmeética, pois estes produtos sdo reconhecidos por serem substratos para a sobrevivéncia e
desenvolvimento de uma ampla variedade de microrganismos, ja que possuem alguns nutrientes
que facilitam o crescimento, tais como: lipideos, polissacarideos, alcool, proteinas,
aminoacidos, glicosideos, esteroides, peptideos e vitaminas. (AMARAL, 2010)

Os produtos cosméticos estdo sujeitos a contaminacdo com diversos microrganismos,
potencialmente patogénicos a salde humana, dentro deles, destacam-se: Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e as Enterobactérias, Escherichia coli e Salmonella spp e,
entre os fungos e leveduras, a Candida albicans. (MULLER, 2008)

Em 1999, o Ministério da Saude instituiu a Resolugdo n° 481 de 23/09/99, com intuito
de estabelecer os limites maximos de carga microbiana em produtos cosméticos. Segundo a
resolucdo, por grama ou mililitro é permitido até 100.000 microrganismos viaveis, 10.000
leveduras ou fungos filamentosos e 10.000 enterobactérias. Os produtos ndo devem conter
Salmonella sp., S.aureus, Pseudomonas aeruginosa, E. coli e fungos do género Aspergillus.
(BRASIL, 1999)

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli é uma bactéria em formato de bacilo, Gram negativo, pertencente a

familia Enterobacteriaceae. Por ser uma bactéria presente em alimentos e agua contaminados

Revista Processando o Saber - Ano 11-n° 11-2019



com fezes, a E. coli é utilizada para medir o nivel de contaminagdo por fontes fecais, sendo
utilizado como indicador de higiene. (ARAUJO, 2013)

A Escherichia coli € o microrganismo mais estudado em todo o mundo, sendo a bactéria
mais isolada no laboratdrio clinico de microbiologia e a maior causa de infec¢des urinarias.
Isolada de diversos outros sitios do corpo humano, causando patologias como pneumonias,
meningites, infecgdes intestinais e muitas outras. Como parte da microbiota fecal normal
humana, esta bactéria tem um papel crucial na area de contaminacdo fecal de alimentos.
Algumas cepas patogénicas de E. coli podem causar diarréias graves em todos 0s grupos etarios,
produzindo uma potente endotoxina. O tratamento com antimicrobianos destes pacientes
infectados é obrigatério, pois caso contrério, a infeccdo pode levar o individuo a morte.
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2008)

As cepas patogénicas extraintestinais podem ocasionar infecc¢ao urinaria, pneumonias,

osteomielite e meningite do recém-nascido.

2.2 Candida albicans

A Candida sp é um fungo diploide e polimorfico responsavel pelo desenvolvimento
de varias patologias. Apresenta-se na forma de micélio e hifa, porém mantém a morfologia de
hifa na maioria das vezes, exibindo a caracteristica de pseudomicélio em certos ambientes
nutricionais. (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008)

Em condicGes normais, este fungo esta presente nos humanos como um organismo
comensal, sem que isso implique em quaisquer efeitos prejudiciais a sua saude, sendo habitante
normal do trato gastrointestinal e regides mucocutaneas, incluindo boca e vagina. Entre as
mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam colonizacdo na mucosa vaginal, sendo Candida
albicans a espécie prevalente. (TRABULSI e ALTERTHUM, 2008) Imunossupressdo,
debilidade organica, entre outros fatores, pode tornar o fungo patogénico, resultando em uma

grave infeccdo sistémica.

3. FORMAS DE CONTAMINACAO PRODUTOS COSMETICOS
A microbiologia dos cosméticos € complexa devido a ampla gama de férmulas,

processos de producédo e hébitos de uso do consumidor. O conhecimento da flora microbiana

contaminante do produto requer o constante monitoramento de matérias-primas e processos.
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Para real conservacdo dos produtos cosméticos dentro de seus prazos de validade €
necessario a existéncia de uma manipulacdo correta e também critérios adequados para
armazena-los. Quando se utiliza as méos para coletar cremes em potes e tubos, estas precisam
ser bem lavadas. Espatulas que ndo forem higienizadas a cada uso sdo também fontes potenciais
de contaminacédo. Todos os cosméticos sempre devem ser bem guardados, ao abrigo da luz solar
e calor e de preferéncia em suas embalagens originais, para que se garanta estabilidade e
protecdo ao produto manipulado. (ANVISA, 2004)

Essa contaminacdo pode ocorrer durante o processo de fabricacdo ou durante o uso,
visto que, o0 usuario pode representar uma fonte de propagacdo, inoculando microrganismos
durante o uso do produto farmacéutico e cosmético. Quando ha o uso inadequado dos produtos,
perde-se a garantia do prazo de fabricacdo concedida, obrigatoriamente, pelas empresas. Desta
maneira, é de vital importancia a leitura das instru¢fes de conservacdo e uso nos rotulos dos
cosméticos.

Durante o processo de producéo, as principais fontes de contaminacgdo incluem agua,
ar, matérias-primas, equipamentos, utensilios, substancias e/ou produtos para limpeza e
sanitizacdo, bem como os responsaveis pelo processo de producdo e 0 ambiente de producéo.

Uma fonte indireta de contaminacéo ¢ a falta de treinamento adequado ao pessoal de
producdo e de apoio em relacdo as préaticas de higiene e limpeza requeridas na fabricacdo de
produtos cosméticos e afins. (MULLER, 2008)

Esta contaminacdo € significante, pois estes podem transportar Staphylococcus aureus
como parte da microbiota normal. Ou ainda (Salmonella e Escherichia coli), microrganismos

relacionados & dependéncia dos habitos de higiene desses funcionarios. (FIRMINO et al, 2011)

4. CONSERVANTES

Conservantes sdo substancias adicionadas a produtos cosméticos, farmacéuticos, de
limpeza e alimenticios com o objetivo de inibir o desenvolvimento de microrganismos, durante
sua fabricacdo e estocagem, bem como proteger o consumidor de contaminacgdo inadvertida
durante o uso do produto. (BRASIL, 1997)

Os conservantes tém como alvo bactérias, bolores e leveduras. Eles s&o normalmente
utilizados em concentragdes muito baixas, ou seja, menos de 1% da formulacdo, e sdo dirigidos
a espécies como E. coli, Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Staphylococcus spp, Serratia spp. e
Aspergillus niger. (ARAUJO, 2013)

Revista Processando o Saber - Ano 11-n° 11-2019



Os conservantes por defini¢do sdo considerados substancias intrinsecamente toxicas e,
no caso de creme corporal, onde a pele é o 6rgdo de maior exposi¢do ha uma preocupacdo
relacionada diretamente com a possibilidade de absorcéo.

A exposicdo a um agente conservante pode ocorrer por meio da ingestao, inalagdo ou
permeacao cutanea, porém sendo este uma molécula biologicamente ativa, o simples contato
com a pele pode desencadear uma irritacdo ou sensibilizacdo de contato. Em relagdo aos
produtos cosmeéticos, estima-se que aproximadamente 12% da populacdo apresenta efeitos
adversos a produtos cosmeéticos, especialmente reacOes alérgicas, sendo que 0s conservantes
estdo em segundo lugar neste ranking, atras apenas das fragrancias. (AMARAL, 2010)

Um estudo realizado entre os anos de 2001 a 2006 com 1.927 pacientes com eczema
crénico foi demonstrado que 1,1% dos pacientes apresentaram sensibilizacdo por parabenos,
1,7% pela associacgdo de metildibromoglutaronitrila com fenoxietanol e 0,7% por imidazolidinil
ureia. O que demonstra a importancia do estudo desses conservantes e o cuidado que se deve
ter no uso desses compostos em produtos farmacéuticos e cosméticos. (ARAUJO, 2013)

Entre muitos produtos potencialmente indicados para este emprego, apenas uma parte
tem sido efetivamente usada na industria, e dentre estes, estdo os parabenos (Figura 1),
propilparabeno e o metilparabeno, conhecidos respectivamente como Nipazol® e Nipagin®,
utilizados como conservantes antimicrobianos em produtos de higiene, farmacéuticos e

cosmeéticos, na forma pura ou combinados, para exercer efeito antimicrobiano.

Figura 1- Estrutura quimica do metilparabeno e do propilparabeno.
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Fonte: Amaral, 2010

Considerando que os conservantes disponiveis no mercado apresentam, sem excecao,
algum risco de hipersensibilidade, esforgos tém sido direcionados para o desenvolvimento de
compostos naturais com atividade antimicrobiana com o propdésito de reduzir ou até mesmo

substituir o conservante tradicional.
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5. OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais derivados vegetais sdo muito utilizados devido as suas
propriedades antimicrobianas e por isso tém sido propostos como alternativa conservante aos
agentes sintéticos.

Esses compostos, apesar de apresentarem um potencial antimicrobiano, também
devem ser utilizados com cautela, pois produzem reac6es de hipersensibilidade, especialmente
foto-alergias, quando aplicados topicamente (sobre a pele). Os 06leos essenciais mais
documentados pelo potencial alergénico sdo: 6leo de melaleuca, lavanda, jasmim, liméo,
laranja, citronela, céssia, ylang-ylang, pau-rosa e cravo-da-india, se utilizados fora dos padrdes
recomendados.

O alecrim é encontrado em terrenos rochosos e arenosos do litoral de paises em volta
do Mar Mediterraneo (Espanha, Italia, Grécia, Norte da Africa e na Dalmacia, uma regifo
comum a Hungria e & Austria). No Brasil, é chamada de alecrim-de-cheiro, alecrim comum,
alecrim-de-jardim e alecrim-da-horta. Pertencente a familia das Labiadas (Labiatae),
caracterizada pela presenca de dois labios nas suas flores, além de serem as folhas e o caule
cobertos por pelos glandulares que produzem o éleo essencial, cuja qualidade do alecrim esta
diretamente relacionada com a localizacao (latitude), condicdes locais de solo, clima, altitude,
boa exposicdo a luz solar, e época de colheita. (MARCHIORI, 2004)

Figura 2: Flores de Rosmarinus officinalis

Fonte: Cpt, 2018

Na planta sdo encontradas as seguintes substancias: acidos (citrico, glicélico, glicerico,
etc.), 5-hidroxi-7,4" -dimetoxiflavona, heterosideos, principios amargos, nicotinamida, vitamina
C, sapondsido, colina, um diterpendide triciclico, o &cido carnosolico, de propriedades

antioxidantes para os acidos gordos insaturados, diversos triterpendides (a e -amirinas, epi-o-
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amirina, betulina, B-sistosterina e derivados dos acidos ursélicos e oleandlico), um alcaldide
rosmaricina e o &cido rosmarinico, pineno, confeno, 1,8-cineol, monoterpenos (borneol e
limoneno), acetato de bornila, canfora, diterpenos (carnosol, rosmanol), lineol, flavonoides e
saponina. (BOTSARIS, 1995)

O 6leo essencial de alecrim € tbnico e estimulante que atua sobre o sistema
circulatorio, estimulando a oxigenacdo do organismo. Fortalece a musculatura e a pele,
apresentando também caracteristicas mucoliticas, lipoliticas, antissépticas e cicatrizante. Age
positivamente sobre o esgotamento fisico e mental, atuando como um revigorante.

O alecrim (Rosmarinus officinalis) é adicionado aos alimentos com a finalidade de se
acrescentar sabor e aumentar a validade dos alimentos, além do uso medicinal em prevencéo e
curas de afeccdes diversas, como falta de apetite, asma, tonsilite, obstrucéo nasal e constipacéo.
(BAl et al, 2010)

Constituido essencialmente por monoterpenos, o 6leo essencial de alecrim é obtido
através de destilacdo por arraste de vapor das partes aéreas floridas. Fisicamente pode
apresentar-se como liquido branco, amarelo claro, verde claro, de odor caracteristico. Pela
presenca de acetato de bornila, borneol e linalol em sua composi¢cdo, pode apresentar acéo
moderadamente irritante e ténica geral para circulacdo sanguinea. (BATISTUZZO et al, 2002)

Em formulag6es cosméticas e dermocosméticas é incorporado em concentracdes entre
0,5 e 2%, a primeira para produtos faciais e, a segunda para produtos corporais e higiene
pessoal. Seus componentes sdo responsaveis pelas acdes terapéuticas como os oxidos, sendo
mucoliticos, bactericidas, antissépticos; os monoterpenos, sendo fungicidas e lipoliticos; 0s
sesquiterpenos, sendo sedativos, anti-inflamatorios, hipotérmicos; e os alcoois monoterpenos,
sendo bactericidas, viricidas, fungicidas, imunoestimulantes, hipertérmicos, hipertensivos, e
neuroténicos. (OLIVEIRA e AKISUE, 2005)

6. METODOLOGIA
6.1 PREPARACAO DAS BASES COSMETICAS
Para a preparacao das bases adotaram-se os critérios da Farmacopeia Brasileira (1988),

e do Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2003), e os parametros
das Resolugoes ANVISA n°481/99, RDC n° 162/97 e RDC n° 29/2012.
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O 6leo puro de Alecrim foi adquirido comercialmente. As amostras de creme foram
preparadas na Farmécia Esséncia Vital e transportadas ao Laboratorio de Microbiologia da
FATEC Praia Grande, onde foram testadas.

As bases foram manipuladas em duas etapas, pela técnica universal de preparacao de
emulsdes nas condicOes recomendadas de temperatura e velocidade de agitacdo, sendo
estocadas em temperatura ambiente, em condigdes ideais de armazenagem e preparadas em
diferentes concentracdes, segundo sequéncia abaixo:

a) amostra 1: base cosmetica contendo parabenos — propilparabeno (0,05%) e

metilparabeno (0,1%);
b) amostra 2: base cosmética contendo parabenos — propilparabeno (0,15%) e
metilparabeno (0,2%);

c) amostra 3: base cosmética contendo com 6leo essencial de alecrim (0,5%);

d) amostra 4: base cosmética contendo com 6leo essencial de alecrim (2%);

e) amostra 5: sem conservante;

f) oléo de alecrim puro.

As amostras da série A, preparadas em junho de 2014, e da série B, manipuladas em
outubro de 2014, foram armazenadas em embalagens estéreis, para posteriores avaliacoes.

Os parametros avaliados foram monitorados em 14, 30, 60, 90 e 120 dias para amostras
da série A e, em 7 e 14 dias para amostras da série B. A aparéncia e a cor dos cremes foram
verificadas visualmente, o odor foi verificado por meio do método organoléptico e o pH por

meio de phmetro.

6.2 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A escolha do melhor meio de cultura a ser utilizado nas analises foi baseada nas
propriedades inibitérias de cada agente microbiano, &gar MacConkey para E. coli (ANVISA,
2003), e meio Agar Potato Dextrose, para Candida albicans.

Foi realizado o Teste de Difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, que
¢ um método fisico, no qual um microrganismo é desafiado contra uma substancia
biologicamente ativa em meio de cultura solido e relaciona o tamanho da zona de inibigéo de
crescimento do microrganismo desafiado com a concentracdo da substancia ensaiada
(AMARAL, 2010), como pode ser observado na figura 3.
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Fonte: VETLAB, 2012

A interpretacdo dos resultados é comparativa frente a um padrdo bioldgico de
referéncia e, a zona ou o halo de inibicdo de crescimento é medida partindo-se da circunferéncia
do disco até a margem onde ha crescimento de microrganismos. De acordo com a dimensao do
halo os microrganismos podem ser classificados como: sensiveis, quando o didmetro da zona
de inibicdo é maior, ou ndo mais do que 3 mm menos que o controle positivo; moderadamente
sensiveis, halo maior que 2 mm, mas menor que o controle positivo de mais de 3 mm; e
resistentes, didmetro igual ou menor que 2 mm. (CORDEIRO, 2003)

As cepas de E. coli (cepa ATCC 25922; beta-lactamase negativa) e Candida albicans
(cepa CCCD 002) liofilizadas foram hidratadas com aproximadamente 2,5 mL de solucédo
fisioldgica estéril (NaCl 0,9%). Ja as cepas de Candida albicans com 0,5 mL de NaCl 0.9%. A
turbidez das culturas em crescimento com solucdo salina estéril foi ajustada, de modo a obter
uma turbidez dptica comparavel a da solucdo padrao de McFarland entre 0,5 e 1,0. Isso resulta
numa suspensio contendo aproximadamente de 1 a 3x108 UFC/mL (ANVISA, 2003).

As suspens@es foram inoculadas em placas contendo os respectivos meios de cultura
apropriados para cada tipo de micro-organismo, com o auxilio de um swab estéril, deslizando-
0 por toda superficie do meio (ANVISA, 2003). As placas foram incubadas, a 36,5°C por 24 a
72 horas.

A eficiéncia antimicrobiana do 6leo essencial e parabenos foram avaliadas mediante
teste do halo. Em cada placa foram colocados discos de papel filtro esterilizados, contendo as
amostras testadas. Identificados, no fundo da placa, o nimero da amostra que corresponde ao
disco colocado na superficie do meio.

Os halos sdo medidos em milimetros usando um paquimetro ou uma régua, que €
encostado na parte de tras da placa de Petri invertida.

Como halo de inibig&o, sera considerado a &rea sem crescimento bacteriano detectavel
a olho nu. (ANVISA, 2003).
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No ensaio proposto foram utilizados seis discos por placa, um de controle negativo,
contendo amostra sem conservante, um disco de controle positivo, contendo Clorafenicol e,
quatro contendo amostras testes. O Clorafenicol, escolhido como controle positivo, € o
antibidtico utilizado em testes de difusdo em agar contendo E. coli. Nos testes realizados com
Candida albicans ndo foi utilizado nenhum controle positivo. As analises foram feitas em

duplicata para todas as amostras de cada série, e calculada a média das medidas.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 BASES COSMETICAS

Em todas as condicdes de estudo analisadas, as formula¢fes mantiveram-se estaveis
ao longo do tempo avaliado, sem qualquer oscila¢do significativa nos resultados, durante o
periodo de armazenamento. As formulacfes avaliadas apresentaram coloracdo branca
inicialmente, variando entre branco brilhante a branco opaco. Por ndo conter nenhuma esséncia/
fragrancia, o odor da formulacéo é classificado inicialmente como caracteristico, em funcédo das
matérias primas utilizadas, bem como a permanéncia do odor caracteristico do 6leo essencial,
que permaneceram inalteradas durante todo o periodo de avaliacdo. Em relacdo a aparéncia, as
formulagBes mantiveram sua caracteristica cremosa levemente viscosa ao longo de todas as
etapas do estudo.

Durante a incorporacdo do O6leo essencial as formulacdes, as caracteristicas
macroscopicas, como aparéncia, cor e odor, ndo foram alteradas, confirmando o éxito da

pesquisa; caso contrario, sua utilizacdo como conservante, seria inviabilizada.

7.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os halos de inibi¢do do crescimento das cepas, obtidos a partir da acdo dos produtos
testados, indicaram a atividade antimicrobiana das substancias empregadas e os resultados
foram avaliados a partir da média aritmética das medidas, em duplicata, dos diametros dos halos
de inibicdo de crescimento em milimetros (mm), onde os valores encontrados estdo expostos

na tabela 1 e discutidos na ordem apresentada.
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Tabela 1: Média das medidas dos halos de inibicdo formados frente aos micro-organismos testados

SERIE A: PREPARADAS EM JUNHO/ 2014 SERIE B: PREPARADAS EM OUTUBROY/ 2014

AMOSTRAS Escherichia coli | Candida AMOSTRAS Escherichia Candida albicans
albicans coli

1 parabenos: 0,15% 16 mm (I) - 1 parabenos: 0,15% 14 mm (1) -

2 parabenos: 0,35% 18 mm (S) - 2 parabenos: 0,35% 17 mm (S) -

3alecrim: 0,5% 11 mm (R) - 3alecrim: 0,5% 12mm (R) -

4 alecrim: 2% 13mm (R) - 4 alecrim: 2% 15 mm (1) -

5 sem conservante 8mm (R) - 5 sem conservante 13mm (R) -

Oleo de alecrim puro 14 mm (1) 30 mm (S) Oleo de alecrim puro 14 mm (1) 30 mm (S)

Legenda: S(sensivel), I(intermediario), R(resistente) e — (sem formac&o de halo), frente ao padréo de controle positivo.

Nas analises realizadas com E. coli, as amostras 1 e 2, contendo parabenos como
conservantes, tanto da séria A quanto da série B, o halo de inibicdo formado caracterizou este
conservante como sensivel para amostra 2 e intermedidrio para amostra 1, frente ao
microrganismo testado, confirmando que as concentracbes maximas de parabenos preconizadas
pela literatura fornecem melhor nivel de protecdo bacteriostatica. (BRASIL, 2012)

O Oleo essencial de alecrim promoveu inibicdo mais significativa do crescimento
bacteriano na concentracao de 2%, na amostra 4 da série B do que na série A, provavelmente
pela eficacia na incorporacgdo do 6leo aos demais componentes da formulagdo, bem como, pelo
menor tempo de acdo na formulagéo.

Constata-se que as amostras conservadas com 6leo essencial de alecrim (halos entre
11 a 15 mm) apresentaram menor halo de inibicdo que as amostras 1 e 2, conservadas com
parabenos (halos entre 14 a 18 mm). A baixa efetividade dos 6leos essenciais de alecrim pode
ser atribuida as baixas concentracdes utilizadas.

Estudos realizados por Packer e Luz (2007) que tiveram por finalidade avaliar produtos
de origem natural, utilizando 6leos de alecrim, alho, andiroba, melaleuca e prépolis, quanto a
sua acdo frente aos microrganismos Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, utilizando a metodologia de agar com orificio modificado,
concluiram que, dentre os 6leos testados o de melaleuca apresentou os melhores resultados de
atividade antiflngica e bacteriostatica, havendo formacéo de halo de inibig&o variando entre 10
e 60 mm quando testados com E. coli. Porém, atestou também que o 0leo de alecrim tem um
importante papel como antimicrobiano e antifangico, devido a sua composicao quimica, frente
a C. albicans. A aliquota aplicada foi capaz de provocar inibicdo total da levedura

caracterizando assim, um efeito fungistatico.
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Nas amostras 5, preparadas sem adi¢do de conservantes verificou-se a formacao de
halos entre 8 e 13 mm, o que demonstra que 0s componentes utilizados na formulagéo cosmética
também fornecem pequena protecdo microbioldgica, mas insuficiente para garantir a qualidade
do produto até o seu prazo de validade final.

J4, quando testado puro, o 6leo de alecrim, frente a Escherichia coli apresentou um
melhor halo de inibigdo, se comparado as amostras com incorporagdo do 6leo ao creme teste.
Este resultado atesta a interferéncia do agente emulsificador, da formula cosmética, na
susceptibilidade da bactéria ao 6leo essencial podendo explicar a possivel influéncia que este
exerce sobre o crescimento bacteriano e/ou sobre a permeabilidade da membrana celular, visto
que, os emulsificadores podem agir antagbnica ou sinergicamente aos componentes ativos do
oleo. Altas concentracdes, por exemplo, podem aumentar a atividade antibacteriana produzindo
resultados falso-positivos ou reduzir a bioatividade do 6leo, esse Ultimo efeito é, possivelmente,
causado pela formacdo de micelas que dificultariam o contato direto do 6leo com o0s
microrganismos. (NASCIMENTO et al, 2007)

A figura 4 ilustra os halos formados nas analises feitas com o 6leo puro, produzindo
diametro de 14 mm para o 6leo de alecrim (A), sinalizando o 6leo essencial de alecrim com
atividade antibacteriana intermediaria, se comparado ao halo formado no controle positivo com

clorafenicol (+), de 35 mm.

Figura 4: Halo de inibicao para Escherichia coli, em meio contendo 6leo de alecrim (esquerda - A).

Fonte: autoria prépria

Em todas as amostras testadas, o experimento confirmou uma melhor atividade e
efetividade antimicrobiana naquelas preparadas com concentragdes méaximas dos agentes
conservantes.

J& no caso dos testes com o fungo Candida albicans, foi verificado que ndo houve
formagéo de halo de inibicéo, evidenciado na figura 5, onde observa-se o crescimento de fungos
bem préximos aos discos. Na mesma figura a esquerda, apesar de néo ser visivel a formagéo de

halo, nota-se que, em volta do disco contendo 6leo de alecrim puro (A), houve um menor
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crescimento de col6nias de fungos, comparado ao controle negativo (-) (disco sem conservante),
demonstrando que o 6leo tem potencial de ag&o fungicida.

Fonte: autoria prépria

8. CONSIDERACOES FINAIS

Embora as formulagdes cosméticas ndo necessitem de esterilidade, devem cumprir as
exigéncias da legislacdo quanto a auséncia de microrganismos especificos, a fim de se obter
produtos de excelente qualidade, estabilidade e confianca, por isso, o controle da qualidade
microbioldgica durante as etapas do processo de fabricacdo é importante para avaliacdo dos
pontos criticos de contaminacao.

Diante disto, a escolha do conservante ideal deve ser cautelosa, pois 0 mesmo precisa
ser estavel, compativel com outros ingredientes da formulagdo, sem interferir com a cor ou odor
do produto, ter amplo espectro de acdo em baixa concentracdo, permanecer ativo em diferentes
valores de pH, distribuir-se de forma apropriada em sistemas emulsionados, inativar
contaminantes rapidamente, prevenindo a adaptacdo microbiana, além de ndo provocar efeitos
toxicos, irritantes e hipersensibilizantes.

Os resultados obtidos nesta pesquisa confirmam aplicabilidade e efetividade dos
conservantes utilizados, tanto os parabenos quanto o 6leo essencial, uma vez que, mantiveram
a estabilidade das amostras de creme, promovendo também, a formacédo de halos de inibicéo
nas amostras testadas frente a Escherichia coli, mesmo 120 dias apds o preparo.

O oleo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis) atende aos requisitos de uma
substancia dotada de atividade bacteriostatica, porém com eficacia menor, se comparado aos
conservantes quimicos a base de parabenos.

A pesquisa apresentou resultados importantes, porém, demanda estudos mais

detalhados sobre rendimento e custo de producdo, para elucidar sua verdadeira bioatividade,
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seu potencial terapéutico e sua utilidade clinica, para se consagrar, 0 uso de 6leos essenciais
como alternativas seguras e economicamente viaveis para o mercado cosmético-farmacéutico.

Desta forma, sdo necessarios estudos complementares relativos ao desempenho de
novas faixas de concentracdo dos Oleos essenciais testados, bem como, sobre uma melhor
padronizacdo dos testes de susceptibilidade antimicrobiana, especifica para 6leos essenciais,
uma vez, que os testes de avaliagdo antimicrobiana empregados nestas pesquisas S&o
padronizados pela NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) e
desenvolvidos para analisar agentes antimicrobianos convencionais como 0s antibidticos, que

sdo substancias de natureza hidréfila, sendo padronizados para esta condig&o.
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