UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CURSO DE GRADUACAO EM FARMACIA

GABRIELA MINATTI GIACOMINI

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE CONSERVANTES
NATURAIS UTILIZADOS EM FORMULACOES COSMETICAS

Floriandpolis, julho de 2022.



GABRIELA MINATTI GIACOMINI

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE CONSERVANTES
NATURAIS UTILIZADOS EM FORMULAGCOES COSMETICAS

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado como um dos requisitos para
a obtencdo do grau de Bacharel em
Farmécia.

Orientador: Profé. Dré Giovana Carolina
Bazzo
Coorientador: Prof?, Dr2 Bianca Ramos
Pezzini

Floriandpolis, julho de 2022.



Este trabalho de concluséo de curso, escrito no formato de artigo, foi elaborado segundo
as normas da Revista Cosmetics & Toiletries.

Categoria de trabalho: trabalho de pesquisa



RESUMO

Conservantes sdo substancias adicionadas aos cosmeticos com a finalidade de inibir o
crescimento de micro-organismos. Porém, os possiveis efeitos adversos dos conservantes
sintéticos e a tendéncia dos consumidores a buscarem produtos contendo ingredientes
naturais, organicos e sustentaveis trazem a tendéncia do uso de conservantes naturais.
No entanto, a utilizacdo de conservantes naturais em formulacGes cosméticas deve ser
realizada de forma cuidadosa, pois muitos deles podem néo apresentar atividade de amplo
espectro, podem possuir baixa eficdcia em baixas concentragdes, apresentar odor ou cor
desagradavel, incompatibilidade com outros ingredientes, causar irritagdo ou processos
alérgicos e também podem possuir custo mais alto. H& poucos estudos relacionados a
atividade antimicrobiana dos conservantes naturais disponiveis no mercado e a maioria
dos fornecedores ndo disponibiliza resultados da eficacia antimicrobiana contra micro-
organismos especificos. Portanto, este trabalho avaliou a atividade antimicrobiana de
quatro tipos de conservantes naturais, de diferentes fornecedores, que vém sendo
utilizados em formulagcdes cosmeticas e determinou a Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida/Fungicida Minima (CBM/CFM) contra determinados
micro-organismos. De uma maneira geral, a maioria dos conservantes foram eficazes para
inibir o crescimento dos micro-organismos testados, apresentando CIM e CBM/CFM
menores do que as concentracdes indicadas pelos fabricantes, e apenas um deles teve uma
baixa performance. Sendo esse 0 Unico conservante que contém apenas um componente,
os demais sdo combinacGes de diferentes compostos, que podem ter diferentes
mecanismos de a¢cdo ou mesmo alguma acao sinérgica, o que pode estar relacionado a sua
melhor performance. Os resultados obtidos poderao auxiliar na etapa de desenvolvimento
de novas formulagdes contendo estes conservantes.

Palavras-chave: conservantes, cosméticos, ingredientes naturais.



1 INTRODUCAO

Devido as demandas dos consumidores por produtos com longa vida de prateleira,
a industria cosmética utiliza diversos métodos para prolongar o periodo de uso dos
cosméticos. Um dos métodos mais utilizados para uma maior duracdo desses produtos e
para a manutencdo da sua estabilidade microbiolégica € o uso de conservantes,
substancias que inibem o crescimento de micro-organismos?.

O crescimento microbiano pode ocorrer em cosméticos e produtos de higiene
pessoal sob condi¢des usuais de fabricagdo e uso, e varias fontes de contaminagdo podem
ser citadas, como as materias-primas, a embalagem, ou mesmo 0S processos de
fabricacdo. Além disso, uma vez que o produto cosmético é aberto, e até que seja
descartado, é altamente suscetivel a contaminag&o devido ao uso pelo consumidor?.

Os micro-organismos podem, portanto, multiplicar-se facilmente e causar efeitos
tanto nas caracteristicas fisicas e quimicas do produto (como descoloragdo, odor
desagradavel, degradacé@o de compostos ativos, alteracdo do pH) quanto danos a saude do
consumidor (se o micro-organismo for patogénico, por exemplo)?. Dessa maneira, é
esperado que os produtos cosméticos resistam a proliferacdo desses micro-organismos
dentro do periodo de uso, reforcando a necessidade da utilizacdo de conservantes nessas
formulacgdes.

O uso de conservantes em formulacGes cosméticas se destina, principalmente,
para inibir o desenvolvimento de micro-organismos nos produtos, e a sua aplicacdo deve
estar dentro da regulamentacdo adequada para cada tipo de conservante. Os conservantes
tém sido usados em associacdo, para aumentar a atividade antimicrobiana, ampliando o
espectro de atividade, reduzindo a resisténcia de micro-organismos e o risco de
toxicidade.®

Segundo a ANVISA, conservantes sdo substancias que sdo adicionadas como
ingrediente aos produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes com a finalidade de
inibir o crescimento de micro-organismos durante sua fabricacdo e estocagem, ou para
proteger os produtos da contaminagio inadvertida durante o uso.*

Os conservantes sintéticos sdo utilizados hd bastante tempo e possuem preco
acessivel, atividade contra diferentes espécies de bactérias e fungos, sdo compativeis com

outros ingredientes e ndo interferem na fragrancia, cor e outros aspectos das formulagdes.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/cosmetic-industry

Porém, muitos deles podem ser prejudiciais a salde se usados em concentracdes
inadequadas, podendo causar irritacGes na pele e em areas sensiveis, fato que criou um
alerta a muitos consumidores que, atualmente, acabam buscando produtos sem essas
substancias.?

Entre os conservantes sintéticos mais utilizados nas indUstrias cosméticas estdo 0s
parabenos, ésteres do acido 4-parahidroxibenzdico (PHBA). A popularidade global dos
parabenos como conservantes se deve principalmente a sua eficacia e atividade contra um
amplo espectro de bactérias e fungos. Essas substancias inibem o crescimento de bactérias
Gram positivas e negativas, bem como bolores e leveduras. No entanto, o uso de
parabenos vem sendo alvo de inimeras controvérsias relacionadas a sua utilizagdo, e a
busca por conservantes alternativos cresce cada vez mais pelas industrias e pelos proprios
consumidores.*

Recentemente, a inddstria cosmética iniciou uma nova tendéncia de substituicdo
de conservantes quimicos por substancias de origem natural. Pesquisadores identificaram
plantas que exibem propriedades antibacterianas e antifungicas e avaliaram a eficacia,
eficiéncia e possibilidades viaveis do uso de 0leos essenciais e extratos derivados dessas
plantas em cosméticos.®> Além disso, derivados de plantas sdo utilizados na indstria de
alimentos ¢ muitos deles sdo classificados como “GRAS” - Geralmente Reconhecido
como Seguro.® Dessa forma, essas substancias estdo ganhando espacgo na indUstria e vém
sendo cada vez mais utilizadas em formulacdes cosméticas.

A descoberta e 0 uso de um ingrediente natural com propriedades conservantes
oferece as industrias cosméticas a possibilidade de comunicarem sobre o aspecto “livre
de conservantes” de seus produtos.? Além disso, surgiu nos ultimos anos uma abordagem
de cosméticos autoconservantes, onde o0s conservantes tradicionais sdo substituidos por
outros ingredientes cosméticos que sdo usados principalmente como constituintes
funcionais de um produto cosmético e/ou por seus efeitos positivos na pele, mas
contribuem significativamente para a funcdo conservante por possuirem propriedades
antimicrobianas.’

Diante do exposto, pode-se concluir que 0s conservantes sao indispensaveis nas
formulacdes cosméticas, pois além de aumentarem o tempo de prateleira do produto,
inibindo o crescimento de micro-organismos, evitam a contaminacdo dos mesmos.

Porém, a busca dos consumidores por produtos contendo ingredientes naturais, organicos



e sustentaveis traz uma nova tendéncia as formulagdes cosméticas — o uso de conservantes
naturais.

O desenvolvimento de novos conservantes naturais possibilita a reducdo e até
mesmo a exclusdo dos conservantes sintéticos, normalmente usados em preparagdes
farmacéuticas e cosméticas. Além disso, esses agentes apresentam efeitos menos toxicos
e representam uma possivel alternativa natural aos consumidores®.

No entanto, a utilizacéo de conservantes naturais em formulagdes cosméticas deve
ser realizada de forma cuidadosa, pois muitos deles podem nao apresentar atividade de
amplo espectro, podem possuir baixa eficcia em baixas concentracdes, apresentar odor
ou cor desagradavel, incompatibilidade com outros ingredientes, causar irritacdo ou
processos alérgicos e também podem possuir custo mais alto®.

Alem disso, ha poucos estudos relacionados a atividade antimicrobiana dos
conservantes naturais disponiveis no mercado e a maioria dos fornecedores nao
disponibiliza resultados da eficacia antimicrobiana contra micro-organismos especificos.
Portanto, a proposta deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de quatro tipos
de conservantes naturais, de diferentes fornecedores, que vém sendo utilizados em
formulagdes cosméticas. Os resultados obtidos poderdo auxiliar na etapa de

desenvolvimento de novas formulagfes contendo estes conservantes.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os conservantes foram obtidos atraves de doacdo pelos préprios fornecedores.
Foram utilizados Caldo Mueller Hinton e Caldo Sabouraud-dextrose da Himedia
(Mumbai, india). As cepas padrdo de Escherichia coli ATCC 10536; Staphylococcus
aureus ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Candida albicans ATCC

10231 foram obtidas da Microbiologics (Minessota, USA).

2.2 CONSERVANTES



Um resumo da composicdo de cada conservante e também a concentracdo
recomendada para ser adicionada a formulagdes, de acordo com os fornecedores, é
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Conservantes naturais avaliados neste estudo, sua respectiva composicao
quimica e concentragdo de uso indicada pelos fornecedores.

CONCENTRACAO
CONSERVANTE

(1\\In] [672YDAY

Glyceryl Caprylate

Conservante 1 Glyceryl Undecylenate

1,0% - 1,5%

Pentylene Glycol
Conservante 2 Glyceryl Caprylate 1,6%
Glyceryl Undecylenate

Conservante 3 Pentylene Glycol 1,0% - 5,0%

Benzyl alcohol
Conservante 4 Glyceryl caprylate 0,3% - 1,0%
Glyceryl undecylenate

2.3 METODOS

A atividade antimicrobiana dos conservantes foi avaliada através da determinacao
da concentracdo inibitoria minima (CIM), empregando o método de microdiluicdo em
caldo. A metodologia foi realizada de acordo com as normas preconizadas pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Norma M7-A6, Anvisa, 2019), com

pequenas modificacdes®.

2.4 PROCEDIMENTO PARA REATIVACAO DAS CEPAS

Para esta etapa, foi transferida uma aliquota de cada cepa mantida congelada para
0 meio de cultura caldo Mdeller Hinton (para as cepas de Escherichia coli ATCC 10536;
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) e caldo
Sabouraud-dextrose para a Candida albicans ATCC 10231 e, posteriormente, incubadas
a 37°C por 24 horas.



2.5 PADRONIZAGCAO DA SUSPENSAO BACTERIANA

A suspensdo da cepa reativada foi diluida com solugéo salina estéril e, em seguida,
comparada com o tubo 0,5 da escala de Mc Farland, que equivale a 1,5x10% células/mL.
Posteriormente, foi feita uma nova diluicdo com 1 mL da suspensdo em 9 mL de solucéo
salina estéril, de forma com que a concentracao do indculo ficasse em, aproximadamente,
1,5 x 107 células/mL para as cepas de bactérias. Para a cepa de Candida albicans, a

suspensdo foi diluida até uma concentracdo aproximada de 1 a 5x10° células/mL.

2.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

Inicialmente foi preparada uma solucdo mais concentrada de cada amostra,
empregando solucdo salina e dimetilsulfoxido (DMSQO) na propor¢do 1/1 como
diluente: 3% (p/v) para os conservantes 1, 2 e 4 e 5% (p/v) para o conservante 3. Em
seguida, foram realizadas diluicdes seriadas nos préoprios pogos da microplaca,
empregando salina esteril como diluente. As concentragdes foram estabelecidas de acordo
com as fichas técnicas dos fabricantes de cada conservante, considerando a quantidade

sugerida para utilizagdo em formulacGes.

2.7 INOCULACAO NAS MICROPLACAS

Esta etapa foi feita em duplicata para cada amostra, conforme demonstrado na
Figura 1. A partir da solucdo inicial foram efetuadas diluicdes seriadas nos proprios pogos
da placa de microdilui¢do da seguinte forma: foram adicionados 100 pL de solugédo salina
em cada orificio da microplaca e 100 pL da amostra na concentragdo inicial e,
posteriormente, realizadas as diluicdes seriadas. Para cada micro-organismo, uma placa
com 96 pocos foi inoculada com diferentes concentracfes das amostras. Em seguida, foi
adicionado 80 pL de caldo e 20 pL da suspenséo padronizada de cada micro-organismo
teste.

O controle do efeito do solvente empregado no preparo da amostra foi feito com
100 pL de solugdo salina, adicionado 80 uL de caldo e 20 pL da suspensdo do micro-
organismo teste. O controle da promog&o de crescimento do meio foi feito através de 80

uL de caldo e 20 uL da suspensdo do micro-organismo teste, na qual deverd haver
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crescimento apos incubacdo. O controle negativo de contaminacéo das amostras foi feito
com 80 uL de caldo e 100 pL da solugdo das quatro amostras, onde ndo deverd haver
crescimento apds incubacgdo. O controle de esterilidade do meio de cultura foi feito com
80 uL de caldo e 100 pL de solugdo salina, na qual ndo devera haver crescimento apos
incubacéo.

Em seguida, as microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para as
bactérias e 48 h para a levedura.

Figura 1 — Fluxograma para determinagdo da CIM pelo método de microdiluicéo.
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2.8 LEITURA

Apos a incubacdo, foi feita a leitura da turbidez em cada orificio. Para confirmar o
crescimento, foi utilizado o revelador 2,3,5 trifenil tetrazélio a 0,5% (m/v), na qual foi
adicionado 20 pL da solugdo aquosa do mesmo em cada orificio da microplaca e,
posteriormente, foi realizado uma incubacéo adicional de duas horas a 37°C. Po¢os com
crescimento bacteriano adquiriram coloragdo rosa, enquanto pogos sem crescimento

permaneceram incolores.



11

2.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E DA
CONCENTRAGAO BACTERICIDA OU FUNGICIDA MINIMA (CBM/CFM)

A CIM foi determinada como a menor concentragdo da diluicdo da amostra que
inibiu o crescimento microbiano.

Para determinar a CBM, foram repicadas aliquotas dos pocos em que ndo houve
crescimento para placas contendo Agar Caseina-soja, seguido de incubagio a 36°C por
48 horas.

A CFM (Concentracdo Fungicida Minima) foi determinada da mesma forma,

porém, empregando Agar Sabouraud-dextrose, e incubago a 36°C por 5 dias.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha dos micro-organismos utilizados neste trabalho baseou-se naqueles
preconizados para a realizacdo do teste de desafio ou challenge test, realizado em
produtos cosméticos com o objetivo de verificar a eficacia do sistema conservante e se
ele é capaz de resistir a varios tipos de contaminagdo durante a producéo, proveniente do
meio ambiente e do contato direto com o usuario, dessa forma garantindo a seguranca e
eficacia do produto durante o seu prazo de validade.*

O teste de desafio é baseado na contaminacéo proposital da formulacéo final com
micro-organismos especificos e avaliacdo desta carga em intervalos de tempo definidos.
Recomenda-se utilizar culturas padrdo dos seguintes micro-organismos:

e Pseudomonas aeruginosa (bactéria Gram negativa)
o Staphylococcus aureus (bactéria Gram positiva)

e Escherichia coli (bactéria Gram negativa)

e Candida albicans (levedura)

 Aspergillus niger (bolor)!

Em determinadas ocasifes, especialmente quando ndo se conhece ou quando ndo
se encontram dados disponiveis sobre a acdo do conservante sobre micro-organismos
especificos, € realizado o teste de determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM),

que foi utilizado neste trabalho.
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Quando se fala na escolha de um conservante, este deve manter sua atividade
antimicrobiana na presenca de outros insumos da formulacdo e deve apresentar,
preferencialmente, acdo biocida, reduzindo o nivel de contaminacdo por meio da
destruicdo/morte microbiana. Além disso, também é importante a acdo biostatica, que
mantém ou reduz o nivel de contaminagdo por meio da inibicdo do crescimento dos
micro-organismos.*?

A CIM é definida como a concentracdo minima de conservante necessaria para
inibir o crescimento de um micro-organismo especifico, ou seja, esta relacionada a sua
acdo biostatica. Além da CIM, podem ser determinadas a CBM e a CFM, que representam
a menor concentragdo do conservante capaz de causar a morte dos micro-organismos
teste, que sdo evidenciadas pela auséncia de crescimento apds repique para uma placa de
Petri contendo meio de cultivo apropriado.'® No entanto, a eficacia dessa concentragio
de conservante s0 € comprovada através da realizacdo do ensaio de eficacia de
conservantes (challenge test), onde se avalia a resisténcia da formulagéo final do produto
a contaminac&o microbiana.'*

Existem varios métodos que podem ser empregados para avaliar a atividade
antibacteriana e antifingica e determinar a CIM. Os mais conhecidos sdo o método de
difusio em agar, o método de macrodiluicéo e o de microdiluigdo.*®

Segundo a Enciclopédia de Microbiologia, quinta edi¢do (2019), a microdiluicdo
em caldo é o método padrdo utilizado na maioria dos laboratérios de referéncia nos
Estados Unidos e no exterior. A técnica de microdiluicdo em caldo é uma adaptacdo da
macrodiluicio em caldo. E denominada microdiluicio, porque envolve o uso de pequenos
volumes de caldo colocados em placas de 80, 96 ou mais pocgos de fundo redondo ou

conico estéreis, proprias para microdiluicdo.*®

3.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE A

Escherichia coli

As bactérias Gram-negativas da espécie Escherichia coli pertencem a familia
Enterobacteriacea. Seu crescimento exige condicBes Otimas de temperatura, pH e
atividade de agua. O habitat natural da Escherichia coli é o trato intestinal dos seres

humanos e animais de sangue quente.'®
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Em termos quantitativos, a Escherichia coli provavelmente é o patdgeno humano
mais importante. A espécie contempla pelo menos cinco categorias que causam infeccao
intestinal por diferentes mecanismos e varias outras especificamente associadas com
infecces urinarias, meningites e provavelmente outras infecgdes extra-intestinais®

Acerca desse cenario, a ANVISA estabelece pardmetros para controle
microbioldgico de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, preconizando a
auséncia de coliformes fecais, onde inclui-se a Escherichia coli, para produtos tipo |
(produtos para uso infantil, para area dos olhos e que entram em contato com mucosas) e
tipo 11 (demais produtos cosméticos suscetiveis a contaminagdo microbioldgica).!” Na
Figura 2 encontram-se o0s resultados obtidos na avaliagdo da atividade antimicrobiana dos

conservantes frente a Escherichia coli.

Figura 2 — Valores de CIM e CBM das amostras frente a Escherichia coli e limites de
uso (concentragdo minima e maxima) em formulac6es preconizados nas fichas tecnicas

dos fornecedores.
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Ao determinar a atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli (Figura 2),
observamos que, de maneira geral, todos os conservantes foram eficientes, de acordo com
a concentracdo indicada na ficha técnica do fornecedor. Além disso, ao considerar 0s
valores de CIM, os quatro conservantes apresentaram concentra¢des abaixo das
concentragbes maximas preconizadas, indicando que sdo eficientes em inibir o
crescimento da Escherichia coli nestas concentragdes. Em relacdo a CBM, apenas o
conservante 3 atingiu a concentracdo maxima de uso apresentada na ficha técnica. Neste

caso, embora a concentragdo sugerida para uso em formulagdes cosméticas seja de 1 a
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5%, o efeito inibitdrio foi observado apenas em concentragdes iguais ou maiores do que
2,5% e, o efeito microbiocida, em concentracGes iguais ou superiores a 5%.

Para os conservantes 1, 3 e 4, os valores de CBM foram maiores do que os da
CIM, indicando que, apesar de possuirem acao inibitoria sobre o micro-organismo, uma

concentra¢do maior de conservante € necessaria para que exerca a sua acao microbiocida.

3.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE AO

Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae. Sdo bactérias
Gram-positivas, podendo ser encontradas isoladas sem pares e em agrupamentos
irregulares, e também sio anaerobios facultativos.®

A espécie Staphyloccocus aureus é a mais importante do género, podendo causar
uma variedade de processos infecciosos em seres humanos, como infecgdes de pele.*® Por
IS0, a auséncia deste micro-organismo é recomendada em produtos cosméticos e tambem

em formulagdes farmacéuticas de uso topico.?°

Figura 3 — Valores de CIM e CBM das amostras frente ao Staphylococcus aureus e
limites de uso (concentragdo minima e maxima) em formulac6es preconizados nas fichas

técnicas dos fornecedores.

Staphylococcus aureus

6.0%

5.0% >5,0% 5.0%
5.0%
4.0%

3.0%

2.0% 1.5% 1.5% 1.6% 1.6%
1.0% 1.0% 1.0%
1.0% 0.7%
0.2% 0.2% 0.3% 0.3% 0.3%
0.00p . - I N
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

uCIM mCBM Conc. Min = Conc. Max.

Em relacdo a determinacdo da atividade antimicrobiana frente ao Staphylococcus
aureus e comparando com a concentracdo indicada pelo fabricante (Figura 3), observa-se

que os conservantes 1, 2 e 3 foram eficientes e, inclusive, apresentaram valores de CIM
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e CBM inferiores ou iguais @ minima recomendada, com excecéo do conservante 3. Neste
caso, apenas na concentracdo maxima sugerida (5%) foi observado efeito inibitdrio contra
o0 Staphylococcus aureus e, para que exerca acdo biocida, concentracfes superiores a 5%
deveréo ser empregadas.

Os conservantes 1 e 2 apresentaram valores de CBM maiores que os da CIM,
indicando também que, mesmo possuindo acéo inibitdria sobre 0 micro-organismo, uma

concentra¢do maior de conservante é necessaria para que exerc¢a a sua acao microbiocida.

3.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE A

Pseudomonas aeruginosa

As Pseudomonas pertencem a familia Pseudomonadaceae, com as caracteristicas
de bacilos Gram-negativos, ndo sdo esporulados e possuem flagelos. Sdo micro-
organismos nio fermentadores e aerébios.*

A espécie Pseudomonas aeruginosa € a mais importante, pois é encontrada em
diversos ambientes, principalmente no solo e na agua. As infec¢des por Pseudomonas séo
consideradas oportunistas, sendo capazes de provocar doencas quando o sistema
imunoldgico estd comprometido.?! Dessa forma, podem causar infeccdes cutineas,
urinarias e oculares. Por este motivo, a sua auséncia é recomendada especialmente em
produtos para uso topico e também naqueles que possam entrar em contato com os olhos,

mesmo que acidentalmente.?

Figura 4 — Valores de CIM e CBM das amostras frente a Pseudomonas aeruginosa e
limites de uso (concentragdo minima e maxima) em formulac6es preconizados nas fichas

técnicas dos fornecedores.
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Ao determinar a atividade antimicrobiana frente a Pseudomonas aeruginosa
(Figura 4), observa-se que os valores de CIM foram menores ou iguais a concentragéo
minima de uso indicada pelo fornecedor para os conservantes 1, 2 e 4. Porém, quando
analisamos a CBM, todos apresentaram concentragcdes maiores do que as recomendadas,
sugerindo que o seu efeito conservante nas formulagdes ocorre pela inibicdo do
crescimento deste micro-organismo e ndo por a¢ao microbiocida.

No caso do conservante 3, novamente observou-se que apenas na concentragao
méaxima sugerida (5%) foi observado efeito inibitorio contra a Pseudomonas aeruginosa

e, para que exerca acao biocida, concentracdes superiores a 5% deverao ser empregadas.

3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE A Candida

albicans

A Candida albicans é uma levedura diploide e apresenta-se com diferentes
caracteristicas, dentre elas a habilidade de se apresentar em varias formas como
brotamento e filamentagd0.?? S30 micro-organismos comensais, que habitam
primariamente o trato gastrointestinal, fazendo parte também da microbiota vaginal, da
uretra e dos pulmd@es. Entretanto, essas mesmas leveduras podem se tornar patogénicas,
caso ocorra um desequilibrio em sua relacdo com o hospedeiro, por isso sdo consideradas
oportunistas.?

Embora a RDC 630/2022 ndo indique a pesquisa de Candida albicans em

produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, este micro-organismo esta incluido
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na lista daqueles avaliados no teste de eficacia de conservantes de cosméticos. Por este

motivo, optou-se por avaliar sua acdo frente aos conservantes avaliados neste estudo.

Figura 5 — Valores de CIM e CFM das amostras frente a Candida albicans e limites de
uso em formulagGes (concentracdo minima e maxima) preconizados nas fichas técnicas

dos fornecedores.
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Em relacdo a determinacgéo da atividade antimicrobiana frente a Candida albicans
(Figura 5), nota-se que apenas 0s conservantes 1 e 2 apresentaram CIM e CFM menores
que as concentragdes minimas de uso indicadas pelo fabricante. Por outro lado, os
conservantes 3 e 4 demonstraram acdo inibitéria em concentracdes acima das
recomendadas. Este resultado € interessante, pois 0 conservante 4 apresenta 0S mesmos
componentes do que o0s conservantes 1 e 2, com excecdo do alcool benzilico (Tabela 1).
Portanto, eram esperados valores de CIM inferiores aos obtidos. Desta forma, sugere-se
a confirmacao deste resultado.

De uma maneira geral, os conservantes 1, 2 e 4 foram eficazes para inibir o
crescimento dos micro-organismos testados. Porém, o conservante 3 inibiu apenas o
crescimento dos micro-organismos em concentragdes proximo ou iguais as maximas
recomendas. E importante observarmos que o conservante 3 é o (inico que contém apenas
um composto, os conservantes 1, 2 e 4 sdo um conjunto de compostos que podem ter uma

acdo sinérgica que resulta em um melhor desempenho conservante.

4 CONCLUSAO
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Neste estudo foi possivel determinar a atividade antimicrobiana de conservantes
naturais que vém sendo utilizados em formulagdes cosméticas frente a diferentes micro-
organismos.

Através dos resultados obtidos observou-se que 0s conservantes 1, 2 e 4 foram
eficientes para inibir o crescimento da maioria dos micro-organismos teste. No entanto,
0 conservante 3 apresentou agdo inibitéria muito proxima a concentracdo maxima
indicada pelo fabricante, principalmente frente ao Staphylococcus aureus e a
Pseudomonas aeruginosa. Acerca disso, nota-se que 0 conservante 3 € o Unico que
contém apenas um componente. Os demais sdo combinacdes de diferentes compostos,
que podem ter diferentes mecanismos de acdo ou mesmo alguma acdo sinérgica, o que
pode estar relacionado a sua melhor performance.

Com excecdo do conservante 4, que apresentou em sua ficha técnica dados de
CIM e CBM para alguns micro-organismos e que foram compativeis com os resultados
obtidos, estes dados ndo se encontram disponiveis para 0s demais conservantes. Desta
forma, os resultados obtidos neste trabalho podem ser utilizados para direcionar a
concentracdo de uso dos conservantes avaliados na etapa de desenvolvimento de

formulacdes cosmeticas.
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