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RESUMO 

 

A contaminação microbiológica apresenta um risco potencial à qualidade do 
produto, mas, sobretudo pode afetar a saúde do consumidor. Conservantes são 
substâncias adicionadas a produtos cosméticos, farmacêuticos, de limpeza e 
alimentícios com o objetivo de inibir o desenvolvimento de microrganismos, 
durante sua fabricação e estocagem, bem como proteger o consumidor de 
contaminação inadvertida durante o uso do produto. Embora alguns conservantes 
já estejam consagrados na literatura, os mesmos têm sido relacionados ao 
desencadeamento de reações alérgicas, motivando a procura do conservante 
ideal. O Xilitol é um açúcar natural proveniente de plantas, frutas e vegetais, que 
possui propriedades antimicrobianas descritas na literatura. O presente trabalho 
teve como objetivo avaliar a eficácia antimicrobiana do monoéster de C-8 Xilitol 
(patente PCT/IB 2008/054321), visando sua utilização como conservante em 
bases cosméticas, através de testes de desafio conservante (challenge test) e 
determinação da concentração inibitória mínima (CIM). Os resultados obtidos na 
determinação da concentração mínima inibitória estão entre 1,0 e 1,25 % para 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans e entre 1,0 e 1,5% 
para Pseudomonas aeruginosa e Aspergillus niger, indicando a faixa de 
concentração do monoéster de C-8 Xilitol que inibiu totalmente o crescimento do 
microrganismo, no teste de diluições. A loção hidratante utilizada no teste de 
desafio foi conservada com a concentração de 1% do monoéster de C-8 Xilitol, 
verificando-se um rápido declínio na contagem de UFC/g nos primeiros tempos de 
avaliação após a contaminação do produto, para todas as bactérias testadas. 
Após o período de avaliação, incluindo a reinoculação do produto, o monoéster de 
C-8 Xilitol mostrou-se eficaz frente às bactérias P. aeruginosa, E. coli e S. aureus, 
atendendo à especificação de redução de 99,9% do número de células viáveis 
estabelecida em compêndios oficiais. O mesmo ocorre em relação à C. albicans 
que apresenta uma redução de 90% do número de células viáveis e também em 
relação ao A. niger, quando o pH da loção testada é ajustado de 5,5 para 7,0. Nas 
condições em que os testes foram conduzidos, podemos concluir que o monoéster 
de C-8 Xilitol, apresenta atividade antimicrobiana frente aos microrganismos 
testados e atende aos requisitos de uma substância dotada de atividade 
conservante, podendo ser considerado uma alternativa conservante para produtos 
cosméticos. 
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ABSTRACT 

 

 

Microbiological contamination presents a potential risk to product quality, but 
specially can affect the health of consumers. Preservatives are substances added 
to cosmetic, pharmaceuticals, cleaning agents and food in order to inhibit growth of 
microorganisms during product manufacturing and storage and to protect 
consumers from inadvertent contamination during the use of the product. Although 
some preservatives are already well established in the literature, they have been 
linked to the allergic reactions, motivating the search for the ideal preservative. 
Xylitol is a natural sugar derived from plants, fruits and vegetables, which 
antimicrobial properties are described in the literature. This study aimed to 
evaluate the antimicrobial effectiveness of C-8 Xylitol monoester (patent pending 
PCT/IB 2008/054321), for its use as a preservative in cosmetic formulations. The 
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the broth macrodilution 
method and the antimicrobial effectiveness of C-8 Xylitol monoester was 
determined by using challenge test method. The results obtained in the 
determination of minimum inhibitory concentration are between 1.0 and 1.25% for 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans and between 1.0 
and 1.5% for Pseudomonas aeruginosa and Aspergillus niger. The amount of 1% 
of C-8 Xylitol monoester was added to the lotion used in the challenge test, 
observing a rapid decline in the number of CFU/g in stages of evaluation after 
contamination of the product by all bacteria. After the evaluation period, including 
reinoculation product, the C-8 xylitol monoester was effective against P. 
aeruginosa, E. coli and S. aureus, according to the specification of 99.9% reduction 
in the number of viable cells established in the official compendia. The same 
occurs in relation to C. albicans, which shows a 90% reduction in the number of 
CFU/g. Regarding A. niger, similar reduction is observed when pH value of the 
lotion is adjusted from 5.5 to 7.0.  Under the tests conditions used, we concluded 
that C-8 Xylitol monoester has antimicrobial activity and could be considered as an 
alternative preservative for cosmetic formulations. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A palavra cosmético vem do grego kosmetikós, que quer dizer "o que serve 

para ornamentar”. Estima-se que o seu uso de tenha se iniciado há pelo menos 

30.000 anos. Os povos primitivos tinham o hábito de pintar o corpo para fins 

ornamentais e religiosos. Os primeiros registros da utilização de cosméticos datam 

no Egito antigo. Os egípcios pintavam os olhos para evitar a contemplação direta 

do deus Sol, recorrendo à gordura animal e vegetal, cera de abelhas, mel e leite 

no preparo de cremes para a pele. Na Idade Média, o açafrão servia para colorir 

os lábios; o negro da fuligem, para escurecer os cílios; a sálvia, para clarear os 

dentes; a clara de ovo e o vinagre, para aveludar a pele (1). 

No século XVI, a preocupação com a higiene pessoal diminuiu e somente 

no século XX, com os avanços da indústria química fina, os cosméticos se 

tornaram produtos de uso geral. No final da década de 80, tem-se o lançamento 

das fórmulas evoluídas para cosméticos (1). 

De acordo com a Resolução 79 (2), produtos de higiene pessoal, 

cosméticos e perfumes são definidos como preparações constituídas por 

substâncias naturais e sintéticas ou suas misturas, de uso externo nas diversas 

partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, lábios, órgãos genitais 

externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo 

exclusivo ou principal de limpá-los, perfumá-los, alterar sua aparência e/ou corrigir 

odores corporais e/ou protegê-los ou mantê-los em bom estado (2).  

A Indústria Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos 

apresentou um crescimento médio deflacionado composto de 10,5% nos últimos 
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14 anos, tendo passado de um faturamento líquido, de R$ 4,9 bilhões em 1996 

para R$ 24,9 bilhões em 2009, pricipalmente, devido aos lançamentos constantes 

de novos produtos atendendo cada vez mais às necessidades do mercado (3). 

 

Figura 1. Faturamento liquido das Indústrias de Produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e 
Cosméticos (Fonte: ABIHPEC) 

 

O lançamento de novos produtos cosméticos no mercado é fruto do grande 

desenvolvimento alcançado pela cosmetologia e do crescente apelo ao uso de 

produtos naturais. Estes produtos oferecem nutrientes para a proliferação de 

microrganismos, o que exige maior eficácia dos sistemas conservantes e de um 

controle microbiológico adequado (4). Baixos níveis de contaminação de algumas 

cepas microbianas são inevitáveis, não apresentando ameaça significativa aos 

produtos cuidadosamente formulados. Mas, se o crescimento bacteriano não for 

detectado, pode causar deterioração do produto (5). 

Os cosméticos, em geral, são excelentes meios para existência e 

proliferação de microrganismos, pois são fontes de elementos essenciais ao seu 
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desenvolvimento. As contaminações, que podem ser de origem física, química ou 

microbiológica, são as principais causas de insucesso na obtenção de cosméticos 

de qualidade e eficácia percebidas pelos consumidores. As contaminações 

microbiológicas são sem dúvida as mais difíceis de serem evitadas, pois, na 

maioria das vezes, quando em seu estágio inicial, não podem ser detectadas 

visualmente, mas sim por métodos de análises específicas, que demandam mais 

tempo que as análises físico-químicas usuais (6). 

 

1.1 Contaminações microbiológicas 

Contaminações microbiológicas são causadas por microrganismos, sendo 

bactérias e fungos os mais comuns. Para que os microrganismos se desenvolvam 

é necessário que encontrem condições adequadas para sua nutrição, reprodução 

e mobilidade no meio onde estão localizados (7).  

A contaminação microbiana tem sido um dos problemas mais importantes 

da indústria cosmética, pois estes produtos são reconhecidos por serem 

substratos para a sobrevivência e desenvolvimento de uma ampla variedade de 

microrganismos, já que possuem alguns nutrientes que facilitam o crescimento, 

tais como: lipídeos, polissacarídeos, álcool, proteínas, aminoácidos, glucosídeos, 

esteróides, peptídeos e vitaminas. As condições adequadas de oxigenação, valor 

de pH, temperatura, grau osmótico, atividade superficial, perfume e óleos 

essenciais presentes nos cosméticos, favorecem a multiplicação microbiana (8). 

A qualidade microbiológica dos produtos cosméticos é afetada não apenas 

pelos tipos e quantidade de organismos introduzidos durante a fabricação, 
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estocagem e uso, mas também depende da interação dos mesmos com a 

formulação. Muitos fatores físico-químicos são fundamentais, assim como o 

sistema conservante que pode atuar minimizando os contaminantes a níveis não 

detectáveis durante a estocagem do produto. Como os microrganismos 

apresentam absoluta exigência quanto à presença de água, esta exerce efeito 

fundamental, embora também formas sólidas possam se deteriorar em 

decorrência de contaminantes (9).  

Na indústria, a contaminação microbiológica pode ser introduzida em 

produtos cosméticos pelas mais diferentes formas, podendo ser provenientes de 

equipamentos ou recipientes usados na manipulação, ou estar presentes em 

alguma matéria-prima (10). Mesmo depois de ter sido produzido e embalado com 

êxito, outra importante fonte de contaminação pode ser o uso inadequado do 

usuário, podendo transferir microrganismos ao produto. A adição de água com a 

finalidade de obter um melhor rendimento, também favorece a contaminação 

microbiana (11). 

Um produto contaminado por microrganismos apresenta um risco potencial 

à qualidade do produto e à saúde do consumidor, devido à presença de 

substâncias geradas pelo metabolismo microbiano, sendo que alguns incidentes já 

foram relatados, como infecção por Klebsiella pneumoniae em creme para as 

mãos e Pseudomonas em máscara para os olhos (12). 

A contaminação de um produto cosmético pode acarretar, entre outras 

alterações, a separação das fases emulsionadas, mudança de coloração, pois 

alguns microrganismos produzem pigmentos ou ácidos que alteram o pH e afetam 
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 os próprios pigmentos adicionados à formulação; formação de odores, em virtude 

da produção de compostos sulfurados responsáveis pelo mau cheiro e liberação 

de gases, em função do metabolismo microbiano (13).  

Em estágios mais avançados da contaminação, aparecem alterações nas 

características reológicas, mudando a viscosidade devido à produção de enzimas 

microbianas, que degradam espessantes; desestabilização da emulsão, em  

função  de alterações  dos  emulsificantes;  formação  de  biofilme  e  danos  às  

embalagens  flexíveis (14).  

A capacidade de o microrganismo promover o processo de deterioração 

depende da sua capacidade em produzir enzimas adequadas, e o risco maior no 

caso de produtos cosméticos reside na extrema versatilidade de caminhos 

bioquímicos dos microrganismos, possibilitando a síntese de enzimas 

degradativas. Na dependência de natureza das moléculas, características do 

produto, número e tipo de organismos, o processo degradativo, pode demandar 

horas, meses ou mesmo anos (9).  

Açúcares, aminoácidos e glicerol, que possuem baixo peso molecular, são 

degradados pelos caminhos metabólicos primários. Já a quebra de proteínas, 

polissacarídeos e lipídeos exige enzimas específicas. Aquelas capazes de 

hidrolisar o amido, ágar e celulose são produzidas por muitos organismos 

incluindo Bacillus, Pseudomonas e Clostridium. A produção de alfa-amilase é 

particularmente relevante em Bacillus spp. Estes microrganismos, juntamente com 

Aspergillus e Penicillium spp. são as fontes mais comuns de proteinase e 

peptidase que quebram compostos como a gelatina. A produção de lipase é 
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largamente distribuída e ocorre mais comumente entre os fungos, daí a 

associação da deterioração ao desenvolvimento de fungos em cremes e emulsões 

(9).  

O controle da contaminação durante o processo de fabricação do produto 

pode ser executado, porém, a manipulação e principalmente o uso incorreto pelo 

consumidor podem favorecer o crescimento microbiano (11). 

Os microrganismos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e 

Candida albicans são os principais organismos patogênicos associados a produtos 

cosméticos. O crescimento de certos microrganismos pode levar à liberação de 

toxinas microbianas ou ao desenvolvimento de produtos metabólicos tóxicos que 

são freqüentemente resistentes às formas atuais de esterilização e persistem após 

a morte das células microbianas (14). 

A comprovação da qualidade microbiana em cosméticos visa prevenir a 

transmissão de doenças quando da utilização correta destes produtos, além de 

assegurar a estabilidade e, conseqüentemente, sua eficácia. Os cosméticos 

necessitam de conservantes que sejam capazes de reduzir a carga microbiana a 

níveis aceitáveis durante todo o prazo de validade (9).  

Muitos produtos cosméticos são introduzidos diariamente no mercado, 

devido ao crescente apelo ao uso de produtos eficazes. Baixos níveis de 

contaminação de certas cepas microbianas são inevitáveis, não apresentando 

ameaça significativa a produtos formulados com cuidado. Mas, se não for 

detectável o crescimento bacteriano, pode causar deterioração do produto (5). 

A qualidade microbiológica exigida para um produto cosmético não pode 
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ser obtida mediante a aplicação de um processo esterilizante, como calor ou 

radiação, pois não é aceitável pelas autoridades sanitárias a utilização de matérias 

primas e processos de fabricação de baixa qualidade, para depois tentar “limpar” o 

produto final, além do fato de que muitos produtos não suportariam processos de 

aquecimento, resultando em quebra de proteínas (9). 

A presença de um sistema conservante em uma formulação cosmética não 

significa que a mesma esteja protegida da contaminação microbiana, uma vez que 

os microrganismos utilizam diversos compostos orgânicos como substrato. Para 

que esta proteção ocorra, é necessária intensa investigação durante o 

desenvolvimento da fórmula cosmética (15). 

A grande maioria dos produtos cosméticos necessita ter conservantes em 

sua formulação, particularmente, as soluções aquosas, as emulsões e os géis, 

devido à grande atividade de água em suas formulações, contribuindo para a 

proliferação de microrganismos. A adição de conservantes tem como objetivo 

principal prevenir a proliferação ou limitar o número de microrganismos durante as 

condições normais de estocagem e uso (16).  

É importante que a formulação se constitua em ambiente hostil, no qual os 

microrganismos não possam crescer ou sobreviver, preferencialmente conferindo 

características microbicidas a microbiostáticas. Ainda, a atividade conservante 

deve ser suficientemente rápida para garantir que qualquer contaminação 

introduzida pelo consumidor seja eliminada no período entre os usos (15). 

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessária devido ao 

surgimento de microrganismos resistentes e de infecções oportunistas fatais, 
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associadas a AIDS, quimioterapia antineoplásica e transplantes (17). O estudo de 

agentes antimicrobianos tem grande abrangência, sendo ponto crucial em vários 

setores do campo farmacêutico e cosmético. 

Assim, a seleção do agente antimicrobiano a ser incorporado em produtos 

cosméticos ou farmacêuticos é tarefa bastante difícil, devendo ser feita à luz do 

conhecimento técnico específico disponível sobre sua estrutura química, aspectos 

microbiológicos e legais pertinentes ao conservante e suas combinações, 

buscando-se um conservante natural ou semi-sintético que seja eficiente contra 

bactérias e fungos e não apresente efeitos tóxicos ou irritantes. 

 

1.2 Conservantes 

No século passado, a descoberta de substâncias antimicrobianas 

revolucionou a saúde pública mundial, evitou mortes, diminuiu infecções e 

contaminações oriundas do meio ambiente, alimentos, medicamentos e 

cosméticos. A indústria cosmética, preocupada com a possibilidade de fornecer 

produtos contaminados ao usuário, se rendeu aos conservantes (18). 

Conservantes são substâncias adicionadas a produtos cosméticos, 

farmacêuticos, de limpeza e alimentícios com o objetivo de inibir o 

desenvolvimento de microrganismos, durante sua fabricação e estocagem, bem 

como proteger o consumidor de contaminação inadvertida durante o uso do 

produto (19). Um produto livre de microorganismos que possam causar danos à 

saúde humana constitui uma exigência crescente, por parte dos consumidores e 

também dos órgãos responsáveis pela vigilância sanitária do País. 



 
29 

Embora as formulações cosméticas não necessitem de esterilidade, devem 

cumprir com as exigências da legislação quanto à ausência  de  microrganismos 

específicos, bem como obedecer  ao número  máximo permitido  de Unidades 

Formadoras de Colônia, determinado pela Resolução n° 481, de 23 de setembro 

de 1999 (20).     

De acordo com Giovanni et al. (21), a indústria cosmética utiliza cerca de 

13.000  ingredientes,  que  correspondem  a  mais  de  30.000  diferentes  

denominações comerciais. Segundo Markowetz (13), aproximadamente, 50 

conservantes, com grandes diferenças na estrutura química, estão aprovados para 

uso em cosméticos, mas apenas alguns apresentam ampla atividade 

antimicrobiana.  Estes fatos estimulam o uso de associação de conservantes, para 

que as deficiências de um possam ser corrigidas pelo outro, além das 

incompatibilidades que possam ocorrer, como diminuição da atividade em 

determinados pHs, solubilidade e incompatibilidades com ingredientes da 

formulação.  

A ciência de conservação de produtos cosméticos e farmacêuticos é 

relativamente nova, somente nos últimos 60 anos tem sido tratada de maneira 

científica. Nos momentos iniciais, a conservação foi obtida com agentes 

germicidas, apesar das conseqüências envolvendo riscos. Hoje, grande 

importância é dada ao assunto, devido à preocupação não apenas do aspecto 

microbiológico, mas de potencial de irritação e toxicidade ao consumidor (9).  

A necessidade da introdução de novos antimicrobianos torna-se evidente 

ao considerar-se o aparecimento de formas bacterianas resistentes, decorrentes, 
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principalmente, do uso indiscriminado e mal orientado deste tipo de substância 

(22, 23). 

Para se definir se a susceptibilidade do produto é maior à contaminação por 

bactérias, fungos ou leveduras, avalia-se inicialmente a atividade de água do 

produto. Quanto mais aquosa, mais susceptível a bactérias. Em geral, cremes e 

loções exigem atividade tanto bacteriostática quanto fungistática, fazendo-se 

necessário utilizar misturas de conservantes de amplo espectro de atividade (10). 

 O segundo passo para se selecionar um sistema conservante é conhecer 

suas propriedades físico-químicas para se prever possíveis incompatibilidades 

químicas com os componentes da fórmula e até de inativação do conservante. As 

propriedades organolépticas também devem ser consultadas, a fim de se prever 

possíveis interferências na cor, no odor e também no sabor, em caso de produtos 

para os lábios (10). 

O conservante ideal deve ser estável, compatível com outros ingredientes 

da formulação, sem interferir com a cor ou odor do produto, ter amplo espectro de 

ação em baixa concentração, permanecer ativo em diferentes valores de pH, 

distribuir-se de forma apropriada em sistemas emulsionados, inativar 

contaminantes rapidamente, prevenindo a adaptação microbiana, além de não 

provocar efeitos tóxicos, irritantes e hipersensibilizantes (25).  

O conservante deve ainda manter sua atividade antimicrobiana na presença 

de outros insumos da fórmula e apresentar, preferencialmente, ação biocida. Por 

esta razão, tanto o espectro de ação como a concentração de uso deve ser 

preciamente calculada para garantir a integridade do produto (11).  
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Poucos agentes se aproximam deste ideal, e todos, sem exceção, têm 

demonstrado causar sensibilização de contato (24, 27, 28, 29, 30,31, 32, 33, 34). 

A Tabela 1 mostra os principais conservantes utilizados em produtos cosméticos e 

farmacêuticos. 

Paralelamente à capacidade conservante, o sistema não deve apresentar 

característica tóxica ou irritante. Partindo-se do princípio que a toxicidade consiste 

em problema devido à similaridade do metabolismo celular de diferentes seres 

vivos, de distinta complexidade, um composto que mostra toxicidade a células 

microbianas, de forma semelhante pode ser tóxico a células humanas. Há, porém 

Tabela 1. Conservantes utilizados em preparações cosméticas 

 Concentrações Usuais (%) 
  
Parabenos  

Metilparabeno 

0,1-1 Etilparabeno 
Propilparabeno 
Butilparabeno 

 
Formaldeído e liberadores de formaldeído  

Formaldeído (metanal) 0,1-0,2 
Quaternuim-15 0,02-0,3 
Imidazolidinil uréia  0,03-0,2 
Diazolidinil uréia 0,1-0,5 
2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol (bronopol) 0,01-1 
Dimetiloldimetil hidantoína (DMDM hidantoína) 0,1-1 

 
Isotiazolinonas  

Metilcloroisotiazolinona (MCI) 0,1 Metilisotiazolinona (MI) 
Benziotiazolinona  50 ppm 

Fenoxietanol 1 
Fenoxietanol + Metildibromoglutaronitrilo  0,0075-0,06 
Sorbato de potássio 0,6 
3-iodo-2-propinil-butilcarbamato (IPBC) 0,1 

Adaptado de Steinberg (25) e Sasseville (26). 



 
32 

características que tornam cada célula particular. Além disso, os cosméticos não 

são agressivos a muitos microrganismos, pelo mesmo motivo que não devem ser 

agressivos às células humanas (35). 

A exposição a um agente conservante pode ocorrer por meio da ingestão, 

inalação ou permeação cutânea, porém sendo este uma molécula biologicamente 

ativa, o simples contato com a pele pode desencadear uma irritação ou 

sensibilização de contato (25, 30). Em relação aos produtos cosméticos, estima-se 

que aproximadamente 12% da população apresenta efeitos adversos a produtos 

cosméticos, especialmente reações alérgicas, sendo que os conservantes estão 

em segundo lugar neste ranking, atrás apenas das fragrâncias (27, 33, 36, 37). 

Entre muitos produtos potencialmente indicados para este emprego, apenas 

uma parte tem sido efetivamente usada na indústria, e dentre estes, três quartos 

são representados por parabenos. Os parabenos são compostos utilizados como 

conservantes antimicrobianos em produtos alimentícios, farmacêuticos e 

cosméticos. Constituem uma série homóloga de ésteres do ácido p-hidroxi-

benzóico (metil-parabeno, etil-parabeno, propil-parabeno, isopropil-parabeno, butil-

parabeno, isobutil-parabeno, e benzil-parabeno, ver Figura 2) e são utilizados na 

forma pura ou combinados para exercer efeito antimicrobiano – efeito este 

decorrente da atividade antifúngica desses compostos. Embora seja o grupo mais 

popular de conservantes, eles podem apresentar falhas em proporcionar os 

requisitos necessários para grande parte das formulações, quando aplicados 

individualmente (38).  
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Etil-parabeno Benzil-parabenoM etilparabeno

Propilparabeno Butilparabeno

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estruturas químicas de conservantes do grupo dos parabenos 

 

A limitação no uso dos parabenos está na quantidade que pode ser 

dissolvida na água, pois os mesmos só agem em fase aquosa. Os parabenos são 

inativados (parcialmente ou completamente) por fortes ligantes de hidrogênio, tais 

como os compostos altamente etoxilados, como os polisorbatos e outros 

compostos, como os derivados de celulose, proteínas e lecitinas. Podem também 

ser absorvidos por muitos tipos de argilas ou compostos semelhantes. Os 

parabenos são pH dependentes e a ordem de adição ou o método pelo qual os 

parabenos são acrescentados às formulações freqüentemente determina se eles 

serão inativados (39). 

Nos últimos anos, o uso dos parabenos vem sendo descontinuado devido 

aos estudos demonstrando a sua ação hipersensibilizante (32). Apesar dos 

parabenos já estarem no mercado há quase 80 anos e demonstrarem de modo 

geral estabilidade, eficácia e segurança, estudos mostram que estes compostos 

podem causar reação de sensibilização, particularmente em indivíduos que 

apresentam disfunções na barreira cutânea, traumas ou eczema (39, 40). 
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Outro grupo de conservantes bastante utilizados, desde 1889, são o 

formaldeído e os liberadores de formaldeído. Estes compostos são provavelmente 

os mais problemáticos em termos de alergenicidade e incluem DMDM Hidantoína, 

imidazolidinil uréia, diazolidinil uréia, bronopol e quaternium-15, sendo este último 

a principal causa de alergia a cosméticos nos Estados Unidos (36, 41). 

O formol foi classificado como carcinogênico, de acordo com a Monografia 

nº 88 publicada pela IARC (Agência Internacional de Pesquisa do Câncer) em 

2006 e o bronopol foi substituído em diversos medicamentos tópicos, pois quando 

aplicado causava dermatite aguda e severa (41). 

O formaldeído livre em produtos cosméticos está em desuso devido ao seu 

potencial irritante, hipersensibilizante e carcinogênico, sendo proibido em países 

como Japão e Suécia. Nos Estados Unidos e no Brasil é proibido o uso em 

aerosóis (26). Os compostos liberadores de formaldeído vêm substituindo o uso 

do formaldeído livre, porém este é ainda encontrado em xampus, esmaltes e 

fortalecedores de unha. Estes compostos possuem em sua estrutura química uma 

molécula de formaldeído, a qual é facilmente liberada podendo causar reações 

alérgicas e também interagir com outras substâncias produzindo nitrosaminas que 

são conhecidos agentes carcinogênicos (36). 

Os doadores de formaldeído, como o quaternário de amônio, são altamente 

solúveis em água, estáveis e ativos frente a uma ampla faixa de  pH,  sendo  

efetivos contra  leveduras,  fungos  filamentosos e bactérias, especialmente, 

Pseudomonas aeruginosa.  A concentração utilizada varia de 0,2 a 0,3%, e 

apresenta-se com maior potencial de liberação de formaldeído. Imidazolidinil uréia  
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é um doador de formaldeído muito utilizado nas concentrações de 0,03 a 0,2%, 

sendo mais efetivo contra bactérias. O 2-bromo-2nitropropanodiol é utilizado nas 

concentrações de 0,01 a 1%, apresentando notável potencial irritante em 

concentrações superiores ao máximo estipulado.  Tanto o quaternário de amônio 

quanto  imidazolidinil  uréia  apresentaram  1%  de  sensibilizações (26, 41).   

A imidazolidinil uréia foi introduzida em 1970 e rapidamente se tornou o 

segundo conservante mais utilizado atrás apenas dos parabenos. A sensibilização 

causada pela imidazolidinil uréia é decorrente da molécula inteira e não da 

liberação de formaldeído (26, 42). A diazolidinil uréia, lançada em 1982 possui um 

espectro de ação maior que a imidazolidinil uréia, porém um maior potencial 

irritativo (43).  

O bronopol é utilizado em xampus e emulsões na concentração de 0,2%, o 

que pode atingir o equivalente a 30 ppm de formaldeído livre e desencadear uma 

dermatite de contato. O uso deste composto vem diminuindo nos últimos 15 anos 

(44). A DMDM hidantoína contém 2% de formaldeído livre e é o composto desta 

classe com o maior espectro de ação e largamente utilizado em xampus. De Groot 

e colaboradores demonstraram que 57% dos voluntários apresentaram 

hipersensibilidade ao teste de contato com este composto (37, 45). O bronopol foi 

substituído em diversos medicamentos tópicos destinados à pele sensível, pois 

quando aplicado causava dermatite aguda e severa (44).   

Um sistema conservante comumente utilizado em cremes hidratantes, 

xampus e maquiagem é a mistura de metilcloroisotiazolinona com 

metilisotiazolinona (MCI/MI) na proporção de 3:1, respectivamente, introduzido na
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Euroa em 1970 e nos Estados Unidos, por volta de 1980 (26). Este sistema é 

efetivo em baixas concentrações contra uma ampla variedade de fungos, 

leveduras e bactérias (Gram-positivas e negativas), mas também é irritante em 

concentrações acima de 200 ppm. Testes em animais têm revelado que esta 

classe de conservantes é potencialmente alergênica, sendo o MCI em maior 

intensidade (45, 46).  

Existem mais de 100 publicações relatando alergia pela associação MCI/MI. 

Um exemplo típico é o de mulheres que apresentam dermatite nas mãos ou na 

face, particularmente nas pálpebras (47). A maioria dos cosméticos responsáveis 

pela dermatite de contato alérgica a esta associação são produtos leave-on. 

Também tem sido relatada dermatite na região dos glúteos e períneo devido à 

presença deste composto em papel higiênico (37). Os níveis permitidos de MCI/MI 

em produtos cosméticos são de no máximo 0,1% (15 ppm de ingredientes 

produtos) no Brasil, EUA, Canadá, Europa e Japão. Porém, para produtos leave-

on nos EUA e Canadá é permitido somente o uso de 7 ppm (25). 

O fenoxietanol é o produto da reação de óxido de etileno com fenol, esse 

produto ainda é chamado de 2-fenoxietanol, fenoxietol ou éter monofenílico de 

etilenoglicol. É um conservante bastante utilizado em produtos de higiene pessoal 

e que possui ação antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e negativas. O 

fenoxietanol contém fenol o qual possui um importante efeito na inibição da 

fagocitose, reduzindo desta maneira a eficiência da resposta imunológica primária. 

Este composto também é utilizado em vacinas e pode causar envenenamento 

sistêmico, cefaléia, choque, fraqueza, convulsões, danos renais e cardíacos (48). 
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 Este conservante também pode conter resíduos de óxido de etileno o qual é um 

potencial agente causador de dermatite, queimaduras, bolhas e eczema  (49, 50). 

O fenoxietanol é aprovado no Brasil, na concentração máxima de 1%, sem 

restrições para todas as aplicações de personal care (51). O fenoxietanol é 

amplamente usado na indústria de fragrâncias como solvente e, também, pelo seu 

aroma floral. O nível de fenol livre é um ponto crítico para o setor cosmético, 

porque o mesmo é irritante. Normalmente, deve ser inferior a 0,1%. O fenoxietanol 

é um excelente solvente para parabenos e outros conservantes e, por isto, 

existem muitos blends de conservantes que o incorporam como solvente. O 

fenoxietanol é um biocida fraco, sendo mais ativo contra as bactérias. O 

fenoxietanol é inativado por compostos altamente etoxilados (52). 

O conservante fenoxietanol também é utilizado em associação com a 

metildibromoglutaronitrila (MDBGN) na proporção de 4:1. Na América do Norte, o 

uso dessa associação é restrito para produtos de banho e cosméticos na 

concentração de 0,0075 - 0,06%. Na Europa esta associação tem sido muito 

utilizada como substituta daquela composta por MCI/MI (53). Apesar disso, 

reações alérgicas a associação fenoxietanol/MDBGN têm sido descritas 

principalmente devido à presença do MDBGN. Na maioria dos casos uma 

dermatite de contato aparece nas mãos de forma severa, aguda e vesicular, mas 

também na face, região genital e extremidades dos membros (37, 54). O MDBGN 

não é permitido no Japão.  

Sorbato de potássio é outro agente conservante ativo contra fungos e 

leveduras, mas pouco efetivo contra bactérias. Outra desvantagem do sorbato de
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 potássio é que sua atividade é dependente do pH, sendo que esta diminui em pH 

abaixo de 4,5. Alguns estudos demonstraram que em testes clínicos de 

irritabilidade e sensibilização cutânea, o sorbato de potássio provocou eritema e 

edema (25, 45).  

O 3-iodo-2-propinil-butilcarbamato (IPBC) é um composto halogenado com 

efetiva ação fungicida, bactericida e parasiticida. O uso do IPBC na indústria 

cosmética vem crescendo uma vez que possui baixa toxicidade e baixo risco de 

sensibilização (55). Entretanto, algumas reações alérgicas têm sido relatadas (56).  

Considerando que os conservantes disponíveis no mercado apresentam, 

sem exceção, algum risco de hipersensibilidade, esforços têm sido direcionados 

para o desenvolvimento de compostos naturais com atividade antimicrobiana com 

o propósito de reduzir ou até mesmo substituir o conservante tradicional.  

Dentre estes compostos, os derivados vegetais são muito utilizados devido 

as suas propriedades antimicrobianas e por isso têm sido propostos como 

alternativa conservante aos agentes sintéticos. Alcalóides, esteróides, flavonóides, 

cumarinas, quinonas, compostos fenólicos e polifenólicos, glicoproteínas, 

carboidratos, terpenos e uma vasta variedade de óleos essenciais têm 

demostrado importante atividade antimicrobiana (57, 58, 59, 60, 61, 62). Os óleos 

essenciais, apesar de apresentarem um potencial antimicrobiano produzem 

reações de hipersensibilidade, especialmente foto-alergias, quando aplicados 

topicamente, limitando sua utilização como agentes conservantes em produtos 

destinados a aplicação tópica (63, 64). Os óleos essenciais mais documentados 

pelo potencial alergênico são: óleo de melaleuca, lavanda, jasmin, limão, laranja, 
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citronela, cássia, ylang-ylang, pau-rosa e cravo-da-Índia (64). 

Outros compostos naturais ou semi-sintéticos têm sido desenvolvidos na 

tentativa de alcançar moléculas mais seguras e eficazes para a conservação de 

produtos alimentícios, farmacêuticos e cosméticos. Dentre eles, destacam-se os 

derivados de açucares, ácidos graxos e aminoácidos, que apresentam excelente 

compatibilidade biológica.  

A atividade antimicrobiana de monoésteres de ácidos graxos está 

condicionada a presença de algum grupo hidrofílico em sua molécula. Embora os 

ésteres de ácidos graxos com álcoois monohídricos sejam inativos contra 

microrganismos, ésteres alfa-hidróxi-ácidos graxos com álcoois monohídricos e 

ésteres de ácidos graxos com álcoois polihídricos possuem atividade biológica 

ativa (65). Os ésteres de sacarose, como por exemplo, o do ácido láurico se 

mostrou ativo contra bactérias Gram positivas, Gram-negativas e fungos. Porém, 

estudos demonstram que os diésteres de sacarose são mais potentes do que os 

monoésteres (65, 66). 

Açúcares também desempenham um importante papel nas propriedades 

sensoriais, físicas e químicas de alimentos, cosméticos e medicamentos. A 

sacarose possui três grupos hidroximetil disponíveis para esterificação o que pode 

determinar a formação de surfactantes lipofílicos ou hidrofílicos (65).  

Este processo pode ser realizado sem a utilização do óxido de etileno, o 

que torna a molécula menos irritante. Neste sentido, a ausência de óxido de 

etileno, as características da solubilidade, a compatibilidade com outros 

conservantes e o baixo potencial alergênico, tornam os ésteres de sacarose
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potenciais agentes na prevenção da contaminação microbiana (65). Os ácidos 

láurico, esteárico e esteárico acetilado podem ser utilizados nos ésteres de 

sacarose, sendo reportada uma ação bacteriostática contra bactérias Gram 

positivas e menos contra as Gram negativas. Lerk e Sucker (67) estudaram o 

laurato de sacarose sobre E. coli, P aeruginosa e S. aureus e encontraram um 

importante papel na preservação de preparações orais líquidas. 

Um exemplo de mercado, que apresenta um forte impacto na área de 

produtos cosméticos e dermatológicos é o SENSIVA® SC-10 (Schülke & Mayr, 

Norderstedt, Germany), o qual é constituído de uma mistura de etilhexilglicerina 

(octoxiglicerina) e caprilil glicol, podendo ser aplicado como emoliente e 

umectante, além de contribuir para a estabilidade microbiológica da formulação. 

Outro produto de mercado utilizado com o mesmo propósito é o LIPACIDE® C8G 

(Seppic, Paris, France) constituído de capriloil glicina. Cabe ressaltar que estes 

compostos apresentam excelentes atividades coadjuvantes de formulação, 

ausência de potencial alergênico e irritante, mas não possuem atividade 

antimicrobiana capaz de substituir os conservantes do produto, possibilitando 

apenas a redução da concentração dos mesmos. De acordo com o GNPD (Global 

New Products Database), estes dois excipientes são encontrados em 

aproximadamente 155 e 385 produtos cosméticos, respectivamente. 

 

1.3 Xilitol 

O xilitol é um poliálcool cuja fórmula molecular é C5H12O5 (1,2,3,4,5-

pentaidroxipentano), derivado do açúcar proveniente de plantas, frutas e vegetais, 
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que possui propriedades antimicrobianas descritas na literatura e tem sido 

amplamente utilizado como adoçante em goma de mascar. O nome xilitol 

relaciona-se à xilose, o açúcar da madeira, a partir da qual o xilitol foi obtido pela 

primeira vez. Na nomenclatura química, o xilitol é classificado similarmente ao 

sorbitol e ao manitol, ou seja, como um açúcar-álcool ou um poliol (68). A Tabela 2 

mostra as propriedades físico-químicas do xilitol. 

Estudos demonstraram que o xilitol na concentração de 5% inibiu o 

crescimento de Streptococcus pneumoniae alterando sua ultraestrutura, 

evidenciando-se alterações na sua parede celular e diminuição do diâmetro da sua 

cápsula polissacarídica, além das alterações no crescimento bacteriano, com 

diminuição do número de divisões, da formação de cadeias e aumento das 

autólises de otopatógenos S. pneumoniae e Haemophilus influenzae nas células 

epiteliais nasofaríngeas (69).  

 

Tabela 2. Características e propriedades físico-químicas do xilitol 

Propriedades  Características ou Valores 

Fórmula empírica  
Massa molar  

Aparência  
Cor  
Odor 

Ponto de Fusão  
Ponto de Ebulição  

pH (solução aquosa a 10%) 
Densidade (solução aquosa a 10%) 
Solubilidade em água a 20 °C 

Viscosidade (solução aquosa a 10%) 
Índice de Refração (25 °C)  

Estabilidade 

C5H12O5 
152,15 g/mol 

Pó cristalino 
Branca 

Nenhum 

92-96 °C 
216 °C (1 atm) 

5-7 
1,03 g/mL 
63 g/100 g 

1,23 cP 
1,3471 

Estável a 120 °C 

Adaptado de Bar (70). 
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O xilitol é também amplamente estudado pela inibição do crescimento de S. 

mutans, o principal agente causador da cárie (71). O mecanismo pelo qual o xilitol 

inibe o crescimento das bactérias S. pneumoniae e S. mutans foi sugerido por 

Kontiokari et al. (72) e por Trahan et al. (73). Segundo esses autores, o xilitol é 

transportado pelo sistema frutose fosfotransferase (PTS) para dentro da célula, 

onde é fosforilado a xilitol-5-fosfato. Como essas espécies bacterianas não 

possuem as enzimas responsáveis pelo metabolismo do xilitol-5-fosfato formado, 

ocorre um acúmulo intracelular desse composto. Uma vez acumulado dentro da 

célula, o xilitol-5-fosfato torna-se tóxico, causando inibição das enzimas glicolíticas 

e do crescimento das bactérias, cujo tempo de sobrevivência fica reduzido. 

Uma das vantagens do xilitol é que, em virtude de sua elevada estabilidade 

química e microbiológica, ele atua mesmo em baixas concentrações, como 

conservante de produtos alimentícios, oferecendo resistência ao crescimento de 

microrganismos e prolongando a vida de prateleira desses produtos (70). 

O uso de xilitol em produtos industrializados já foi aprovado em mais de 

quarenta países, e as indústrias que mais o utilizam são, pela ordem, a de 

alimentos, a de fármacos e a de cosméticos. Na Escandinávia e em outras partes 

da Europa, o xilitol vem sendo amplamente utilizado nesses três setores 

industriais há mais de 20 anos. No Brasil, as indústrias estão começando a incluir 

o xilitol na formulação de produtos (74). 

Ferreira et al. (75) avaliaram a toxicidade dérmica aguda com doses 

repetidas de formulações terapêuticas sob as formas farmacêuticas de cremes e 

géis contendo xilitol a 5% e 10%, visando garantir a segurança no uso destas. Dez  
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doses de cada formulação teste e de seu respectivo controle foram aplicadas, em 

intervalos de 24h sobre a pele tosada de coelhos albinos adultos de ambos os 

sexos da raça Nova Zelândia. O aparecimento de edemas, eritemas e escaras nas 

regiões de teste e de controle foi observado diariamente até o final dos 

experimentos, não sendo observada qualquer irritação na pele dos animais. 

Alterações na estrutura da molécula do xilitol podem gerar compostos com 

atividade mais promissora, mas para que sejam utilizados em produtos 

farmacêuticos e cosméticos devem ser testados quanto à eficácia e à segurança 

(76). 

A molécula de xilitol, apesar de todas as características acima descritas, 

não é capaz de promover, sozinha, a completa preservação de uma formulação. 

Além disso, altas concentrações de aplicação inviabilizam a sua utilização como 

conservante principal do sistema.   

A síntese dos compostos derivados de xilitol foi realizada nos laboratórios 

de pesquisa e desenvolvimento da Chemyunion Química Ltda. Inicialmente o 

Xilitol foi submetido às condições de isopropilenação de acordo com o descrito por 

Zarif et al. (77), levando a formação dos acetonídeos (Figura 3). Na reação de 

isopropilenação foi utilizada a acetona anidra juntamente com sulfato de cobre 

anidro, tendo como catalisador o ácido sulfúrico concentrado.    

O diacetonídeo deve ser o produto principal da reação. A separação dos 

compostos foi feita por coluna de cromatografia em sílica gel.  
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Figura 3: Isopropilenação do xilitol 

 

O composto resultante da separação foi submetido à reação de 

esterificação (Figura 4) com a utilização do cloreto de octanoila ou cloreto de 2-

etiloctanoila (preparados a partir dos respectivos ácidos carbonílicos). A reação é 

tradicionalmente realizada em diclorometano como solvente na presença de 

trietilamina.  

A etapa final consistiu na desproteção dos acetonídeos presentes nos 

compostos, mediante tratamento com uma mistura de ácido trifluoracético/água 

conduzindo aos compostos interesse.   
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Figura 4: Reações de esterificação do diacetonídeo 
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Posteriormente, os compostos sintetizados foram caracterizados por 

métodos espectroscópicos e cromatográficos. A caracterização dos compostos 

pelos métodos espectroscópicos e cromatográficos mostra a pureza, assim como 

conectividade das ligações químicas formadas e grupos funcionais presentes.   

 

 

 

Figura 5. Estrutura química do monoéster de C-8 Xilitol 

 
 

 

1.4 Concentração Inibitória Mínima 

A história do desenvolvimento e uso de substâncias antimicrobianas na 

prática médica antecedeu a descoberta de espécies microbianas uma vez que 

Hipócrates (460–337 a.C.) recomendava a lavagem de ferimentos com vinho para 

impedir o processo infeccioso. Documentos datados de 2500 a 3000 anos atrás, 

mostram que alguns povos como chineses e indianos, ainda primitivos, utilizavam 

mofo, papa de soja e outros produtos correlatos para o tratamento de lesões 

infectadas e processos inflamatórios (78). 

As substâncias antibióticas ou antimicrobianas representam um imenso 

avanço da farmacoterapia nas últimas cinco décadas. Os antimicrobianos atuam 

sobre microrganismos patogênicos e oportunistas que podem conduzir a uma 

incapacitação prolongada ou ao óbito (79).  

Inúmeras pesquisas vêm sendo desenvolvidas e direcionadas no 

descobrimento de novos agentes antimicrobianos provenientes de produtos 
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naturais aplicados em produtos farmacêuticos e cosméticos. Considerando que a 

atividade antimicrobiana de determinada substância deve-se à sua capacidade de 

impedir o crescimento ou mesmo, destruir os microrganismos-teste, a avaliação da 

atividade antimicrobiana torna-se possível. Nestes casos, o principal objetivo é 

avaliar as concentrações em que determinada substância apresenta ação sobre 

fungos e bactérias (80). Atualmente existem vários métodos para avaliar a 

atividade antibacteriana e antifúngica destes agentes. Os mais conhecidos 

incluem método de difusão em ágar, método de macrodiluição e microdiluição 

(81).  

As variações referentes à determinação  concentração mínima inibitória de 

produtos naturais ou semi-sintéticos podem ser atribuídas a vários fatores. Dentre 

eles podemos citar a técnica aplicada, o microrganismo e a cepa utilizada no teste, 

solubilidade e outras propriedades físico-químicas. Assim, não existe método 

padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos de produtos 

naturais ou semi-sintéticos (82). 

O teste de difusão em ágar, também chamado de difusão em placas, é um 

método físico, no qual um microrganismo é desafiado contra uma substância 

biologicamente ativa em meio de cultura sólido e relaciona o tamanho da zona de 

inibição de crescimento do microrganismo desafiado com a concentração da 

substância ensaiada (83). 

A aplicação do método de difusão se limita a microrganismos de 

crescimento rápido, sendo eles aeróbios ou aeróbios facultativos. A avaliação é 

comparativa frente a um padrão biológico de referência e a zona ou o halo de 

inibição de crescimento é medida partindo-se da circunferência do disco ou poço, 
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até a margem onde há crescimento de microrganismos (82). De acordo com a 

dimensão do halo os microrganismos podem ser classificados como: sensíveis, 

quando o diâmetro da zona de inibição é maior, ou não mais do que 3 mm menos 

que o controle positivo; moderadamente sensíveis, halo maior que 2 mm, mas 

menor que o controle positivo de mais de 3 mm; e resistentes, diâmetro igual ou 

menor que 2 mm (83). 

No método há a necessidade de controle positivo, empregando-se um 

quimioterápico padrão, e como controle negativo o solvente utilizado para a 

dissolução dos extratos (84). 

As condições de incubação recomendadas são temperatura de 35-37ºC 

para bactérias durante 24 a 48 horas e para fungos de 25 a 27ºC por 48 a 72 

horas (85).  

As técnicas de aplicação da substância antimicrobiana pelo método de 

difusão são por meios de difusão em disco, cilindros de aço inoxidável ou vidro, e 

perfuração em ágar (9). 

O método de diluição em caldo considera a relação entre a proporção de 

crescimento do microrganismo desafiado no meio líquido e a concentração da 

substância ensaiada. A avaliação é comparada frente a um padrão biológico de 

referência. Entende-se por proporção a densidade da turbidez provocada pelo 

crescimento microbiano (9, 83). O método fornece resultados quantitativos e não é 

influenciado pela velocidade de crescimento dos microrganismos. (82). Duas 

metodologias podem ser empregadas: macro e microdiluição. A macrodiluição 

envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de cultura variando entre 



 
48 

1 e 10 mL e a microdiluição utiliza microplacas com 96 poços, com volume de 

meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL (83). 

Diversos são os fatores que afetam a suscetibilidade do método de difusão 

e de diluição, havendo assim a necessidade do conhecimento das condições 

experimentais e padronização rigorosa da execução do teste (82). 

Os meios de cultura devem proporcionar um crescimento adequado dos 

organismos a serem desafiados e não devem conter substâncias antagônicas à 

atividade antimicrobiana em estudo. No método de difusão a concentração do 

ágar e a sua origem podem influenciar os resultados dos ensaios (9). 

Segundo Barry e Thornsberry (82) e Collins (83) há substâncias no meio de 

cultura que influenciam a susceptibilidade do teste, conduzindo a um resultado 

falso de resistência a tais agentes.  

O pH do sistema deve ser compatível com o crescimento microbiano e com 

a atividade e a estabilidade das substâncias testadas (9). Barry e Thornsberry (82) 

afirmam que a atmosfera com concentração de CO2 elevada, deve ser evitada, já 

que altera o pH da superfície, sendo então capaz de afetar a atividade 

antimicrobiana de alguns agentes.  

O aumento da acidez do meio diminui a atividade antibacteriana de 

substâncias básicas como a estreptomicina, e por outro lado, provoca o aumento 

da atividade de substâncias ácidas como a penicilina (9). 

Conforme o metabolismo do microrganismo desafiante, aeróbicos, 

anaeróbicos ou facultativos, as condições de disponibilidade de oxigênio podem 

influenciar na sua multiplicação. Nos trabalhos desenvolvidos para a determinação 
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 da atividade da estreptomicina utilizando Staphylococcus aureus, por diluição em 

tubos, verificou-se que houve pouca influência da disponibilidade de oxigênio (9). 

A suscetibilidade dos agentes antimicrobianos é dependente da quantidade 

do inóculo. A padronização do inóculo se faz, portanto, necessária e a quantidade 

inoculada deverá ser estabelecida para cada método desenvolvido. Para os testes 

de diluição em caldo, o padrão é de 105 UFC/inóculo no início do período de 

incubação (83, 86). 

A incubação dos microrganismos deve ser feita a 35-37 ºC para o 

crescimento de bactérias e 25 a 27 ºC para fungos. No método de diluição, as 

condições de crescimento dos microrganismos nos tubos devem ser semelhantes, 

propiciando-se a mesma temperatura e agitação. No método de difusão as placas 

devem ser incubadas com o cuidado de se manter a temperatura homogênea na 

estufa (85). 

Condições alternativas só devem ser utilizadas se forem essenciais para o 

crescimento do microrganismo em teste (87). 

 

1.5 Teste de Desafio (Challenge Test) 

Demonstrar a eficácia conservante de uma substância requer que esta 

tenha sua atividade antimicrobiana mantida na presença de outros insumos da 

fórmula (88). O uso correto de conservantes durante o desenvolvimento de um 

produto é um aspecto que deve ser considerado na qualidade microbiológica de 

cosméticos. No entanto, para se definir o conservante ideal à determinada 

formulação, é necessário que se faça o teste de desafio do conservante, a  fim de 
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se  determinar a substância química  e a concentração  mínima  efetiva  para  

garantir  que  o produto  se  mantenha  sem  contaminação,  conforme a  

legislação específica, durante sua fabricação,  na  embalagem  e  distribuição,  

além  de  resistir  a  possíveis  contaminações introduzidas pelo usuário em função 

do mau uso (9).  

O teste de desafio (Challenge Test) ou teste de desafio de conservantes é 

um procedimento para determinar se o conservante utilizado em uma formulação, 

seja ela cosmética ou farmacêutica, previne a contaminação microbiana 

proveniente de matérias-primas, processo produtivo ou durante o uso pelo 

consumidor. Consiste na inoculação da amostra com suspensão de 

microrganismos, com carga conhecida, avaliações periódicas do número de 

sobreviventes e comparação dos resultados com as especificações (89).   

Os microrganismos utilizados no teste de desafio dependem do tipo de 

produto, pois seus comportamentos podem não ser semelhantes. Por esta razão, 

vários microrganismos testes são recomendados na análise, tais como bactérias 

Gram negativas com diversas capacidades metabólicas, como Pseudomonas 

aeruginosa; bactérias do grupo coliforme, como Escherichia coli; cocos Gram 

positivos, como   Staphylococcus  aureus;  Gram  positivos  esporulados,  como  

Bacillus  cereus  ou Bacillus subtilis;  Leveduras, como Candida albicans  e fungos 

filamentosos como  Aspergillus niger  ou  A. flavus  (90).  

O teste de desafio pode ser realizado de forma simples, contaminando-se o 

produto por cada microrganismo individualmente; em pool, com a contaminação 

do produto por todos os microrganismos determinados para o teste ou em 
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desafios múltiplos, que consistem na reinoculação do produto em intervalos de 

tempos definidos (89). 

Segundo Orth (90), o uso de culturas puras, apesar do tempo despendido, 

em detrimento das mistas, é mais apropriado, pois permite conhecer as taxas de 

morte de cada microrganismo e determinar o perfil de resistência para 

determinada formulação. 

Além do teste de eficácia conservante tradicional, existem também métodos 

rápidos como o de regressão linear e análise acelerada para definição do 

conservante na formulação. A escolha do método a ser utilizado depende de 

vários fatores, no entanto, o tempo disponível para a análise é decisivo. O método 

de regressão linear fornece a taxa de inativação dos microrganismos, que é obtida 

pelo tempo de redução decimal (valor D), sendo o tempo necessário para matar 

90%, ou seja, 1  log  dos  microrganismos  (91). A utilização deste método 

possibilita redução no tempo de análise de 28 dias no teste de eficácia 

conservante para 24 horas (92). 

Segundo os critérios do Personal Care Products Council (93), o 

conservante será aprovado quando a redução do número de bactérias for maior 

que 99,9% dentro de sete dias, com contínua redução na duração do teste e a 

redução do número de fungos filamentosos e leveduriformes for maior que 90% 

dentro de sete dias, sem qualquer aumento durante todo o tempo de teste. 
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OBJETIVOS 
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2. OBJETIVOS 

  

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficácia antimicrobiana do monoéster 

de C-8 Xilitol visando sua aplicação como conservante cosmético. Os parâmetros 

avaliados foram: 

- Atividade antimicrobiana, por meio da determinação da concentração 

inibitória mínima; 

- Qualidade microbiológica de uma formulação conservada com o 

monoéster de C-8 xilitol; 

- Eficácia conservante, por meio teste de desafio do sistema conservante; 

- Estabilidade físico-química de uma formulação conservada com o 

monoéster de C-8 Xilitol. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Microrganismos utilizados 

Os microrganismos testes utilizados foram os preconizados pelo 

Microbiology Guidelines (93) e pelas normas do NCCLS ou CLSI (94, 95, 96), que 

concede permissão à ANVISA para utilização das metodologias definidas por este 

órgão. As cepas liofilizadas foram adquiridas na Seção de Coleção de Culturas do 

Instituto Adolfo Lutz e incluem: Staphylococcus aureus (ATCC 6538), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 25922), Candida 

albicans (ATCC 10231) e Aspergillus niger (ATCC 16404). 

 

3.2 Meios de cultura 

Foram utilizados os meios de cultura ágar soja tripticaseína (TSA), caldo 

soja tripticaseína (TSB), caldo Brain and Heart Infusion (BHI), ambos adquiridos 

do fabricante Difco®; ágar e caldo de Sabouraud dextrose e caldo Mueller Hinton 

adquiridos do fabricante Merck®. 

 

3.3 Loção hidratante 

A loção hidratante utilizada no teste de desafio conservante foi preparada 

em escala laboratorial utilizando-se as matérias-primas álcool cetoestearílico (5% 

p/p), óleo mineral (4% p/p), glicerina (2%p/p), álcool de lanolina (1% p/p), 

monoéster de C-8 Xilitol (1% p/p) e água purificada (q.s.p 100%). 
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Tabela 3. Composição da loção hidratante 

Componentes Porcentagem Função 

Àlcool cetoestearílico 

Óleo mineral 

Glicerina 

Àlcool de lanolina 

Monoéster de C-8 Xilitol 

Àgua deionizada q.s.p 

5,0 

4,0 

2,0 

1,0 

1,0 

100 

Espessante 

Emoliente 

Emoliente 

Emoliente 

Conservante 

Solvente 

 

3.4 Preparo dos meios de cultura  

Os meios de cultura foram preparados de acordo com as instruções do 

fabricante, sendo esterilizados a 121ºC por 15 minutos. Uma quantidade 

representativa (5%) de placas e tubos dos lotes de meio de cultura utilizados para 

pesquisa de bactérias foram incubados a 32,5ºC ± 2,5ºC por 24 horas e dos meios 

utilizados para pesquisa de fungos foram incubados 22,5ºC ± 2,5ºC por 48 horas 

para verificação de sua esterilidade (97).  

Finalizado o período de incubação, os meios de cultura foram avaliados 

quanto à ausência de microrganismos. Os lotes que apresentaram qualquer 

crescimento foram descartados.  

Após a aprovação no teste de esterilidade, os meios de cultura foram 

testados quando à fertilidade para avaliação da capacidade e qualidade da 

promoção do crescimento do meio de cultura ao microrganismo específico e 

esterilidade. Os meios de cultura caldo e ágar de soja tripticaseína, BHI e Mueller 

Hinton foram inoculados com as bactérias separadamente e incubados a 32,5ºC ± 

2,5ºC por 24 horas. Os meios ágar e caldo de Sabouraud dextrose e o caldo BHI 

foram inoculados com fungos e incubados a 22,5ºC ± 2,5ºC por 48 horas.  Após o 
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período de incubação, os meios foram verificados quanto ao crescimento/ 

recuperação dos microrganismos. Os lotes dos meios de cultura que não 

promoveram o crescimento de microrganismos durante a realização do teste de 

fertilidade foram descartados. 

Após a finalização dos testes de esterilidade e fertilidades dos meios de 

cultura, os mesmos foram armazenados em geladeira a 4,0ºC ± 0,5ºC. 

 

3.5 Obtenção e conservação dos microrganismos   

As cepas liofilizadas foram hidratadas com aproximadamente 0,5mL de 

solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) e transferidas para 5 tubos de ensaio 

contendo meio de cultura, com auxílio de alça  bacteriológica. As bactérias foram 

semeadas em tubo contendo  ágar  tripticaseína  soja  esterilizado e inclinado, e 

incubadas a 32,5ºC ± 2,5ºC, por 24 horas.   

Os fungos foram semeados em tubo contendo ágar Sabouraud   

esterilizado  e  inclinado,  incubados  a 22,5ºC ± 2,5ºC, por 48 horas. Após os 

períodos de incubação, os tubos contendo os microrganismos foram armazenados 

em geladeira, a 4.0ºC ± 0,5ºC. Para a realização dos testes de concentração 

inibitória mínima e de desafio conservante, o repique foi efetuado a partir de um 

tubo armazenado de cada microrganismo.   

 

3.6 Padronização dos inóculos 

A partir de culturas estoques armazenadas em geladeira, as bactérias 

foram repicadas em estrias na superfície de meio de cultura ágar de soja 
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tripticaseína inclinado e incubadas a 32,5ºC ± 2,5ºC por 24 horas. Os fungos 

foram repicados em meio ágar Sabouraud dextrose e incubados a 22,5ºC ± 2,5ºC 

por 48 horas (C. albicans) e por 7 dias para bolores (A. niger). A suspensão dos 

microrganismos foi preparada utilizando-se solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%), 

ajustando a concentração do inóculo para 1,0 x 108 UFC/mL, cuja  leitura foi 

realizada no equipamento Densimat®, um fotômetro usado para determinar a 

densidade óptica de um inóculo bacteriano, fornecendo  resultados equivalentes 

ao padrão da escala de MacFarland.  

 

3.7 Determinação da concentração inibitória mínima  

A concentração inibitória mínima foi determinada através do método de 

macrodiluição em caldo. Foi preparada uma série de 10 tubos de ensaio contendo 

5 mL de meio de cultura para cada microrganismo testado, sendo o caldo Mueller 

Hinton utilizado para bactérias e o caldo Sabouraud dextrose utilizado para 

fungos.  

Foram adicionados 5g do monoéster de C-8 Xilitol, previamente solubilizado 

em butilenoglicol, no tubo 1 da série de cada microrganismo. A solução foi 

homogeneizada e foram transferidos 5mL do tubo 1 para o tubo 2.  Este 

procedimento (diluição seriada) foi repetido até o tubo 10. 

O inóculo padronizado foi diluído em solução fisiológica estéril (NaCl  0,9%) 

de forma a obter uma concentração de 105 UFC/mL para bactérias e 104 UFC/mL 

para fungos. A cada tubo de ensaio da série de concentrações foi acrescido 0,1mL 

do inóculo ajustado. Os tubos com bactérias foram incubados a 32,5ºC ± 2,5ºC 
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durante 24 horas e os tubos com fungos foram incubados a 22,5ºC ± 2,5ºC, 

durante o período de 48 horas. Foi utilizado um tubo com meio de cultura e 

diluente, como controle negativo. Foram obtidas soluções aquosas de padrões 

secundários de ciprofloxacino e fluconazol (fabricante Sigma®) na concentração de 

1,0 mg/mL. A cada experimento as soluções foram desafiadas frente aos 

microrganismos testados e o resultado foi considerado o controle positivo de 

atividade antimicrobiana. Todo o procedimento foi realizado em triplicata. 

5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL 5mL

0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL

1. Foi preparada uma série de 10 tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura para cada microrganismo testado,
sendo o caldo Mueller Hinton utilizado para bactérias e o caldo Sabouraund dextrose utilizado para fungos.

2. Foram adicionados 5g do monoéster de C-8 Xilitol, previamente solubilizado em butilenoglicol, no tubo 1 da série de cada
microrganismo. A solução foi homogeneizada e foram transferidos 5mL do tubo 1 para o tubo 2. Este procedimento (diluição
seriada) foi repetido até o tubo 10.

3. O inóculo padronizado foi diluído em solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) de forma a obter uma concentração de 105

UFC/mL para bactérias e 104 UFC/mL para fungos. A cada tubo de ensaio da série de concentrações foi acrescido 0,1mL do
inóculo ajustado. Os tubos com bactérias foram incubados a 32,5ºC ± 2,5ºC durante 16-20 horas e os tubos com fungos
foram incubados a 22,5ºC ± 2,5ºC, durante o período de 46 a 50 horas.  

Figura 6. Determinação da concentração inibitória mínima. 

Após o período de Incubação foi realizado o plaqueamento a partir dos 

tubos que não apresentaram crescimento visível, para verificação quantitativa da 
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redução do número de microrganismos, retirando-se  1mL de cada tubo e 

distribuindo-se em placas de petri, às quais adicionou-se meio TSA para avaliação 

do crescimento de bactérias e o meio ágar Sabouraud dextrose para avaliação do 

crescimento de fungos, através da técnica pour plate. As placas com o meio TSA 

foram incubadas a 32,5ºC ± 2,5ºC por 48 horas e as placas com ágar Sabouraud 

dextrose foram incubadas a 22,5ºC ± 2,5ºC por 5 dias. 

 

3.8 Preparo da formulação 

As matérias-primas álcool cetoestearílico, óleo mineral, glicerina, álcool de 

lanolina e monoéster de C-8 Xilitol (fase A), foram adicionadas em um béquer e 

submetidas a aquecimento a aproximadamente 80-85ºC. Em outro béquer, a água 

deionizada e a glicerina (fase B) foram aquecidas à mesma temperatura. Em 

seguida, a fase B foi adicionada sobre a fase A, mantendo-se a temperatura e 

agitação por aproximadamente 10 minutos. Após este período, a loção hidratante 

foi resfriada sob agitação. 

 

3.9 Avaliação microbiológica da loção hidratante 

Para a avaliação microbiológica da loção hidratante determinou-se a 

contagem total de microrganismos aeróbios, transferindo-se assepticamente, 

exatamente 10,0 g da loção hidratante para 90,0 mL de solução tampão fosfato pH 

7,2. Uma amostra da diluição 1:10 foi submetida à agitação durante 10 minutos. 

Após a homogeneização, foi pipetado 1,0 mL da amostra para placas de Petri, às 

quais adicionou-se meio ágar soja tripticaseína (TSA) para avaliação do 
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crescimento de bactérias e o meio ágar Sabouraud dextrose para avaliação do 

crescimento de fungos, através da técnica pour plate. 

As placas para avaliação das bactérias totais foram incubadas a 32,5ºC ± 

2,5ºC durante 48 horas e as placas para avaliação dos fungos foram incubadas a 

22,5ºC ± 2,5ºC, durante o período de 5 dias. Após este período, foi realizada a 

contagem do número de microrganismos com o auxílio de contador de colônias, 

calculando o número de unidades formadoras de colônia (UFC/mL). 

 

3.10 Neutralização/Inativação do sistema conservante  

A condição de inativação do sistema conservante tem como objetivo validar 

o método usado no teste de desafio do sistema conservante. A confiabilidade do 

método usado no teste de desafio do sistema conservante depende da sua 

capacidade em evitar a interferência do sistema conservante no crescimento dos 

microrganismos. 

Como se trata de um sistema experimental, não havendo, portanto, um 

sistema de neutralização preconizado, o estudo foi feito verificando-se a inibição 

do crescimento dos microrganismos S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, A. niger e C. 

albicans em concentrações diferentes das formulações, obtidas a partir de 

diluições seriadas. 

Foi adicionado 1,0 g da loção hidratante a um tubo de ensaio contendo 9,0 

mL de solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%), obtendo-se uma diluição 10-1, a 

partir desta diluição, o procedimento foi repetido até a diluição 10-5. A cada uma 

das diluições, foi adicionado 1,0 mL da suspensão de microrganismos 
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previamente padronizada em 103 UFC. Os tubos foram agitados mecanicamente e 

alíquotas de 1,0 mL foram semeadas, em triplicatas, nas placas de Petri contendo 

meios de cultura. 

Para comprovação da eficiência da neutralização dos conservantes, foi 

realizado um controle positivo, onde 1,0 mL da suspensão de microrganismos foi 

adicionada em 9,0 mL de solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%), seguindo o 

mesmo procedimento descrito acima. 

As placas para avaliação das bactérias foram incubadas a 32,5ºC ± 2,5ºC 

durante 48 horas e as placas para avaliação dos fungos foram incubadas a 22,5ºC 

± 2,5ºC, durante o período de 5 dias. Após período de incubação, o número de 

unidades formadoras de colônias foi determinado. 

A porcentagem adotada de recuperação do microrganismo inoculado é de 

70%, para comprovação da inativação do sistema conservante e confiabilidade 

dos resultados, de acordo com a Farmacopéia Americana (97), valores abaixo de 

70% não são considerados e indicam que os inativantes e/ou a concentração dos 

mesmos estão inadequados, devendo ser alterados. 

 

3.11 Teste de desafio do sistema conservante (Challenge Test) 

Foram distribuídos 20g da loção hidratante em 5 frascos previamente 

esterilizados, que foram contaminados com 0,1mL do inóculo de cada 

microrganismo, padronizado em 106 UFC/mL para bactérias e 105 UFC/mL para 

fungos. Os Frascos foram homogeneizados e armazenados em temperatura 

ambiente até a finalização do teste.  
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Foi retirada uma amostra de aproximadamente 1g de cada frasco 

contendo o produto inoculado imediatamente após a contaminação do produto 

(tempo zero). Esta amostra foi adicionada a um tubo de ensaio com 9mL de 

solução fisiológica (NaCl 0,9%) para obtenção de uma diluição 10-1. Retirou-se 

1mL desta diluição e adicionou-se a outro tubo de ensaio com 9mL de solução 

fisiológica estéril (NaCl 0,9%), obtendo-se uma diluição 10-2. O mesmo 

procedimento foi repetido até a diluição 10-5 para as amostras do produto 

inoculado com fungos e 10-6 para as amostras do produto inoculado com bactérias 

(figura 7). 

1. Foram distr ibuídos 20g da loção hidratante em 5 frascos
previamente esterilizados, que foram contaminados com
0,1mL do inóculo padronizado de cada microrganismo e
armazenados em temperatura ambiente até a finalização
do teste.

2. Foi ret irada uma amostra de aproximadamente 1g de cada
frasco contendo o produto inoculado imediatamente após a
contaminação do produto (tempo zero) e realizada uma diluição
ser iada.

3. Finalizada a série de diluições, 1mL de cada diluição foi distr ibuído em placas de petri, às quais adicionou-se meio
ágar soja tr ipt icaseína (TSA) para avaliação do crescimento de bactér ias e o meio ágar Sabouraund dextrose para
avaliação do crescimento de fungos.

0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL 0,1mL

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

 

Figura 7. Esquema do teste de desafio do sistema conservante. 

 

Finalizada a série de diluições, 1mL de cada diluição foi distribuído em 

placas de petri, às quais adicionou-se meio TSA) para avaliação do crescimento 
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de bactérias e o meio ágar Sabouraud dextrose para avaliação do crescimento de 

fungos, através da técnica pour plate.  

As placas do produto contaminado por bactérias foram incubadas a 32,5ºC 

± 2,5ºC durante 48 horas e as placas do produto contaminado por fungos foram 

incubadas a 22,5ºC ± 2,5ºC, durante o período de 5 dias. Este procedimento foi 

repetido em 24 e 48 horas após a contaminação inicial e em 7, 14, 21 e 28 dias, 

sendo que no 14º dia foi realizada a reinoculação do produto. 

Como controle negativo do teste, foi preparado um tubo com diluente e 

meio de cultura. Para controle positivo do teste, foi preparado um tubo com 

solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%), inoculado com a suspensão de 

microrganismos.  Adicionalmente, preparou-se uma loção sem conservantes como 

parâmetro do estudo.  

 

3.12 Critérios de aceitação 

De acordo com os critérios de aceitação adotados pelo CTFA (93), o 

conservante é considerado eficaz para formulações cosméticas, em geral, se: 

Bactérias: redução de pelo menos 99,9% (03 ciclos logarítmicos) da 

contagem inicial no intervalo de tempo igual a 7 dias sem aumento da carga 

microbiana até a finalização do teste. 

Fungos: redução de pelo menos 90% (01 ciclo logarítmico) da contagem 

inicial no intervalo de tempo igual a 7 dias sem aumento da carga microbiana até a 

finalização do teste. 
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3.13 Avaliação da estabilidade da loção hidratante 

A loção hidratante conservada com o monoéster de C-8 Xilitol, após 24 

horas de preparo (tempo zero – T0) foi avaliada quanto às características 

organolépticas (aspecto, cor e odor) e valores de pH. Os resultados obtidos em T0 

foram considerados como referência para comparação com as demais avaliações 

durante o teste de estabilidade. 

A loção hidratante, produzida em escala laboratorial foi acondicionada em 

frasco de vidro transparente, com capacidade nominal de 20 g e procedeu-se ao 

estudo de estabilidade normal da amostra, com a finalidade de se avaliar o seu 

comportamento nas seguintes condições: escuro/ temperatura ambiente (ETA), 

luz/ temperatura ambiente (LTA), estufa a 40ºC (E/40) e geladeira a 5ºC (G/5). 

 As propriedades consideradas mais relevantes para avaliação da 

estabilidade foram aparência, cor, odor e  pH. Os parâmetros avaliados foram 

monitorados em 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias.  

A aparência e a cor da loção foram verificadas visualmente, o odor foi 

verificado por meio do método organoléptico e o pH foi determinado utilizando-se 

o pHmetro (Hanna Instruments 8417), após a  diluição da amostra na proporção 

de 1:10 (p/v) em água destilada, previamente neutralizada (pH 7,0).  

 

3.14 Avaliação estatística 

Um método paramétrico de análise de variância (ANOVA) foi utilizado para 

a realização da análise estatística seguido do teste Tukey de comparação múltipla. 
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Foram considerados estatisticamente significativos os resultados cujos valores de 

P foram menores que 0,05. 
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RESULTADOS 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Determinação da concentração inibitória mínima  

A concentração inibitória mínima é definida como a menor concentração de 

uma formulação que inibe o crescimento microbiano visível in vitro. Os resultados 

para a determinação da concentração inibitória mínima do monoéster de C-8 

Xilitol, no teste de diluições, conduziu aos valores demonstrados na tabela 4. 

 
Tabela 4. Concentração inibitória mínima do monoéster de C-8 xilitol 

Microrganismo Atividade entre (% p/p) 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 

Escherichia coli (ATCC 25922) 

Candida albicans (ATCC 10231) 

Aspergillus Niger (ATCC 16404) 

1,0 - 1,25 

1,0 - 1,50 

1,0 - 1,25 

1,0 - 1,25 

1,0  - 1,50 

 

Os valores apresentados indicam a faixa da concentração do 

monoéster de C-8 Xilitol que inibiu totalmente o crescimento do microrganismo, no 

teste de diluições. Estes resultados mostram que os valores para a inibição do 

crescimento de S. aureus, E. coli e C. albicans são coincidentes e inferiores aos 

valores encontrados para P. aeruginosa e A. niger. 

Na avaliação da atividade antimicrobiana, a técnica de diluição em meio 

líquido, é mais freqüentemente utilizada quando comparada com o método de 

difusão em ágar. Esta técnica tem sido mais utilizada para determinação da 

concentração inibitória mínima de antibióticos, antissépticos e conservantes (98). 

Para garantir a eficácia do método empregado, assim como dos meios de cultura 
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e das cepas de microrganismos utilizados, foi realizado o controle do ensaio coma 

a utilização dos fármacos Ciprofloxacino e Fluconazol nas mesmas condições do 

experimento, a fim de validar os resultados encontrados. Conforme tabela 5, os 

resultados obtidos para todos os microrganismos testados estão em conformidade 

com a indicação de uso dos antibióticos utilizados. 

 

Tabela 5. Avaliação da sensibilidade antimicrobiana 

Microrganismo Fármaco Sensilibidade 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 

Escherichia coli (ATCC 25922) 

Candida albicans (ATCC 10231) 

Aspergillus Niger (ATCC 16404) 

Ciprofloxacino 

Ciprofloxacino 

Ciprofloxacino 

Fluconazol 

Fluconazol 

Sensível 

Sensível 

Sensível 

Sensível 

Resistente 

  
 

Assim, para o desenvolvimento e estudo da formulação selecionou-se a 

concentração de 1%, sendo essa a menor concentração testada com atividade 

antimicrobiana, de acordo com o estudo da concentração inibitória mínima. 

 

4.2 Avaliação microbiológica da loção hidratante 

Para assegurar a qualidade das preparações para uso tópico é necessário 

realizar ensaios de controle durante a fabricação e no produto acabado. 

Características organolépticas, determinação de pH e controle microbiológico, 

entre outros, fazem parte destes testes (99). 

Os resultados obtidos por meio da avalição microbiológica da formulação 

com o monoéster de C-8 Xilitol na concentração estudada permitiram observar 

que a contagem do número total de bactérias e de fungos foi inferior a 10 UFC/g. 
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Esta etapa do estudo torna-se importante para as análises posteriores, 

envolvendo o teste de desafio do sistema conservante. Resultados positivos de 

contaminação nesta fase podem inviabilizar a execução das demais etapas. 

 

4.3 Neutralização do sistema conservante  

A contagem de microrganismos viáveis em produtos farmacêuticos e 

cosméticos necessita de completa neutralização da substância ou substâncias 

presentes que impedem ou prejudiquem o crescimento dos microrganismos (90). 

Os conservantes, na sua maioria, podem ser quimicamente neutralizados, no 

momento da análise, mediante adição ao diluente ou nos meios de cultura, dos 

neutralizantes, ou fisicamente, por meio de diluições sucessivas ou filtração em 

membrana filtrante (100).  

A inativação do sistema conservante se faz importante, pois recupera 

microrganismos estressados durante o período da análise. Os resultados estão 

indicados na Tabela 6 frente aos microrganismos S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, 

C. albicans e A. niger. 

 

Tabela 6. Recuperação microbiana após neutralização do sistema conservante 

Microrganismo Recuperação Controle 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 

Escherichia coli (ATCC 25922) 

Candida albicans (ATCC 10231) 

Aspergillus Niger (ATCC 16404) 

>70% 

>70% 

>70% 

>70% 

>70% 

>70% 

>70% 

>70% 

>70% 

>70% 

  
Controle de viabilidade celular: Solução fisiológica estéril (NaCl 0.9%) e microrganismo teste. 

Recuperação: O valor indicado representa a média do ensaio realizado em 5 réplicas. 
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A inativação da atividade antimicrobiana dos Monoéster de C-8 Xilitol foi 

feita por meio de diluição, pois não são descritos métodos de inativação química 

para esta molécula na literatura. 

Os resultados de recuperação dos microrganismos na condição de 

neutralização adotada no teste indicam que o controle apresentou a recuperação 

sempre maior que 70% para todos os microrganismos (tabela 6), comprovando a 

viabilidade dos microrganismos durante o teste e garantindo que as recuperações 

menores que 70% eram devidas à condição não adequada para o crescimento 

dos microrganismos. Ressalta-se que no procedimento da Farmacopéia 

Americana (97) não é descrita a utilização de um controle, no entanto, para 

assegurar a validação realizou-se também esse ensaio.  

Utilizando a técnica de diluição, foi possível realizar a recuperação dos 

microrganismos, confirmando a inativação do sistema conservante e garantindo 

assim confiabilidade nos resultados. Portanto, para o teste de eficácia de 

conservantes, procedeu-se à diluição das formulações em solução fisiológica 

estéril (NaCl 0,9%) e contagem de microrganismos sobreviventes nos períodos 

estabelecidos. 

 

4.4 Teste de desafio do sistema conservante 

Baseando-se nos resultados do teste da concentração inibitória mínima, 

a loção hidratante utilizada no teste de desafio foi conservada com a concentração 

de 1% do monoéster de C-8 Xilitol.  Foi verificado um rápido declínio na contagem 

de UFC/g logo nos primeiros tempos avaliados após a contaminação do produto, 
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para todas as bactérias testadas (tabelas 7, 9 e 11).  

 
Tabela 7. Número de UFC/g de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) em loção hidratante com 
1% do monoéster de C-8 xilitol           

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 1,5 x 102 <10 <10 <10 <10 <10 <10  

C ( - ) (UFC/g) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1  

C ( + )  (UFC/g) 1,9 x 107 1,2x 108 3,8 x 107 2,3 x 108 1,4 x 108 1,5 x 107 3,0 x 107  

LSC   (UFC/g) 2,6 x 106 4,6 x 107 8,3 x 107 2,4 x 108 5,3 x 108 5,5 x 108 6,3 x 108  

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24,  T48 e T72: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 

LSC: Loção hidratante sem conservantes. 
 

Tabela 8. Número de UFC/g de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) em loção hidratante com 
1% de Fenoxietanol           

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 5,5x10
6
  <10  <10  <10  <10  <10  <10   

C ( - ) (UFC/g) <1  <1  <1  <1  <1  <1  <1   

C ( + )  (UFC/g) 7,3x10
6
  4,1x10

6
  4,4x10

5
  1,2x10

5
  2,6x10

5
  1,4x10

5
  1,6x10

5
   

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24,  T48 e T72: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
 

A redução do número de microrganismos apresentada nas tabelas 

(1234) é considerada extremamente significante (P<0,001), quando comparada ao 

controle positivo e à loção sem conservantes.  

Após o sétimo dia de avaliação, o conservante mostrou-se eficaz contra 

as bactérias Gram negativas (P. aeruginosa e E. coli) e Gram positiva (S. aureus) 

testadas, atendendo à especificação de redução de 99,9% do número de células 

viáveis, estabelecida em compêndios oficiais.  
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Os resultados obtidos confirmam a ação bactericida do monoéster de 

C-8 Xilitol, visto que durante o período avaliado, não houve crescimento 

bacteriano, mesmo após a reinoculação do produto no 14º dia.  

Tabela 9. Número de UFC/g de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) em loção hidratante com 1% 
do monoéster de C-8 xilitol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10  

C ( - ) (UFC/g) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1  

C ( + )  (UFC/g) 5,6 x 06 6,1 x 106 1,5 x 107 2,0 x 105 4,4 x 105 3,0 x 102 <10  

LSC   (UFC/g) 4,2 x 106 1,7 x 107 2,4 x 108 5,6 x 108 1,5 x 109 6,1 x 108 3,2 x 108  

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24,  T48 e T72: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
LSC: Loção hidratante sem conservantes. 
 

Tabela 10. Número de UFC/g de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) em loção hidratante com 
1% de Fenoxietanol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 3,5x10
6
  5,1x10

5
  40  <10  <10  <10  <10   

C ( - ) (UFC/g) <1  <1  <1  <1  <1  <1  <1   

C ( + )  (UFC/g) 6,9x10
6
  8,0x10

6
  7,2x10

6
  7,0x10

4
  3,0x10

4
  2,2x10

4
  1,5x10

4
   

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24,  T48 e T72: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
 

A análise microbiológica dos resultados para as bactérias testadas mostrou 

redução, em média, de 3 log de UFC/g, no tempo zero, o que é atribuído à 

presença do monoéster de C-8 Xilitol, porque a mesma não ocorreu na  

formulação controle. 
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Tabela 11. Número de UFC/g de Escherichia coli (ATCC 25922) em loção hidratante com 1% do 
monoéster de C-8 xilitol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10  

C ( - ) (UFC/g) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1  

C ( + )  (UFC/g) 1,6 x 106 2,1 x 106 7,0 x 106 1,2 x 106 3,2 x 106 4,0 x 105 1,3 x 105  

LSC   (UFC/g) 4,7 x 106 2,3 x 107 6,8 x 107 2,8 x 108 6,5 x 108 6,7 x 108 4,9 x 108  

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24,  T48 e T72: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
LSC: Loção hidratante sem conservantes. 
 

Tabela 12. Número de UFC/g de Escherichia coli (ATCC 25922) em loção hidratante com 1% de 
Fenoxietanol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 5,0x10
6
  8,2x10

5
  5,4x10

2
  47  <10  <10  <10   

C ( - ) (UFC/g) <1  <1  <1  <1  <1  <1  <1   

C ( + )  (UFC/g) 4,5x10
6
  2,4x10

6
  2,0x10

6
  2,9x10

5
  2,7x10

5
  2,5x10

5
  2,1x10

5
   

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24,  T48 e T72: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
 

 
O monoéster de C-8 xilitol apresenta melhor eficácia na redução do 

crescimento das bactérias S. aureus e E. coli quando comparado ao Fenoxietanol 

(P<0,05). No teste de desafio do monoéster de C-8 xilitol, a redução de 99,9% no 

número de microrganismos viáveis para estes microrganismos é observada no 

tempo zero de avaliação. 

As condições de temperatura, pH e aeração em que os testes foram 

conduzidos, além da grande atividade de água no produto, contribuem para o 

crescimento microbiano, entretanto, a redução bacteriana é verificada, sendo de 

fato, atribuída à ação do monoéster de C-8 Xilitol.  
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O Teste de Eficácia Conservante foi realizado também em formulação 

controle, sem presença de monoéster de C-8 Xilitol, uma vez que outros 

componentes, poderiam prejudicar a sobrevivência  dos  microrganismos,  levando  

a  erros  na interpretação dos resultados, atribuindo-os equivocadamente à 

substância em estudo.  

Os controles positivos do teste, mantidos nas mesmas condições do 

produto testado, exceto quanto à disponibilidade de nutrientes, não tiveram 

redução microbiana significante ao longo do período avaliado (P>0,05), o que 

comprova que a redução bacteriana observada não estaria sendo promovida por 

qualquer condição adversa e sim, pelo conservante testado. 

Os resultados apresentados para os fungos nas tabelas 13 e 15 

indicam que o monoéster de C-8 Xilitol, na concentração utilizada, não apresentou 

uma ação conservante eficaz frente ao A. niger. Observa-se uma significante 

redução do número de UFC/g para este microrganismo, nas primeiras avaliações, 

porém, ocorre um aumento no número de células viáveis em 21 dias, estando em 

desacordo com os critérios de aceitação do The Cosmetic, Toiletry and Fragrance 

Association (93). 

Ainda não há estudos sobre a eficácia antimicrobiana do monoéster de 

C-8 xilitol. Sabe-se, porém, que há uma grande preocupação quanto ao uso de 

conservantes que têm ação sobre organismos eucariotos, como os fungos, pois a 

probabilidade destes conservantes desencadearem efeitos tóxicos em humanos é 

extremamente maior que aqueles que têm ação sobre células procariotas (101). 

 



 
76 

Tabela 13. Número de UFC/g de Candida albicans (ATCC 10231) em loção hidratante com 1% 
do monoéster de C-8 xilitol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 8,0 x 103 <10 <10 <10 <10 <10 <10  

C ( - ) (UFC/g) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1  

C ( + )  (UFC/g) 1,0 x 103 1,0 x 104 1,3 x 105 6,7 x 104 8,0 x 104 7,2 x 104 4,6 x 104  

LSC   (UFC/g) 7,5 x 104 5,6 x 105 3,4 x 106 1,9 x 107 3,6 x 107 2,0 x 108 7,2 x 108  

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24  e T48 : Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
LSC: Loção hidratante sem conservantes. 
 

Tabela 14.  Número de UFC/g de Candida albicans (ATCC 10231) em loção hidratante com 1% 
de Fenoxietanol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 7,5x10
5
  4,5x10

5
  3,8x10

5
  4,0x10

5
  <10  <10  <10   

C ( - ) (UFC/g) <1  <1  <1  <1  <1  <1  <1   

C ( + )  (UFC/g) 6,7x10
5
  4,7x10

5
  3,0x10

5
  3,1x10

5
  1,9 x10

5
  9,4x10

4
  5,0x10

4
   

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24  e T48: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
 

Quando comparado ao Fenoxietanol, o monoéster de C-8 xilitol 

demonstra maior eficácia frente à C. albicans, pois este conservante não 

apresenta bom desempenho em relação aos fungos. 

Conforme observado na tabela 15, os resultados obtidos na avaliação 

do monoéster de C-8 xilitol frente ao A. niger  não são estatisticamente 

signicativos (P>0,05) quando comparados aos resultados obtidos no controle 

positivo do teste. Como já era esperado, o mesmo ocorre na avaliação do 

Fenoxietanol (tabela 16). 



 
77 

 

Tabela 15. Número de UFC/g de Aspergillus niger (ATCC 16404) em loção hidratante com 1% do 
monoéster de C-8 xilitol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 2,5 x 105 2,2 x 103 9,0 x 102 9,2 x 102 3,4 x 102 4,9 x 103  2,3 x 103  

C ( - ) (UFC/g) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1  

C ( + )  (UFC/g) 5,8 x 104 6,0 x 103 1,0 x 103 2,7 x 103 8,0 x 102 1,5 x 103 1,3 x 103  

LSC   (UFC/g) 3,0 x 104 5,7 x 106 2,0 x 106 3,9 x 107 9,3 x 107 2,0 x 107 9,6 x 108  

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24  e T48: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 

LSC: Loção hidratante sem conservantes. 
 

Tabela 16. Número de UFC/g de Aspergillus niger (ATCC 16404) em loção hidratante com 1% de 
Fenoxietanol 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 7,5x10
5
  5,6x10

5
  1,8x10

5
  1,5x10

5
  6,2x10

4
  6,0x10

4
  2,0x10

4
   

C ( - ) (UFC/g) <1  <1  <1  <1  <1  <1  <1   

C ( + )  (UFC/g) 3,9x10
5
  3,0x10

5
  3,1x10

5
  1,9x10

5
  1,0x10

5
  1,1x10

5
  1,0x10

5
   

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24  e T48: Contagem realizada em 24 e 48 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 
 

Considerando que a redução da carga microbiana para o A. niger não 

atendeu os critérios de aceitação do  CTFA, uma outra loção foi preparada 

utilizando-se a concentração de 1 % do monoéster de C-8 Xilitol e ajustando-se o 

seu pH de 5,5 para 7,0. Os resultados podem ser observados na tabela 17. 

Normalmente, a única maneira de controlar o crescimento microbiano é 

utilizando biocidas e conservantes. Entretanto, parametros físico-químicos podem 

interferir no crescimento dos microrganismos. De acordo com Griffin (102), o valor 

de pH ideal para o desenvolvimento dos fungos varia entre 4,0 e 6,0. Os valores 

apropriados à atividade das cepas de Aspergillus são aqueles próximos de 4,0 e 
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5,0 (103).  Os resultados demonstrados na tabela 17 são estatisticamente 

significativos (P<0,05) e confirmam que o pH 7,0 fornece um ambiente 

desfavorável ao crescimento de A. niger, potencializando a atividade 

antimicrobiana do monoéster de C-8 Xilitol. 

Tabela 17. Número de UFC/g de Aspergillus niger (ATCC 16404) em loção hidratante com 1% do 
monoéster de C-8 Xilitol (pH=7,0) 

Tempo avaliado T0 T24 T48 T7 T14 T21 T28  

Resultado (UFC/g) 5,5 x 104 4,0 x 104 1,0 x 104 1,5 x 103 <10 <10 <10  

C ( - ) (UFC/g) <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1  

C ( + )  (UFC/g) 1,2 x 105 9,0 x 104 9,0 x 105 1,8 x 105 1,9 x 105 1,7 x 102 3,5 x 102  

LSC   (UFC/g) 4,2 x 106 8,9 x 105 1,9 x 106 8,7 x 106 3,2 x 107 2,4 x 107 2,0 x 107  

T0: Contagem  realizada imediatamente após a inoculação. 
T24  e T48: Contagem realizada em 24, 48 e 72 horas. 
T7, T14, T21 e T28: Contagem realizada em 7, 14, 21 e 28 dias. 
C ( - ): Controle  negativo. 
C ( + ): Controle positivo. 

LSC: Loção hidratante sem conservantes. 
 

Não existem estudos sobre a eficácia antimicrobiana de monoéster C-8 

xilitol. No entanto, os resultados indicam que monoester de C-8 Xilitol pode ser 

indicado como conservante cosmético, uma vez que reduziu a carga de 

microrganismos viáveis na loção hidratante testada, garantindo a proteção contra 

a contaminação microbiana. 

 

4.5 Avaliação da estabilidade da loção hidratante 

O teste de estabilidade tem como finalidade avaliar o comportamento dos 

produtos que se alteram com o tempo, por influência de uma variedade de fatores 

ambientais, tais como: a temperatura, a umidade e a luz. O estudo da estabilidade 
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de produtos cosméticos possibilita verificar o grau de estabilidade relativa do 

produto em diversas condições, desde produção até validade. Em todas as 

condições de estudo avaliadas, não foram observadas alterações significativas de 

pH durante o tempo de armazenamento. Todos os valores obtidos estão próximos 

do valor de pH verificado no tempo zero (T0). A figura 8 apresenta os valores de 

pH obtidos durante o estudo de estabilidade. 
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Figura 8. Avaliação de pH da loção hidratante testada durante o estudo de estabilidade. 

Os resultados da avaliação dos parâmetros de aparência, cor e odor estão 

apresentados na tabela 18. A formulação avaliada apresentou coloração branca 

inicialmente, variando entre branco e levemente amarelada, durante o período de 

estudo. Esta observação de leve escurecimento da amostra está de acordo com 

estudos de estabilidade citados na literatura, onde o tempo de armazenamento 

propicia modificações nas características organolépticas das formulações (104). 
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A formulação não continha nenhuma essência/ fragrância, assim o odor da 

formulação, classificado inicialmente como característico, em função das matérias-

primas utilizadas, permaneceu inalterado durante todo o período de avaliação.  

Em relação à aparência, a formulação manteve sua característica de líquido 

levemente viscoso a viscoso durante o estudo, apresentando precipitado na 

condição de geladeira. Embora o precipitado seja uma característica indesejável 

em qualquer formulação, o mesmo se dissolvia facilmente apenas com 

homogeneização.  

As variações no aspecto são aceitáveis nas condições de estufa e 

geladeira. A cor e o odor do produto devem se manter estáveis durante os 

primeiros 15 dias de avaliação, permitindo-se pequenas variações após este 

tempo. 

A loção hidratante é constituída por duas fases distintas, uma de natureza 

aquosa e outra oleosa, estabilizada pela presença de um terceiro componente, o 

tensoativo emulsificante, álcool cetoestearílico. A grande vantagem deste tipo de 

preparação é a possibilidade de incorporar ativos hidrossolúveis e lipossolúveis 

sem perda de estabilidade e/ou modificação em suas características físicas finais 

(105). 

As características organolépticas (aparência, cor e odor) da formulação, 

não foram alteradas com a incorporação do monoéster de C-8 Xilitol, o que já  era 

esperado,  pois a mesma  não apresentava  odor  perceptível  e,  sua  coloração  

branca,  não  provocaria alteração, a menos que alguma interação  entre os  

componentes  da formulação ocorresse.   
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Tabela 18. Estudo de Estabilidade da loção hidratante com 1% de Monoéster de C-8 Xilitol 

 Parâmetro LTA ETA E40 G5 

T
E

M
P

O
 Z

E
R

O
 Aparência Líquido levemente 

viscoso a viscoso 
Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Cor Branco Branco Branco Branco 

Odor Característico Característico Característico Característico 

30
 D

IA
S

 

Aparência Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Presença de 
precipitado 

Cor Branco Branco Branco Branco 

Odor Característico Característico Característico Característico 

60
 D

IA
S

 

Aparência Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Presença de 
precipitado 

Cor Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Odor Característico Característico Característico Característico 

90
 D

IA
S

 

Aparência Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Presença de 
precipitado 

Cor Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Odor Característico Característico Característico Característico 

12
0 

D
IA

S
 

Aparência Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Presença de 
precipitado 

Cor Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Odor Característico Característico Característico Característico 

15
0 

D
IA

S
 

Aparência Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Presença de 
precipitado 

Cor Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Odor Característico Característico Característico Característico 

18
0 

D
IA

S
 

Aparência Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Líquido levemente 
viscoso a viscoso 

Presença de 
precipitado 

Cor Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Branco a levemente 
amarelado 

Odor Característico Característico Característico Característico 

LTA: Luz à temperatura ambiente 
ETA: Escuro à Temperatura ambiente 
E40: Estufa a 4ºC 
G5: Geladeira a 5°C 
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Segundo Brannan (1997), a composição da formulação exerce grande 

influência na sua estabilidade microbiológica.  Diferentes componentes podem 

potencializar ou diminuir a ação do conservante ou sistema conservante.  

Portanto, a formulação estudada foi preparada com componentes muito utilizados 

e sem adição de ativos cosméticos, pois a presença de outras substâncias poderia 

interagir com o monoéster de C-8 Xilitol.  Esta possível interação entre o 

monoéster de C-8 Xilitol e substâncias rotineiramente utilizadas no preparo de 

formulações cosméticas, poderia dificultar a interpretação dos resultados, uma vez 

que ainda não foi referida na literatura.  
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DISCUSSÃO 
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5. DISCUSSÃO 

 

No século passado, a descoberta de substâncias antimicrobianas 

revolucionou a saúde pública mundial, evitou mortes, diminuiu infecções e 

contaminações oriundas do meio ambiente, alimentos, medicamentos e 

cosméticos.  A indústria cosmética, preocupada com a possibilidade de fornecer 

produtos contaminados ao consumidor, introduziu o uso de conservantes em 

produtos cosméticos (106).   

 Os índices de contaminações  microbianas  em  produtos  farmacêuticos  e 

cosméticos  caíram  drasticamente;  no  entanto,  os  índices  de  sensibilizações  e  

reações alérgicas  provocadas  pelos  produtos  cresceram,  em  virtude  da  

incorporação  de substância com finalidade de garantir a qualidade  do produto e  

segurança  do usuário, o conservante.   

De acordo com Giovanni  et  al.  (21),  a  indústria  cosmética  utiliza  cerca  

de 13.000  ingredientes,  que  correspondem  a  mais  de  30.000  diferentes  

denominações comerciais. Recentemente, outro importante aspecto tem sido 

considerado: o uso dos produtos cosméticos pode estar associado a reações  

adversas.   

Entre as reações adversas a cosméticos, as de aplicação tópica estão 

relacionadas à irritabilidade, coceiras, dermatites, entre outras, enquanto a ação 

sistêmica pode desencadear dor  de cabeça, náusea, tontura, dispnéia e vômitos. 

Darbre (107). 

Em função das reações adversas, pesquisadores  têm  buscado  descobrir  

outras  substâncias  com  atividade antimicrobiana,  sem  causar  sensibilizações  
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no  usuário,  sejam  extraídas  de  ativos vegetais ou de outras fontes (108, 109).  

Conservantes são os ingredientes usados para limitar o crescimento 

microbiano, exercendo efeitos adversos sobre vários processos biológicos e 

celulares. Embora estes efeitos sejam úteis para proteger um produto da 

contaminação microbiana, é importante que os formuladores considerem a 

exposição dos consumidores a esses materiais, visando minimizar os riscos de 

toxicidade (27).  

Os microbiologistas enfrentam novos desafios, tais como a necessidade de 

desenvolver formulações que sejam menos agressivas aos consumidores e ao 

mesmo tempo bem protegida contra a contaminação microbiana. As tendências 

atuais incluem a investigação sobre novas moléculas com força biocida e 

compatibilidade toxicológica (110). 

Durante a fase  inicial  da  pesquisa,  visando  definir  substância  dotada  de 

atividade antimicrobiana, o monoéster de C-8 Xilitol foi escolhido  para  o  

desenvolvimento do trabalho,  para verificar se sua  atividade  in vitro  seria 

eficiente para utilizá-la como conservante em preparações cosméticas. 

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da 

determinação de uma pequena quantidade da substância em estudo necessária 

para inibir o crescimento do microrganismo em teste; esse valor é conhecido como 

concentração inibitória mínima (CIM). Atualmente existem vários métodos para 

avaliar a atividade antibacteriana, os mais conhecidos incluem método de difusão 

em ágar, método de macrodiluição e microdiluição (81). 
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Não existe um método padronizado para a determinação da concentração 

inibitória mínima (CIM) de substâncias naturais ou semi-sintéticas. Como alguns 

fatores, como por exemplo, a técnica aplicada, os microrganismos testados e a 

cepa utilizada no teste, a origem da substância e a quantidade testada, a forma 

para expressar os resultados de testes antimicrobianos destas substâncias 

também não está padronizada. 

Neste trabalho, empregou-se a técnica de diluição em meio líquido para 

determinação da concentração inibitória mínima, considerando a relação entre a 

proporção de maior ou menor crescimento microbiano, conduzindo à concentração 

requerida da substância em estudo para inibir o crescimento microbiano. A 

avaliação da concentração inibitória mínima do monoéster de C-8 Xilitol foi 

comparada frente a padrões biológicos de referência, Ciprofloxacino e Fluconazol. 

O emprego de meio líquido e o parâmetro de resposta apresentaram como 

vantagens a rapidez, facilidade operacional, medida objetiva, ausência de efeitos 

de difusão e exatidão (9). 

As preparações com composição complexa como medicamentos e 

cosméticos constituem fonte rica em nutrientes para o crescimento de 

microrganismos. Grande parte dos ensaios para avaliação de qualidade é comum 

a todas as preparações, e dentre eles, merece destacar a importância do controle 

microbiológico. Foi realizada a contagem total do número de microrganismos 

viáveis (bactéria e fungos) para a formulação desenvolvida. Os resultados obtidos, 

inferiores a 10 UFC/g, indicam as boas práticas adotadas na manipulação e 
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procesamento das matérias-primas utilizadas na formulação. O controle 

microbiológico prévio é imprescindível para assegurar o consumo de produtos de 

alta qualidade, essencialmente livres de microrganismos que podem ser 

prejudiciais à saúde do consumidor, bem como garantir uma preparação 

adequada com a finalidade de se evitar perdas desnecessárias (4). 

Para produtos cosméticos é permitido nível limite de microrganismos 

viáveis, mas restringe-se, porém, a ausência de microrganismos patogênicos 

específicos. Assim, a formulação deve ser criteriosamente estudada quanto à 

eficácia do sistema conservante do produto, que só pode ser garantida através do 

teste de eficácia ou desafio. Para garantir que o teste de desafio seja realizado de 

forma adequada, há a necessidade de validação do teste para cada produto. De 

acordo com a Farmacopéia Americana (97), o conceito de validação para os 

métodos microbiológicos é a recuperação dos microrganismos durante o teste, 

diferente dos métodos químicos e físico-químicos que consideram os parâmetros 

de especificidade/seletividade, intervalo de curva de calibração, linearidade, limite 

de quantificação e detecção, exatidão, precisão e robustez. 

A validação tem como finalidade garantir a neutralização ou inativação da 

atividade antimicrobiana do conservante na contagem de microrganismos viáveis, 

utilizando a técnica por semeadura em profundidade ou “Pour Plate”. O teste visa 

a seleção das condições de neutralização do conservante durante o período de 

incubação das placas contendo o produto, os microrganismos e os meios de 

cultura utilizados no teste de eficácia de conservantes. 

 A escolha da condição de neutralização ou sistema de recuperação dos 

microrganismos deve ser adequada, pois influencia a acuidade e sensibilidade dos 
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dados experimentais a serem obtidas pelo uso da técnica de semeadura da 

amostra diluída em meio sólido. Os compêndios oficiais apresentam 

recomendações, mas o método e a escolha da condição de neutralização do 

sistema conservante são de responsabilidade do laboratório produtor. Para cada 

fórmula há uma condição mais adequada, isto é, ação neutralizante rápida não 

comprometendo o crescimento dos microrganismos presentes na amostra. 

A porcentagem adotada de recuperação do microrganismo inoculado é de 

70%, para comprovação da inativação do sistema conservante e confiabilidade 

nos resultados, de acordo com a Farmacopéia Americana (97). Os valores abaixo 

de 70% não são considerados e indicam que os  inativantes e/ou a concentração 

dos mesmos estão inadequados, devendo ser alterados.  

O teste de eficácia do sistema conservnate foi realizado, 

concomitantemente com solução fisiológica estéril (NaCl 0,9%) inoculada com a 

mesma carga microbiana das amostras teste.  

A suspensão foi considerada controle e teve como intuito a verificação da 

viabilidade dos microrganismos desafiantes durante os 28 dias do teste. Nesta 

consideração, verificou-se que as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus apresentaram-se viáveis durante todo o 

teste, assim como os fungos Candida albicans e Aspergillus niger que se também 

mantiveram adequados no decorrer do tempo de avaliação. Entretanto, houve 

decaimento do número de microrganismos sobreviventes no decorrer do teste.  

Em se tratando de manter o microrganismo em solução fisiológica, esse 

comportamento pode ser considerado normal uma vez que o meio de cultivo é 

pobre em nutrientes, ocorrendo uma menor multiplicação celular.  
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Outro controle empregado no teste foi uma formulação livre de 

conservantes, inoculada com a mesma carga microbiana das amostras teste. Em 

relação a este controle, observou-se um aumento do número de microrganismos 

sobreviventes no decorrer do teste, pois, ao contrário da solução fisiológica, este 

meio de cultivo propiciava o crescimento microbiano. O aumento também pode ser 

explicado pela adaptação dos microrganismos ao meio. 

No trabalho proposto, para o preparo da formulação foram empregadas 

matérias-primas que constituem rotina no desenvolvimento de preparações de uso 

tópico. Procurou-se evitar a inclusão de qualquer material que conhecidamente 

possuísse atividade antimicrobiana. 

Buscou-se também, o preparo de uma formulação com elevada 

concentração de água, pois um fator essencial para o crescimento microbiano é a 

atividade de água, que representa a quantidade de água livre, disponível para ser 

utilizada pelos microrganismos. Muitas vezes a água presente pode estar 

indisponível, a exemplo da água de cristalização ou de hidratação. Materiais 

hidrofílicos, como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC ou hipromelose) podem 

incorporar água, tornando-a indisponível aos microrganismos (9, 90). 

Produtos com baixo teor de água, assim como óleos, ceras e parafinas 

apresentam baixo risco de contaminação microbiana. Da mesma forma, álcoois, 

ésteres e ácidos graxos são matérias-primas pouco prováveis de apresentarem 

contaminação, mesmo porque algumas apresentam atividade antimicrobiana (90). 

Todas as bactérias testadas apresentaram uma rápida redução no número 

de organismos sobreviventes, inclusive a P. aeruginosa, um patógeno oportunista 
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que vive ubiqüiamente, sendo considerado um grande problema da indústria 

farmacêutica e cosmética por se tratar de um  microrganismo  de  veiculação  

hídrica  com  facilidade  de  adaptação  a  ambientes estressantes (111). Esta 

adaptação sugere que os mesmos têm estratégias moduladoras do metabolismo, 

permitindo sobrevivência em condições desfavoráveis (90). 

O teste de desafio é um teste demorado e mais laborioso, mas avalia o 

comportamento do conservante em uma base cosmética, após uma contaminação 

proposital, conduzindo à precisão de resultados. De acordo com Corbert (112), 

umas das razões para a sua longa duração seria a demonstração do 

ressurgimento de alguns microrganismos com esta característica. Em seus 

estudos, 2% das fórmulas avaliadas pelo teste de desafio exibiram o fenômeno 

descrito, sendo que destas, mais da metade eram bactérias Gram negativas. O 

aparente ressurgimento dos microrganismos pode ser justificado pela não 

sensibilidade dos métodos de contagem empregados. 

Houlsby (113) observou que o ressurgimento dos microrganismos ocorre 

em formulações cuja concentração do conservante está muito próxima da 

concentração inibitória mínima. Este autor relata ainda que os microrganismos 

sobreviventes podem proliferar utilizando nutrientes provenientes da lise das 

bactérias susceptíveis. 

Vários trabalhos têm pesquisado novos conservantes e têm sido 

direcionados à obtenção de compostos de origem natural como a lactoferrina 

bovina, por exemplo, pesquisada por Stevanato (114). A pesquisa de novos 

conservantes não busca apenas a substituição dos conservantes já existentes por 
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produtos de origem natural, mas também a descoberta de novos compostos que 

sejam ativos contra microrganismos já resistentes aos conservantes utilizados no 

mercado (5). 

Para garantir a estabilidade de uma loção ou sistema emulsificado, testes 

de estabilidade física, química e microbiológica são necessários. Submeter 

sistemas emulsificados às diferentes condições de temperatura são as condições 

rápidas mais freqüentemente utilizadas para avaliar o comportamento de produtos 

cosméticos (115). 

O estudo de estabilidade de produtos cosméticos fornece informações que 

indicam o grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condições que 

o produto pode estar sujeito, desde sua fabricação até o final de sua validade. 

Para disponibilizar esses produtos para o consumo, a avaliação da estabilidade é 

requisito fundamental à qualidade e segurança dos mesmos. O estudo de 

Estabilidade Normal por 90 dias fornece dados para prever a estabilidade do 

produto, estimar o prazo de validade e a compatibilidade da formulação com o 

material de acondicionamento (116). 

Durante a incorporação do monoéster de C-8 Xilitol à formulação, as 

características  macroscópicas  das  formulações,  como aparência, cor  e  odor,  

não  foram alteradas. Após a incorporação, sem  alteração  das  características  

macroscópicas,  a avaliação  preliminar  da  estabilidade  foi  realizada,   

confirmando o êxito da pesquisa; caso contrário, sua utilização como conservante, 

seria inviabilizada.  
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A ausência de alterações no aspecto macroscópico é  um  bom indicador  da  

estabilidade,  uma  vez  que  problemas  de  aplicação, como alteração de cor, 

odor, e  separação  de fases são muito comuns.  

 Em continuidade aos estudos  de estabilidade  observou-se  que  pH,  da 

formulação  não  apresentou  diferenças  significativas. A  análise  da  estabilidade  

física,  também é importante,  pois,  segundo  Almeida  e  Bahia  (117),  a  

formulação deve apresentar  comportamento  reológico  adequado  a  sua  

aplicação.   

A formulação manteve-se estável ao longo do tempo estudado, sem 

qualquer oscilação significativa nos resultados, em todas as condições adotadas 

(temperatura ambiente, 40ºC  e 5°C). 

Em função da  diversidade  científica  e  dos  resultados  observados  neste 

trabalho,  em  estudos  posteriores  seria  importante,  avaliar  o sinergismo do 

monoéster de C-8 Xilitol com outras substâncias antimicrobianas, além da sua 

segurança. 
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CONCLUSÃO 
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6. CONCLUSÃO 

  

Nas condições em que os testes foram conduzidos, podemos concluir que o 

monoéster de C-8 Xilitol, apresenta atividade antimicrobiana frente aos 

microrganismos testados, atende aos requisitos de uma substância dotada de 

atividade conservante e mostra-se estável quando utilizado em loção hidratante, 

podendo ser considerado uma alternativa conservante para produtos cosméticos. 

Concluímos ainda, com base nos resultados obtidos no presente trabalho, 

seguramente, mantêm-se os  caminhos  para  novas  investigações  científicas  

com  monoéster de C-8 Xilitol, especialmente  aqueles  visando  a  associações  

com  outros  conservantes,  buscando sinergismo entre eles.  
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