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RESUMO

O uso de argilas na area cosmética dermatolégica facial tem despertado interesse,
sobretudo por suas propriedades, tais como: calmante, cicatrizante, absorvente,
esfoliante suave e adstringente. A aplicabilidade de matérias-primas na area
cosmeética exige avaliacdo microbiolégica destas, principalmente quando obtidas de
fontes naturais. Neste contexto, o presente trabalho visa avaliar a carga microbiana
de quatro amostras de argilas provenientes de residuos de mineradoras do interior
do estado de Sdo Paulo, bem como propor um método de descontaminacédo destas
amostras. Os métodos propostos foram a partir da associacéo entre alcool 70°GL e
o calor seco a 120°C em estufa por 24 horas. Os resultados demonstraram que o
método de descontaminagdo com &lcool 70°GL e o calor seco foram efetivos
reduzindo a contagem de bactérias iniciais, tornando-se um método bastante eficaz
para a reducdo de carga microbiana e posterior uso desta matéria-prima na area

cosmeética.
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INTRODUGCAO

As argilas sdo compostas por argilomineirais de silicatos de Al, Fe e Mg
hidratados, com estruturas cristalinas em camadas (filossilicatos) e folhas continuas
de SiO, (tetraedros) ordenados de forma hexagonal, condensados com folhas
octaédricas de hidroxidos de metais tri e divalentes ). Sdo comumente definidas
como materiais naturais, terrosos, de granulacéo fina, com diametros inferiores a 2
um, que quando umedecidos com agua, apresentam plasticidade devido as suas
caracteristicas hidrofilicas ®, otimizando os processos bioquimicos cutaneos ®. O
interesse em seu uso vem ganhando forca atualmente, devido ser uma matéria-
prima de baixo impacto ambiental, encontrada em abundancia e ter baixo custo @9,

O uso de argilas em tratamentos estéticos vem sendo cada vez mais divulgado
na Cosmetologia, sendo empregadas como principios ativos em mascaras faciais e
corporais devido a sua alta capacidade na absorcdo de lipidios e toxinas presentes
na pele. As formulacées contendo argila possuem propriedades frente a processos
inflamatérios, acnes, furinculos e Ulceras, conferindo um efeito calmante,
cicatrizante, esfoliante suave e adstringente a pele ®. Em um estudo realizado por
Carretero e colaboradores ©, foi verificado que formulacées fotoprotetoras contendo
argilas foram capazes de refletir a radiacdo UV-A solar, responsavel pelo
envelhecimento cutaneo. Além disso, as argilas apresentam uma importante relacdo
com a manutencdo da estrutura cutanea, sendo capazes de induzir a expressao
génica de involucrina, loricrina, transglutaminase-| e filagrina, nos queratinécitos da
epiderme. A epiderme € a camada mais externa da pele atuando como uma barreira
na retencdo de agua, evitando o ressecamento da pele e também o envelhecimento
precoce das células cutaneas .

No entanto, por apresentarem uma grande biocarga, as argilas, antes de serem
incorporadas em formulagdes cosméticas, devem passar por algum processo de
descontaminacéo efetivo para reduzir a quantidade microbiana a valores aceitaveis,
especificados pela legislacdo brasileira através da Resolugdo n° 481, de 23 de
setembro de 1999, publicada pela ANVISA ©, para que n&o sejam comprometidas
as caracteristicas fisico-quimicas de um produto cosmético e preservadas a
seguranca e eficicia do produto ao consumidor.

A verificacdo da efetividade do processo de descontaminacdo (reducao da

biocarga) faz-se necessario, portanto, a realizacdo de testes microbiolégicos que
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avaliem a quantidade de micro-organismos presentes em uma determinada amostra,
é essencial para verificar a qualidade dos insumos, processos de armazenamento e

da possibilidade de contaminacéo externa %9,

MATERIAIS E METODOS

As quatro amostras de argila provenientes de residuo de mineradoras
localizadas na cidade de S&o Paulo/Brasil foram separadamente imersas em cerca
de 100 mL de etanol 70°GL (Vetec Quimica Fina Ltda.), na proporcao
amostra:solvente 1:10, durante 10 minutos, sob agitacdo manual. Em seguida,
filtrou-se a mistura utilizando papel filtro e presséo reduzida. Posteriormente, sobre a
porcao sélida, adicionou-se novamente cerca de 100 mL de etanol 70°GL e agitou-
se por mais 10 minutos. O procedimento foi realizado por trés vezes para aumentar
a efetividade do processo ™. A seguir, as amostras foram secas em estufa com
calor seco (De Leo Equipamentos para Laboratério, DL-AF06) a uma temperatura de
120°C durante 24 horas. O processo de descontaminacdo descrito foi adaptado do
Manual de limpeza e desinfeccéo de superficies, promovido pela ANVISA (2010) 2.

Apéds a secagem, 10 g de cada amostra foram dispersas em 30 mL de agua
peptonada tamponada e 60 mL de caldo neutralizador, deixando-as em repouso por
10 minutos. Posteriormente, a mistura foi transferida a um frasco contendo caldo
TSB, e assim, prepararam-se as diluicdes necessarias para o ensaio de contagem
de bactérias mesdfilas, bolores e leveduras, como também, os testes de deteccao
de micro-organismos patogénicos (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus) 31419,

Os ensaios microbiolégicos realizados foram baseados na metodologia descrita
pelo Guia ABC de Microbiologia: Controle microbiolégico na inddstria de produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes, publicado em 1998, pela Associacéo
Brasileira de Cosmetologia (ABC) *® e também nas Farmacopeias Britanica (British
Pharmacopeia) ™ e Brasileira *°.

Os ensaios microbiolégicos foram compostos pela contagem de bactérias
mesofilas e contagem de bolores e leveduras (ambas pelo método de contagem de
colonias em placas de petry) ™. A deteccdo de coliformes fecais e totais foi
determinada pela presenca de crescimento de colbnias bactérias no meio de cultivo

VRB 1) A pesquisa da presenca de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
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Staphylococcus aureus sdo confirmados a partir da visualizagcdo do crescimento
microbiano nas placas contendo o meio de cultivo seletivo %,

Os testes microbiologicos foram desenvolvidos conforme apresentado na
Figura 1.

| Amaostras de Argila AntesDepois do Processo de Descontaminacio |

*Testes Microbiologicos |

e

Contagem de Bactérias Mes ofilas Meio de Cultivo: Estufa Bacterioldgica: _
Contagem de Bolores e Leveduras Meio de Cultiva: Estufa Bacteriolbgica: —

Coliformes Fecais & Totais Meio de Cultivo: Estufa Bacteriol dgica:
Agar VRB 35-37°C, 48h

Pesquisa de Micro-organismos

Staphylococcus sureus Meio de Cultivao: Agar Estufa Bacterioldgica:
Baird Parker 358-37°C, 48h

Figura 1. Metodologia empregada na analise microbiolégica das amostras.

Patogénicos
S—
Escherichia coli Meio de Cultivo: Ag ar Estufa Bacteriol dgica:
MacConkey 35-37°C, 43h
o Pseudomonas aeruginosa Meio de Cultivo: ﬁgar Estufa Bacteriol dgica:
Cetrimida 35-37°C, 48h

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados microbiolégicos obtidos para todas as
amostras analisadas de acordo com a biocarga inicial.

Tabela 1. Resultados microbiolégicos da biocarga inicial das amostras de argila

Resultados
Amostra Contagem de Bactérias Contagem de Bolores e

Mesofilas Leveduras

(UFClg) * (UFCl/g) *

[ >3,0 X 10° 1,6 X 10°

I 1,2 X 10° 2,1 X 10°

1l >3,0 X 10° 6,0 X 10°

\Y; 2,4 X 10° 1,6 X 10°

* Valor Estimado; UFC = Unidades Formadoras de Col6nias
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Conforme apresentado na Tabela 1, todas as amostras ndo estdo em
conformidade no ensaio de contagem de bactérias mesdfilas, enquanto a amostra 1l
ndo estd em conformidade, também, na contagem de bolores e leveduras ©*¥. O
resultado encontrado na analise microbiologica, o qual apresentou uma quantidade
de micro-organismos acima do especificado, jA& era esperado, uma vez que as
amostras do estudo foram oriundas do residuo industrial de mineracdo de empresas
de Sédo Paulo. Essas argilas foram removidas do fundo de rios e lagoas. Em
ambientes aquaticos sdo encontrados animais, plantas e consequentemente micro-
organismos responsaveis pelo equilibrio do ecossistema aquético, e a matéria
organica presente na composicdo quimica das argilas, serve de alimento para
algumas espécies, como também agentes de decomposicéo .

Foram utilizadas neste trabalho, como parametros de aceitacdo, as
especificacdes adotadas pela Resolugdo n°® 481, de 23 de setembro de 1999
publicada pela ANVISA © e pela Farmacopeia Britanica ®¥, que determina os
valores maximos de micro-organismos para os testes empregados no estudo. Para a
contagem de bactérias mesofilas e contagem de bolores e leveduras, deve haver no
méximo 5,0 X 10® UCF/g de amostra para cada teste ©.

A Resolucdo n° 481/99 e a Farmacopeia Britanica, também determinam a
auséncia de bactérias patdégenas como E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, bem como
de coliformes fecais e totais ©%).

Nos testes microbiolégicos ndo foi observado a presenga micro-organismos
patogénicos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus, bem como a auséncia de coliformes fecais e totais. Nao foi visualizado
crescimento de nenhuma col6nia microbiana nas placas com os respectivos meios
de cultura. Assim, todas as amostras estdo de acordo com as especificacbes nesse
parametro ¥ no entanto, ndo estdo em conformidade na quantidade de bactérias
mesofilas e/ou bolores e leveduras.

A Tabela 2 apresenta os resultados microbioldgicos de todas as amostras de
argila apos o processo de descontaminagdo com alcool etilico 70°GL associado ao

calor seco a 120°C por 24h.
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Tabela 2. Resultados microbiol6gicos das amostras de argila apos a descontaminacao

Resultados
Amostra Contagem de Bactérias Contagem de Bolores e
Mesdfilas Leveduras
(UFClg) * (UFClg) *
[ 1,0 X 10° <1,0X 10
I 4,7 X 10° <1,0 X 10
1l 6,0 X 10° <1,0 X 10
\Y; 1,0 X 10° <1,0 X 10*

* Valor Estimado; UFC = Unidades Formadoras de Col6nias

Conforme apresentado na Tabela 2, todas as amostras estdo conforme as
especificacdes estabelecidas ©*¥. Novamente, ndo foi detectada a presenca de
micro-organismos patogénicos tais como E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Os resultados obtidos demostraram que o processo de descontaminacao
utilizado foi efetivo uma vez que foi capaz de proporcionar a redugdo da carga
microbiana presente nas amostras havendo diminuicdo da carga microbiana de
10° UFC para 10° UFC nas amostras |, Il e IV para bactérias meséfilas e redugéo de
10° UFC para 10° UFC para a amostra I, adequando-se as mesmas as
especificacdes descritas na Resolucdo n® 481/99 © e na Farmacopeia Britanica ¥.
A Figura 2 apresenta uma comparagao entre as amostras analisadas, antes e depois
do processo de descontaminacdo, sendo visivel a diminuicdo do crescimento de

micro-organismos nas placas contendo os meios de cultivo:
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Argilal Argilall

Argilalll ArgilalV

Figura 2. Comparacéo das placas da contagem de bactérias mesdfilas: (a) antes e (b) depois do
processo de descontaminacdo das amostras.

A partir da observacdo da Figura 2, é possivel visualizar uma grande
diminuicdo no crescimento microbiano, comparando as imagens de antes do
processo de descontaminacao (a), h4 uma grande quantidade de micro-organismos,
enquanto que apos o processo de descontaminacdo (b), ndo ha a visualizacdo de
numerosas colbnias bacterianas. Também, é possivel ressaltar que nas imagens
das argilas in natura, as coloragcbes dos meios de cultivo TSA estdo em menor
intensidade, quando comparadas com as argilas apés o0 processo de
descontaminacao. Isso é explicado pelo fato de que como ha bactérias presentes
nas amostras, as mesmas utilizardo os nutrientes presentes no meio de cultivo para
0S seus processos metabdlicos, retirando assim, 0s macro e micronutrientes do meio
de cultura, tornando-o mais palido ¥.

A Figura 3 apresenta os resultados microbiolégicos da amostra |, para os
ensaios de coliformes fecais e totais e pesquisa de E. coli, P. aeruginosa e S.
aureus. Todos os testes obtiveram resultados negativos, assim como no restante as

amostras analisadas.
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Argilal

Figura 3. Resultado da analise microbiolégica da amostra | nos testes de: (a) coliformes fecais e totais
e (b) pesquisa de E. coli, (c) P. aeruginosa e (d) S. aureus.

O sucesso do processo de descontaminagdo € explicado pela associacao de
métodos bastante efetivos. Para a descontaminacdo de superficies hospitalares, é
indicada a aplicacdo de trés sequéncias de solvente. Dessa forma, visando a
diminuicdo da carga microbiana, aplicou-se esse método para as amostras de argila.
A adicéo de quantidades semelhantes de &lcool etilico 70°GL permitiu que a amostra
entrasse em contato com maior quantidade de solvente novo e puro, atribuindo
assim, maior capacidade de penetragdo do solvente na amostra e
consequentemente inativagdo dos micro-organismos (12)

A associacdo de métodos de descontaminacao pode ser mais efetiva do que se
aplicados isoladamente. Os resultados obtidos demonstraram que a associacao do
métodos quimico (utilizando etanol 70°GL) e fisico (calor seco)®? foram efetivas no
processo de descontaminacdo das amostras. Para fins comparativos, foram
realizados o0s testes microbiolégicos antes e depois do processo de
descontaminacao, para avaliar a reducdo microbiana frente a biocarga inicial.

O élcool etilico € um potente e rapido bactericida e bacteriostatico. A eficacia
do etanol se refere a proporgéo alcool:agua enquadrada entre 60 e 80% de alcool,
ndo apresentando eficacia em concentracdes abaixo de 50% de teor alcodlico. Suas

propriedades sdo atribuidas ao fato de causar desnaturacdo das proteinas
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bacterianas e inibicdo da producdo de metabdlitos essenciais para a divisdo celular
das bactérias V.

Associando a acdo do alcool etilico 70°GL com calor seco, houve um
sinergismo na eficiéncia do processo de descontaminacéo. O calor seco € vantajoso
na capacidade de penetracdo do calor as células bacterianas, havendo morte por
oxidacdo celular, embora seja um método moroso e de elevado gasto energético,

para alcancar seu objetivo quando comparado com o etanol V.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar que o processo de
descontaminacdo proposto foi efetivo para a reducdo da carga microbiana das
amostras. Ja para a presenca de bolores e leveduras houve reducdo microbiana nas
quatro amostras analisadas, se enquadrando nas especificacbes. Por serem de
origem natural, as argilas possuem biocarga elevada, no entanto, utilizando um
residuo industrial e empregando-o em beneficio a salude populacional é deveras
satisfatorio. Assim, com valores adequados dentro dos pardmetros propostos pela
legislacdo cosmética brasileira, através da Resolugédo n°® 481/99, o processo é capaz
de reduzir a carga microbiana, indicando que o método de descontaminacao foi
eficaz, adequando os valores que antes estavam fora da conformidade, em valores
aceitaveis dentro das especificacfes, e dessa forma, podem ser incorporados em
formulacbes cosméticas ndo prejudicando a estabilidade da formulacdo e garantindo

seguranca ao consumidor.
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DECONTAMINATION METHOD OF CLAY FOR USE IN
COSMETIC FORMULATIONS

ABSTRACT

The use of clays in the area cosmetic facial dermatology has attracted attention,
especially for your properties like: soothing, healing, absorbent, gentle exfoliating and
astringent. The applicability of raw materials in the cosmetic area requires
microbiological evaluation of these, especially when obtained from natural sources.
In this context, this study objective to evaluate the microbial load of four samples of
clay from waste mining in the state of Sdo Paulo, and propose a method for the
decontamination of these samples. The proposed methods were based on the
association between alcohol 70°GL and the dry heat at 120°C in an oven for 24
hours. The results showed that the decontamination method with 70°GL and dry heat
were effective in reducing the initial bacteria count, making it a very effective method
to reduce microbial load and subsequent use of this raw material in the cosmetic
field.

Keywords: Clay; Decontamination Method; Cosmetic Formulations.
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