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Resumo: A higiene das maos e superficies € um habito crucial para prevenir a transmissao de patdgenos.
Apesar de seus beneficios, o uso frequente do alcool etilico pode causar acidentes por queimaduras
e ressecamento nas maos, justificando a busca por produtos alternativos. Considerando a atividade
antimicrobiana de extratos de roma, o objetivo do presente trabalho foi preparar e caracterizar formulagées
de sanitizantes contendo extrato seco total das cascas de roma (ESTCR) e pesquisar a capacidade da
melhor formulacao reduzir a carga microbiana sobre diferentes superficies. Foram preparadas duas
formulagdes de sabonetes liquidos contendo o ESTCR (2,5% p/p), nas quais foram pesquisados os
caracteres organolépticos, o pH, a formagao e persisténcia de espuma, a densidade relativa, a viscosidade
cinematica e a resisténcia ao estresse mecanico. Na formulacao eleita, a reducao da carga microbiana
foi estudada sobre diferentes superficies. Ambas as formulacdes apresentaram atributos de qualidade
fisico-quimicos semelhantes: coloracao amarelo-ambar, auséncia de residuos, espuma consistente e
permanente, boa capacidade espumogena e facilidade de enxague. A formulagao com lanolina etoxilada
(LE) apresentouviscosidade elevada, sendo descartada. A redugao da carga microbiana foi pesquisada para
a formulagao sem LE com ESTCR, sendo observada inibi¢ao total do crescimento microbiano, semelhante
ao alcool etilico a 77% v/v. A partir dos resultados observados é possivel inferir que o sabonete liquido
contendo ESTCR a 2,5% p/p é potencialmente Util para uso como sanitizante. Expandir a disponibilidade
de produtos derivados de plantas atende a crescente demanda por produtos de origem natural e contribui
para o desenvolvimento da economia circular.

Sanitizer containing pomegranate peel extract: preparation, characterization and in vitro microbial reduction
assessment

Abstract: Hand and surface hygiene is a crucial habit to prevent the spread of numerous pathogens.
Despite the benefits, frequent use of ethyl alcohol can cause dry hands and burn accidents, justifying
the search for alternative products. Considering the antimicrobial activity of pomegranate extracts, this
study aimed to prepare and characterize sanitizing formulations containing total dry pomegranate peel
extract (PPE) and investigate their ability to reduce the microbial load on different surfaces. Two liquid soap
formulations containing PPE (2.5% m/m) were prepared and their organoleptic characteristics, pH, foam
formation and persistence, relative density, Rinematic viscosity, and resistance to mechanical stress were
examined. In the chosen formulation, the reduction of microbial load on various surfaces was studied. Both
formulations presented similar physical-chemical quality attributes, such as yellow amber color, absence
of residues, consistent and long-lasting foam, good foaming capacity and ease of rinsing. The formulation
with ethoxylated lanolin (EL) showed higher viscosity. The reduction in microbial load was investigated
for the formulation without EL and with PPE, showing total inhibition of the microbial growth, like 77% v/v
ethyl alcohol. Based on the observed results, it can be inferred that liquid soap containing PPE at 2.5%
m/m is potentially useful as a sanitizer. Expanding the availability of plant-derived products meets growing
consumer demand and contributes to the development of the circular economy.
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Introducao

Evitar o contato com ar, alimentos, fluidos corporais, objetos e superficies contaminadas com
microrganismos patogénicos é uma das formas mais eficientes para interrupcao do processo de
transmissao de agentes que causam doencas infecciosas e, para tal, a criacao de barreiras fisicas,
mecanicas e quimicas entre os patdégenos e as pessoas, sao opcoes eficazes. Neste cendrio, o uso
de sanitizantes e antissépticos contendo agentes antimicrobianos se constitui como método qui-
mico de escolha (ILO, 2020).

O periodo de sobrevivéncia de microrganismos patogénicos em superficies pode ser de horas,
dias ou meses, o que deve ser considerado fator importante para a transmissao ambiental e conta-
minacao cruzada (TULADHAR et al., 2012). Portanto, além da antissepsia das maos, a desinfeccao
de superficies contribui para reduzir o risco de contaminagao microbiana, se caracterizando como
um elemento chave para interromper o ciclo de transmissao dos microrganismos patogénicos e
controlar doencas infecciosas (SPRUCE; WOOD, 2014; BERNARDI; COSTA, 2017; FURLAN et al.,
2019; OLIVEIRA; SILVA; PEREIRA, 2023).

Conforme destacado pela Organizacao Mundial da Saude (OMS), a higienizagcao das maos é
uma das intervengdes mais simples para reduzir os riscos de contaminacao pelo SARS-Cov-2 e por
uma gama de outros patdégenos (OMS, 2020; BRITO et al., 2020; SEQUINEL et al., 2020). Estima-se
gue as maos dos profissionais da salide sao responsaveis por 20% a 40% das infeccoes em ambien-
tes de assisténcia a saude, tanto pelo contato direto com os pacientes como pela contaminagao
cruzada, ou seja, apos carregarem microrganismos de uma superficie contaminada para os pacien-
tes (FREITAS et al., 2019). De acordo com Pittet e colaboradores (2006), superficies de ambientes
de atendimento a saude tocadas com frequéncia sao denominadas de alto contato e podem ser-
vir como reservatoérios para patégenos que serao transmitidos direta ou indiretamente pelas maos
dos profissionais para os pacientes. Exemplos destas superficies sao maganetas, grades de cama,
macas, interruptores de luz, torneiras, pias e vasos sanitarios. Além disso, estas superficies poten-
cialmente contaminadas podem ser tocadas diretamente pelos pacientes, elevando a possibilidade
de contaminacao de uma pessoa para outra, especialmente para as mais suscetiveis (HUSLAGE
et al., 2010; FURLAN et al., 2019). Estudos verificaram que em 30% a 60% de superficies proximas
a pacientes infectados por Clostridium difficile, Enterococos resistentes a vancomicina e Staphylo-
coccus aureus resistentes a meticilina, estes mesmos microrganismos foram isolados (DANCER,
2009; PLIPAT et al., 2013). Além dos ambientes hospitalares, ambulatoriais e de consultérios ou cli-
nicas, ambientes domiciliares também requerem o controle de infecgdes, principalmente em casos
de situacoes de risco, como cuidados a neonatos, idosos, portadores do virus da imunodeficiéncia
humana ou pacientes imunocomprometidos, por exemplo (BLOOFIELD; SCOTT, 1997).

No periodo pandémico e pés-pandémico, as vendas de saneantes aumentaram em torno de
73% no mundo e 35% no Brasil (HOUSEHOLD INNOVATION, 2023). No entanto, o uso crescente
destes produtos vem despertando a preocupacao com questoes ecotoxicoldgicas, enfatizando a
necessidade de avaliar o impacto da presenca dos ingredientes ativos e demais insumos inclui-
dos nestes produtos no meio ambiente, particularmente, na biota aquatica (MARTEINSON et al.,
2023; LOMPO et al., 2023; MUSEE et al., 2023). Enquanto em produtos convencionais de limpeza
sao incorporados somente agentes tensoativos ou detergentes, além de outros componentes com
funcoes diversas, em produtos saneantes ou antissépticos sao incluidos ingredientes ativos com
acao antimicrobiana, classificados como alcodlicos e nao alcodlicos, entre os quais, alcool etilico,
alcool isopropilico, compostos do iodo, compostos de amdnio quaternario, clorexidina, hipoclorito,
triclosan, acido peracético, peréxido de hidrogénio, entre outros (COISSI et al., 2020; MUSEE et al.,
2023). Neste contexto, a busca por ingredientes ativos de origem natural, alternativos aos sintéticos,
justifica a realizacao do presente trabalho. Em consonancia com a preocupacao ambiental, observa-
-se uma tendéncia por parte dos consumidores e empresas por produtos que contenham insumos
provenientes de fontes renovaveis e sustentaveis e que, em condi¢coes adequadas de uso, podem
apresentar menor toxicidade (DOMINGUES et al., 2021; IHA et al., 2008).

Uma das plantas para as quais ha inumeros relatos de atividade antimicrobiana é a romazeira
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(Punica granatum L.). Em extratos das cascas de roma obtidos em diversos solventes polares sao
encontradas elevadas concentragdes de compostos fendlicos, constituindo fonte significativa de
taninos hidrolisaveis, acido elagico e elagitaninos, bem como antocianinas e flavonoides. Segundo
relatos da literatura, estes compostos bioativos sao responsaveis pela atividade antimicrobiana da
roma (TRINDADE et al., 2009; PAULA et al., 2022). Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho foi
preparar e caracterizar formulagdes de sanitizantes contendo extrato seco total das cascas de roma
e pesquisar a capacidade da formulacao de reduzir a carga microbiana sobre superficies em compa-
racao ao alcool etilico a 77% v/v.

Materiais e Métodos

Obtencdo do extrato

Para a realizacao do trabalho foi empregado extrato seco total das cascas de roma (ESTCR) pre-
parado no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), cam-
pus de Alegre (Brasil), a partir de material vegetal fresco, coletado em Alegre, Espirito Santo (Brasil).
Uma amostra da planta foi depositada no Herbario da UFES (VIES34873), localizado em Jerédnimo
Monteiro (Espirito Santo, Brasil). O extrato foi obtido por maceracao da droga vegetal seca e tritu-
rada em alcool etilico hidratado (92,8% p/p), repetida 3 vezes. Em seguida, o solvente foi extraido
por rotaevaporacao (rotaevaporador Heidolph, Laborota 4000) e o extrato bruto concentrado foi
congelado em nitrogénio liquido e liofilizado (liofilizador Liotop, 101), até obtencao do extrato seco.

Avaliacao da atividade antimicrobiana do ESTCR

Staphylococcus aureus (ATCC 25.923), Escherichia coli (ATCC 25.922), Candida albicans (ATCC
24433), Candida krusei (ATCC20298), Candida parapsilosis (ATCC22019) e Candida glabrata
(ATCC200I), foram utilizadas como linhagem padrao neste estudo. As cepas bacterianas foram ati-
vadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI), com incubacao a 35° C por 24 h e as leveduras, em Caldo
Sabouraud-Dextrose (CSD), por 24 a 48 h. Para a determinagao da concentragao inibitéria minima
(CIM), foi utilizado o método de microdiluicao de caldo, seguindo as diretrizes do Clinical & Labora-
tory Standards Institute (CLSI, 2008) com modificagoes. Utilizou-se microplacas de poliestireno 96
pocos estéreis com fundo chato, onde foram testadas diferentes concentragoes do extrato de roma
(1,25 a 100 mg/mL). O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller Hinton (CMH). As linhagens con-
trole foram ressuspendidas em solucao salina (NaCl 0,9%) e ajustados para atingir uma turbidez de
0,5 em escala McFarland. Para preenchimento dos pocgos, foram adicionados 100 pL das diferentes
concentracoes do extrato em cada poco, acrescido de 100 pL de in6culo fungico ou bacteriano ajus-
tado. Para cada linhagem foi realizado um controle de crescimento (inéculo e meio de cultura) e con-
trole de esterilidade (somente CMH). As placas foram tampadas, homogeneizadas e incubadas em
estufa (35 £ 2° C) por 24 a 48 h. Todos os testes foram realizados em triplicata. A CIM foi determinada
como a menor concentragcao do extrato que resultou na completa inibicao do crescimento micro-
biano, sem a formacao de precipitado ou turvacao no meio de cultura, apds o periodo de incubacao.
Apo6s a micro diluicao, aliquotas dos pocos contendo a CIM do extrato foram transferidas com algas
para placas contendo BHI e incubadas a 35° C (x+ 2° C) por 24 h. O resultado foi determinado pela au-
séncia ou presenca de formacao de colodnias, classificando a agao como bactericida/bacteriostatico
e fungicida/fungistatica, para as linhagens bacterianas e fungicas respectivamente. Os resultados
foram utilizados para definir a melhor concentracao do ESTCR a ser utilizada nas formulagées.

Preparo e avaliacao dos atributos de qualidade das formulagdes

Foram preparados saneantes na forma de apresentacao de sabonete liquido, em escala labora-
torial, segundo normas de boas praticas de manipulacao preconizadas na Resolucao da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 67 de 8 de outubro de 2007 (BRASIL, 2007a). Foram propostas duas formula-
¢coes base, com e sem lanolina etoxilada (LE), denominadas base com lanolina (BCL) e base sem
lanolina (BSL) (Tabela 1). Apés adicao do ESTCR as formulagoes passaram a ser denominadas base
com lanolina e extrato (BCLER) e base sem lanolina e extrato BSLER.
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Tabela 1. Composicao das formulagoes base A e B

Componentes Composicao (% p/p)
BCL BSL
Lauril éter sulfato de sédio (27%) (LESS) 24,0 24,0
Lauril éter sulfosuccinato de sédio (LESSS) 6,0 6,0
Cocoamidopropilbetaina 40 40
Dietanolamina de acidos graxos 4,0 4,0
Lanolina etoxilada (LE) 50 -
Glicerina 3,0 3,0
Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,10 0,10
Metilparabeno 0,15 0,15
Propilparabeno 0,05 0,05
Agua purificada QSP 100,0 100,0
Solucao de cloreto de sédio (25%) 0,75 0,75

BCL = base com lanolina; BSL = base sem lanolina; QSP = quantidade suficiente para.

Incialmente, todos os componentes foram pesados individualmente (balangca MARTE, AD200).
[Posteriormente, procedeu-se a solubilizacao do EDTA em parte da agua e dos parabenos em gliceri-
na, sob ligeiro aquecimento. As solu¢des foram misturadas e os tensoativos foram adicionados sob
agitacao lenta. Em seguida, a cocoamidopropilbetaina e a dietanolamina de acidos graxos foram
incorporadas. A LE foi incorporada na base BCL. Finalmente, o volume foi completado com agua
purificada e a solugao de cloreto de sédio a 25% p/v foi adicionada. Em parte das formulagdes base,
0 ESTCR foi adicionado na concentracao definida, por incorporagao direta, utilizando gral e pistilo.

Avaliacéo dos pardmetros de qualidade das formulacoes

A pesquisa dos atributos de qualidade das formulagoes foi conduzida de acordo com metodo-
logias estabelecidas em documentos regulatorios, tais como o Guia de estabilidade de produtos
cosmeéticos, o Guia de controle de qualidade de produtos cosmeéticos, Guia sobre requisitos de qua-
lidade para produtos topicos e transdérmicos e, na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2004; BRASIL,
2007b; BRASIL, 2019). Métodos descritos na literatura cientifica foram empregados para analise da
formacao de espuma, com adaptacoes (BEZERRA et al.; 2016; PAULO, 2022). Quando pertinente,
os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos como a média e o desvio padrao.

As formulagoes foram avaliadas macroscopicamente para analise da cor, homogeneidade, exis-
téncia de materiais insollveis e presenca de precipitado. Foi realizada analise sensorial para avalia-
¢ao da espalhabilidade e facilidade de aplicacao e remocao. A capacidade de formacao de espuma
durante a lavagem das maos foi observada colocando-se 3 mL de cada formulagao nas palmas das
maos, que foram lavadas e enxaguadas em agua corrente, sendo avaliada a formagao de espuma e
a presenca de residuos apoés a lavagem.

A formacao e a estabilidade da espuma foram determinadas mediante adicao de 5 mL de cada
formulacao em proveta de 25 mL, na concentracao de 1% v/v. As provetas foram agitadas 180° por
5 vezes. O valor do volume do liquido e do volume de espuma formados foram medidos com o au-
xilio de uma régua e anotados logo apos a agitacao e depois de 5 min de repouso. Em sequida, as
Equacodes 1, 2 e 3 foram usadas para determinar a porcentagem de espuma instantanea, a espuma
estabilizada e a porcentagem da diferenca entre a espuma instantanea e a espuma estabilizada,
respectivamente.
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% E estabilizada = ———— x 100 )
Vs (Equacao 2)

Resultado = WE instantanea — WE estabilizada (Equacao 3)

A densidade relativa das formulacgoes foi medida por picnometria, utilizando-se picnémetro de
vidro limpo e seco, com capacidade de 25 mL. Em uma balanca analitica (MARTE, AD200), pesou-se
0 picnémetro vazio, o picndmetro contendo agua e o picnémetro com a amostra. A densidade foi
calculada segundo a Equacao 4, onde p = densidade, em g/mL; MO = massa do picnbmetro vazio,
em gramas; M1 = massa do picnémetro com agua, em gramas; M2 = massa do picnbmetro com a
amostra, em gramas.

M2-—-MO

P~ M1— M0 (Equacio 4)

A viscosidade cinematica foi pesquisada em copo Ford, considerando o tempo de escoamento
da amostra através do orificio do copo, pré-definido experimentalmente. O corpo do copo foi total-
mente preenchido e o excesso removido. Em seguida, o orificio foi aberto e o tempo para escoamen-
to de toda a amostra foi cronometrado, sendo interrompido com a quebra do “fio de escoamento”
formado pelo liquido. Foi utilizado gligé n° 08 e a viscosidade foi calculada segundo as Equagoes 5
e 6, onde: T é tempo, expresso em s; A e B, sao constantes definidas experimentalmente pelo fabri-
cante, conforme o gligé utilizado; V1= viscosidade em cSt; €, p = densidade, em g/mL (determinada
anteriormente).

Viscosidade (cSt) = At — B (Equacao 5)

Viscosidade (cPs) =V (cS5t) x p (Equacao 6)

O pH das formulagoes foi medido em aparelho de pH digital de bancada (GEHAKA, PG2000),
mediante insercao do eletrodo diretamente na amostra.

Finalmente, a resisténcia ao estresse mecanico foi avaliada por centrifugacao (centrifuga
IKASVI, K14-08I15P), colocando-se 5 mL das amostras em tubos Falcon, submetidos ao processo de
centrifugacao a 3.000 rpm, por 30 min, em temperatura ambiente. Posteriormente, procedeu-se a
avaliacao visual dos parametros macroscopicos anteriormente citados.

Avaliagéo da reducdo da carga microbiana

A efetividade da formulacao eleita contendo o ESTCR a 2,5% p/v (denominada base com lanolina
e extrato de roma - BCLER) em reduzir a carga microbiana foi avaliada sobre superficies, sendo
escolhidos trés locais frequentemente tocados para coleta das amostras, a saber. maganetas,
bancadas e puxadores de janela, todos dentro de um mesmo ambiente. Nestes locais foram
passados swabs estéreis, antes e apos sanitizacao com o sabonete liquido e enxague com agua
estéril. Em ambos os casos, os swabs foram imersos imediatamente em tubos contendo solucao
salina (NaCl 0,9%) estéril. O mesmo procedimento foi realizado com alcool etilico a 77% v/v adquirido
comercialmente (controle positivo). Em seguida, as amostras foram inoculadas em meio PPlate count
agar (PCA) e as placas foram incubadas (35 + 2° C) por 5 dias. Apds esse periodo, foi realizada
a contagem manual do numero de unidades formadoras de colénias (UFC) nas placas. As taxas
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de reducao microbiana foram calculadas de acordo com o método proposto por Hernandes et al.

(2004), a partir da Equagao 7, onde: UFC, representa o numero de unidades formadoras de col6nias
(UFCs) antes da desinfecgao e UFC, numero de UFCs apos a desinfecgao.

UFCLl

UFCE')] (Equacao 7)

TRM = 100 x [1— (

Resultados e Discussao

Para definicao da concentracao do extrato na formulacao, inicialmente, a CIM sobre bactérias
e fungos foi estabelecida, bem como foi analisada a capacidade do ESTCR reduzir ou inibir o
crescimento microbiano. Os resultados sao apresentados na Tabela 2. Os valores encontrados para
as cepas de S. aureus e E. coli estao de acordo com a literatura, com relatos da necessidade de
maiores concentragoes de extratos das cascas de roma obtidos em diferentes solventes para inibir
a proliferacao de bactérias Gram-negativas quando comparadas as Gram-positivas. Michelin et al.
(2005) prepararam extratos secos de roma e pesquisou a CIM sobre cepas padrao de S. aureus,
obtendovalores que variaram de 25 a 40 mg/mL.Por outro lado, Machado et al. (2003) demonstraram
que um extrato de casca de roma preparado em acetato de etila inibiu o crescimento de S. aureus a
uma concentracao de 2,5 mg/mL, 2 vezes menor que o encontrado no presente trabalho. Moreira e
Ramos (2022) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato glicélico de roma frente S. aureus e
apontaram que o extrato avaliado apresentou CIM de 60 mg/mL.

Tabela 2 - Concentragao inibitéria minima e tipo de acao inibitoria promovida pelo ESTCR sobre as
cepas padrao estudadas.

Microrganismos CIM Acao
Staphylococcus aureus 1,25 mg/mL (0,12%) Bactericida
Escherichia coli 25 mg/mL (2,5%) Bactericida
Candida albicans 10 mg/mL (1%) Fungistatica
Candida krusei 10 mg/mL (1%) Fungistatica
Candida parapsilosis 10 mg/mL (1%) Fungicida
Candida glabrata 10 mg/mL (1%) Fungicida

CIM = concentragao inibitéria minima.

Para as cepas de fungos, os valores encontrados foram menores que o observado por Bassiri-
Jahromi et al. (2015), que avaliaram o efeito de diferentes concentracoes de extratos de cascas de
roma obtidas em um extrator de Soxhlet utilizando 80% de metanol por 10 dias, sobre cinco espécies
de Candida, incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata e C. Rrusei. Os valores de
CIM determinados foram de 250 mg/mL para C. albicans e C. parapsilosis, 125 mg/mL para C. krusei
e C. glabrata e 62,5 mg/mL para C. tropicalis. Ja Lavaee et al. (2018) obtiveram valores de CIM de
0,05 mg/mL e 0,2 mg/mL para extratos metanoélicos das cascas e etandlicos das raizes de roma,
respectivamente, frente a C. albicans.

Variacoes nos valores de CIM podem ser atribuidas a diferentes fatores, como tipo de linhagens
utilizadas em cada estudo e o método utilizado para determina-la (CARLI, CAMPQS, COTA, 2018;
TELES; COSTA, 2014). Outros fatores sao a diversidade entre os compostos bioativos encontrados
nos extratos, o que se relaciona a escolha de diferentes partes da fruta, métodos de extragao, tipos de
solventes empregados, bem como variagées sazonais e geograficas na coleta dos frutos (ALTEMIMI
et al., 2017).

Uma vez que a menor concentracao capaz de inibir o crescimento microbiano e apresentou
atividade biocida sobre E. coli foi 25 mg/mL (2,5% p/p), esta foi a concentracao definida para
incorporacao nas formulagoes.
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Andlise de atributos de qualidade das formulacées

Produtos destinados a limpeza sao capazes de remover particulas de sujidades bem como a
gordura presentes no corpo e em superficies inanimadas (FILHA; COSTA; BIZZO, 1999; SOUZA,;
NOBREGA, 2018). Além da prépria superficie, as particulas depositadas sobre estas podem carrear
microrganismos causadores de doencas infectocontagiosas, se constituindo como uma via
significativa para a transmissao de doencas (KUHN et al,, 2018; BRASIL, 1994) Portanto, ha uma
necessidade continua de buscar novos produtos para uso na desinfeccao e antissepsia que sejam
eficientes, seguros e que minimizem o risco de acidentes, além de reduzir a produgao de compostos
quimicos contaminantes no meio ambiente. Nesta perspectiva, o preparo de formulagdes de
sabonetes liquidos contendo derivados vegetais apresenta vantagens e pode se configurar como
uma alternativa viavel.

Quando as maos e as superficies estao visivelmente sujas, a recomendacao para desinfeccao
€ o0 uso sabdes e sabonetes com enxague, a fim de remover as particulas que carreiam os
microrganismos e reduzir a carga microbiana, ao contrario do uso de antissépticos liquidos que se
destinam somente a reduzir a carga microbiana (BRASIL, 2012). Nas formulagées dos sabonetes
liquidos antissépticos propostos foram selecionados ingredientes inscritos na lista das substancias
permitidas para elaboracao de detergentes e demais produtos destinados a aplicagao em objetos
inanimados e ambientes (ANVISA, 2022). Nas formulagdes foram incorporados tensoativos com
acao detergente de carater anionico (LESS e LESSS); co-tensoativo e estabilizante de espuma
(cocoamidapropilbetaina); espessante e estabilizante de espuma (dietanolamina de acido graxo de
coco); umectante (glicerina); e,outros insumos para aumentar a estabilidade quimica e microbiolégica
das formulagoes (EDTA e parabenos) (AMIRALIAN; FERNANDES, 2018). Na formulagao BCL a LE foi
incluida dadas as suas propriedades hidratantes, emolientes e elevada solubilidade em agua, uma
vez que a formulagao pode ser destinada também a antissepsia das maos (BATISTUZZO; ITAYA;
ETO, 2002).

A analise visual das formulagdes pode fornecer informagoes sobre estabilidade e potenciais
problemas de formulagao, além de avaliar como sera a aceitagao dos produtos pelos usuarios, ja
que estes devem ser elegantes (BEZERRA et al., 2016; REBELLO, 2019). No presente trabalho, ambas
as bases se mostraram transparentes, homogéneas, isentas de particulas precipitadas ou em
suspensao e com odor caracteristico. A adicao do ESTCR nao alterou estas caracteristicas, exceto a
coloragao, que passou a amarelo-acastanhado, caracteristica do extrato (Figura1). Junior et al. (2022)
prepararam formulagdes de sabonetes liquidos contendo extratos das cascas de roma para limpeza
pessoal e obtiveram formulagdes de coloracao marrom-alaranjado.

Figura 1 - Imagem representativa da formulagao base sem lanolina sem (BSL) e com ESTCR a 2,5%
p/v (BSLER).

Todas as formulagdes apresentaram boa espalhabilidade, com sensorial agradavel e nao
deixaram residuos nas maos durante a lavagem, sendo de facil remocao pelo enxague. Nesta
ocasiao, observou-se a formagao de espuma densa. Embora estudos ja tenham refutado a relacao
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entre a presenca de espuma e a capacidade de limpeza destes produtos, os consumidores esperam
que ocorra a formacao de quantidade satisfatéria de espuma durante o uso (SOUZA et al, 2016).

A espuma é formada quando um grande numero de bolhas de ar se dispersa na fase liquida
sujeita ha algum tipo de agitacao. Na presenca de tensoativos, as peliculas de liquido que separam
as bolhas de ar umas das outras sao mais firmes, fazendo com estas persistam por um tempo
maior, o que é desejavel para formulagdes de sabonetes liquidos (FILHA; COSTA; BIZZO, 1999).
Existem métodos descritos na literatura para avaliar a formacao e a estabilidade da espuma formada
durante o desenvolvimento de formulagoes destinadas a limpeza, higiene e desinfeccao pessoal e
de alimentos, objetos, superficies e ambientes (BEZERRA et al., 2016; JUNIOR, 2018). Mesmo de
carater estético, a espuma formada bem como sua estabilidade devem ser avaliadas na etapa de
formulacdo para que os produtos sejam considerados satisfatérios pelos usuarios (JUNIOR, 2018).
Os valores obtidos para o volume de espuma formada instantaneamente e apds 5 min sao dados na
Tabela 3. E possivel notar que a adicao do ESTCR aumentou os valores dos volumes medidos e que
estes sofreram uma pequena alteracao apdés 5 min. Os valores encontrados no presente trabalho
sao semelhantes aqueles observados por Rosa e Simone (2022), que desenvolveram um sabonete
liquido contendo extrato acafrao-da-terra (Curcuma longa L.): o sabonete contendo o extrato
hidroalcéolico da planta apresentou valor médio de espuma instantanea de 8,6 cm, enquanto o
do extrato glicerinado foi de 8,9 cm. Apds 5 min, os valores foram 8,1 e 85 cm, respectivamente.
Ja Azevedo (2021), obteve volume de espuma instantanea de 7,85 cm para um sabonete liquido
contendo extrato etandlico bruto das flores de sabugueiro-negro (Sambucus nigra L.). Almeida et al.
(2017) também pesquisaram a formagao de espuma em um sabonete contendo extrato de algaroba
al,2e4%. Osresultados obtidos demonstraram que o sabonete contendo 1% de extrato foi capaz de
produzir mais espuma que a formulacao base. Nas demais concentragdes, a formacao de espuma
foi superior logo apés a agitacao.

Tabela 3 - Resultados do teste de espuma nas formulacoes.

Volume de espuma (cm) Diferenca entre a % de espuma

Formulacgées instantanea e estabilizada (%)
TO 15
(ap6s agitacao) (ap6s 5 min)

BCL 3,9 (£ 0,75) 3,66 (+ 0,49) 18,5%
BCLER 6,23 (£ 0,55) 6,06 (£ 0,70) 13,1%
BSL 3,53 (£ 0,05) 3,26 (+ 0,28) 20,8%
BSLER 536 (+ 0,37) 53 (x0,34) 4,7%

BCL = base com LE; BCLER = base com LE e ESTCR; BSL = base sem LE; BSLER = base sem LE e com ESTCR.

As porcentagens calculadas de espuma instantanea foram de 200 e 379,2% para as amostras
BCL e BCLER e, 171,5 e 312,3% para BSL e BSLER, respectivamente, sendo maiores nas formulagoes
sem extrato. Ja os valores obtidos no calculo de diferenga entre o resultado da espuma instantanea e
a espuma estabilizada ap6s 5 min variaram de 4,7 a 20,8%. Cabe destacar que quanto mais proximo
de O este valor, mais estavel é a espuma formada (JUNIOR, 2018). Para as formulagoes com ESTCR,
estes valores foram menores, sugerindo que o extrato foi capaz de estabilizar a espuma. De acordo
com a literatura, a estabilidade da espuma pode ser afetada por fatores como a concentragao dos
tensoativos, a difusao de gas entre as bolhas, a viscosidade do sistema, a elasticidade superficial e
a presenca e espessura da dupla camada elétrica entre as bolhas (NAZDRAJIC; BRATOVCIC, 2019).

A densidade relativa das formulagoes foram determinadas (Tabela 4). A densidade em sabonetes
liquidos serve de indicador para avaliar a presenca de bolhas de ar nas formulagdes o que, por sua
vez, sugere a necessidade de ajustes no processo produtivo, como a velocidade de agitagao e en-
chimento dos frascos (BRASIL, 2004).
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Tabela 4 - Resultados da densidade, viscosidade e pH das formulacdes base e aquelas contendo
2,5% de extrato de roma.

Densidade Viscosidade
Formulacoes (g/mL) (cPS) pH
BCL 1,033 (+0,0007) 7.007,90 6,12 (+0,026)
BCLER 1,028 (x0,0016) 1.379,30 5,16 (x0,066)
BSL 1,018 (+0,0012) 2.537,60 6,16 (+0,017)
BSLER 1,037 (+0,0023) 3.297,60 5,06 (+0,055)

BCL =base com lanolina; BCLER =base com LE e ESTCR; BSL = base sem lanolina; BSLER = base sem lanolina
e com ESTCR; cPS = centipoise.

Adensidaderelativa das formulagoes desenvolvidas variou de 1,02 a1,04 g/mL, com baixos valores
de desvio padrao. Os valores estao de acordo com os descritos por Ferreira (2010) para sabonetes
liquidos. Lopes et al. (2018) compararam os valores da densidade de sabonete liquido destinados
a0 uso intimo e de uso comum e encontraram valores que variaram de 0,621 g/mL a 1,003 g/mL,
respectivamente. Os autores atribuiram a diferenca a perda de compostos volateis. HigioRa e Barzotto
(2013) desenvolveram duas formulagoes de sabonete liquido contendo digluconato de clorexidina
e a densidade de ambos foi proxima de 1,003 g/mL. Bezerra et al. (2016) analisaram parametros
fisico-quimicos de sabonetes liquidos intimos disponiveis comercialmente e encontraram valores
de densidade que variaram de 1,001 a 1,077 g/mL. Pires et al. (2021) desenvolveram sabonete liquido
contendo extrato da casa do fruto da pitomba e a densidade determinada foi de 1,031 g/mL.

Finalmente, a viscosidade foi pesquisada. A viscosidade pode ser definida de acordo com a
metodologia empregada para sua determinacao: viscosidade cinematica € aquela dada como a
resisténcia do produto ao escoamento em fung¢ao do tempo, podendo ser medida em viscosimetro
de orificio (copo Ford). Ja a viscosidade dinamica é definida como a resisténcia do produto a forca de
cisalhamento, sendo medida em viscosimetro rotacional (aparelho tipo Brookfield®). A viscosidade
dinamica (4) pode ser obtida pela multiplicacao da viscosidade cinematica pela densidade do
produto (BRUNETTI, 2008; VERTCHENKO; VERTCHENIKO, 2017).

A viscosidade pode ser correlacionada a qualidade do produto atribuida pelo consumidor, que
relaciona este parametro ao rendimento do produto e maior economia. Por outro lado, a viscosidade
éum atributo relevante para o processo produtivo, pois pode afetar a velocidade e o tempo de agitagao,
a selecao dos equipamentos utilizados para producao e envase e, a escolha das embalagens. Ainda,
€ um parametro que deve ser avaliado durante o uso, para que seja melhor aproveitado e para
que nao escorra do frasco ou no local de aplicagcao, minimizadas perdas (AULTON; TAYLOR, 2016;
BEZERRA et al.,2016; OGEDENGBE, 2019).

A formulacao BCL apresentou valor de viscosidade dinamica cerca de 2,7 vezes maior que a BSL.
Para BCL, a adicao do ESTCR provocou redugao do valor da viscosidade, ao contrario do observado
para BSL, cuja viscosidade aumentou com a adicao do extrato. A reducao da viscosidade observada
apos adicao do ESTCR na base BCL pode ser explicada pela ocorréncia de interagdes entre o extrato
e a LE. Todavia, maiores estudos devem ser realizados para elucidar esta hipotese. Cabe destacar
que a viscosidade das formulagdes com LE levou a um maior tempo de escoamento do produto
e dificultou o processo de envase do produto, ao contrario do observado para as formulagoes
sem LE. Souza et al. (2007) avaliaram a viscosidade de sabonete liquido contendo extrato seco
de barbatimao (Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville) e, ao contrario do observado neste
trabalho, relataram reducao da viscosidade da formulagao base quando o extrato foi incorporado.
Contudo, a comparacao de dados de viscosidade com dados da literatura nao é simples, tendo em
vista que inUmeros fatores afetam sua medida, como temperatura, tipo de equipamento utilizado e
parametros definidos para os testes, tais como sensor, velocidade de rotacao e acessorios utilizados
(SIQUEIRA et al., 2022).

O valor do pH das formulacdes bases foi em torno de 6 e a adicao do ESTCR promoveu diminuigcao
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para cerca de 5 (Tabela 4). Ha relatos na literatura da diminuicao do pH de formulagodes pela adicao
de extrato de cascas de roma, o que pode ser devido a presenca de acido galico e elagico, além de
taninos hidrolisaveis no ESTCR (JUNIOR et al., 2022; SILVA et al., 2020). Junior (2018) analisou os
valores de pH de detergentes de marcas disponiveis no mercado e observou que os valores variaram
de 4,04 a 7,61, enquanto os valores das formulagdes preparadas pelo autor variou de 6,73 a 7,23. Os
valores de pH para produtos destinados ao uso como saneantes e antissépticos varia conforme a
finalidade do uso. Saboes liquidos para lavar loucas, por exemplo, devem estar compreendidos entre
5,5 e 9,5; para lavar artigos de copa e cozinha, entre 5,5 e 8,5. Produtos de limpeza com valores de
pH menor ou igual a 2 e maior ou igual a 11,5 sao considerados corrosivos (ANVISA, 1978; ANVISA,
2010). Para uso antisséptico, nas maos, o valor do pH deve se compreender entre 4 e 6 (ISENMANN, 2015).

Por fim, as amostras foram submetidas ao teste de estresse mecanico por centrifugagao. O teste
€ capaz de informar, preliminarmente e através da simulacao de condigoes extremas, se o produto
apresenta estabilidade fisica e se requer ou nao ajustes de formulagao (BRASIL, 2004). Foi possivel
notar, apos a realizagao do teste, a presenca de material precipitado de cor marrom no fundo dos
tubos contendo formulagdes com ESTCR (Figura 2). Silva e Cavalcante (2022) também relataram a
presenca de material sedimentado quando submeteram amostras de sabonetes liquidos contendo
extrato de andiroba e mulateira a centrifugagcao. Em amostras de sabonetes liquidos contendo
diferentes tipos de extrato de roma preparadas por Junior et al. (2022) também foi observada
presenca de precipitado quando foi utilizado o extrato obtido por maceragao.

Figura 2 - Imagens representativas das formulagoes base com LE e ESTCR (BCLER) e base sem la-
nolina e com ESTCR (BSLER) antes e apoés centrifugacao.
was UL . THE) |
l l ANTES
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A partir dos resultados obtidos nas analises fisico-quimicas, a formulacao BSL foi considerada
mais adequada para a finalidade pretendida, uma vez que apresentou aumento da viscosidade pela
adicao do ESTCR, sem aumento demasiadamente alto, o que pode interferir no envase e em outros
parametros analisados, nomeadamente, formacao e estabilidade de espuma, densidade e pH. As-
sim, a formulagcao BSLER foi utilizada no ensaio para avaliagao de reducao da carga microbiana in
vitro.

Reduc¢do da carga microbiana

O alcool etilico a 77% v/v foi o produto mais recomendado para uso durante a pandemia de Co-
vid-19 para higienizacao das maos e superficies. Porém, o uso recorrente de alcool etilico a 77% v/v
na pele pode causar desidratacao além de estar relacionado a casos de dermatite e aumento da
possibilidade de acidentes domésticos envolvendo queimaduras, seja da solucao ou do gel, embora
o primeiro tenha nivel de inflamabilidade maior (SAMPAIO; RIVITTI, 2001; SAAVEDRA et al., 2020).
Neste trabalho, foi avaliada a eficiéncia da formulagcao BSLER em reduzir a carga microbiana em
superficies, dada pela taxa de redugcao microbiana (TRM). A TRM do sabonete liquido foi comparada
com a de uma formulagao baseada no alcool etilico 77% v/v e ambas promoveram reducao de 100%
da carga microbiana inicial presente nos puxadores de janelas e da bancada. Na macaneta, o sabo-
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nete com extrato inibiu 100% enquanto o alcool etilico, 84% (Tabela 5). Os valores da TRM eviden-
ciam que a formulacao contendo o ESTCR é uma alternativa promissora para uso na desinfeccao de
superficies, contribuindo para controlar a proliferagcao de microrganismos.

Tabela 5 - Valores da TRM obtida para a formulacao do sabonete liquido com ESTCR e do alcool
etilicoa77% v/v .

Alcool etilico 77%

Sabonete liquido

Supefficie TRM v/v TRM
Antes Depois Antes  Depois

Puxador da ja- 5 0 100% 6 0 100%

nela

Macaneta 15 0 100% 25 4 847

Bancada 20 0] 100% 4 0 100%

TRM-=taxa de reducao microbiana; ESTCR= extrato seco total das cascas de roma.

A capacidade de extratos das cascas de roma inibirem a proliferagcao de microrganismos, como
amplamente relatado na literatura, se deve a presenca de compostos bioativos com atividade
antimicrobiana, como os acidos fendélicos (acido elagico, acido galico, acido ferulico, principalmente),
antocianinas (cianidina, delfinidina, pelargonidina) e taninos hidrolisaveis (elagitaninos, punicalagina,
punicalina, granatina, principalmente) (MARTINS; CASALI, 2019; KO; DADMOHAMMADI;
ABBASPOURRAD, 2021). Logo, hda um grande potencial no uso do insumo para o desenvolvimento
de saneantes e antissépticos.

Conclusao

A aplicabilidade de extratos das cascas de roma obtidos em solventes polares é amplamente
estudada para diversas aplicagcdes farmacéuticas e cosmeéticas, como o uso de formulagbes
semissolidas visando uso antimicrobiano, antioxidante e cicatrizante. Entretanto, o preparo de
produtos com acao desinfetante e antisséptica contendo o extrato seco total das cascas de roma
nao foi amplamente explorada até o momento. Os resultados encontrados no presente trabalho
demonstram a viabilidade do preparo de uma formulacao de sabonete liquido com o extrato
seco total das cascas de roma a 2,5% p/p, capaz de reduzir a carga microbiana em superficies
de alto contato e com atributos de qualidade desejaveis ao uso pretendido. A taxa de reducao
microbiana da formulacao foi semelhante aquela observada para o alcool etilico a 77% v/v, porém,
0 uso do sabonete é vantajoso, uma vez que este retira também as sujidades da superficie, reduz
a possibilidade de acidentes com queimaduras e € um produto baseado em ingredientes ativos
oriundos de fontes renovaveis. No que diz respeito a economia circular, pode ser agregado valor aos
biorresiduos gerados pelas industrias alimenticias que utilizam somente as sementes das romas
para preparar sucos e geleias, descartando as cascas, que representam cerca de 53% do peso das
frutas. Além de nao acumular no solo e causar impacto ambiental negativo, o uso das cascas no
preparo de extratos pode gerar renda e contribuir para a economia. Finalmente, formulagdes com
extrato de roma atendem a demanda dos consumidores que preferem utilizar produtos baseados
em derivados vegetais, valorizando a sustentabilidade ambiental. A partir dos resultados alcangados,
que demonstram a viabilidade do preparo da formulacgao, ha o interesse em prepara-la em maior
escala e realizar ensaios de estabilidade em condicdes acelerada e de longo prazo.
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