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“Pedras no caminho? Eu guardo todas, um dia vou construir um castelo....”

(Nemo Nox)

Vii



3.1

3.2
3.21
3.2.2
3.23
3.23.1
3.23.2
3.24
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.4.3
3.5

4.1
4.1.1
4.2
4.2.1
4.2.2
4.2.3
4.3
4.4

5.1
5.2

SUMARIO

CONTEXTO

OBJIETIVOS eeeeeeeeeeeeeessssssssasssssssssssssssssssnsssssssasnsnss
METODOS .eveeeeeeveeeeesesesesessnsssssssssssnsssssssssassssssssssns
DELINEAMENTO E LOCAL DO ESTUDO .............

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO ......cocoevvvevrnnnn.

Preparacio do po da casca da banana verde

Preparacao dos extratos

Analise fitoquimica dos extratos .........cceeeeeeccercscnnees
Deteccao de taninos .........c.c.eeeeveeeeeveeeeieeeeieeeeiee e
Deteccao de flavonoides .........ccoeeeeveeeevieeecieeceieeennee.
Caracterizacao por Cromatografia em Camada Delgada

DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO ..........

REALIZACAO DOS TESTES DE ESTABILIDADE

Estabilidade Preliminar .......eeeeeeeeecceeeeeeeeeeenneecceccssenes

Estabilidade Acelerada .......ceeereeeeeeereeneeceneeneeccneeneens

Teste de Prateleira

ANALISE ESTATISTICA ..o,

RESULTADOS

SELECAO DO EXTRATO ..o

Analise fitoquimica e cromatografica dos extratos

TESTES DE ESTABILIDADE .......cccccoiiviniinieinne.
Estabilidade Preliminar ...........cooceeevercncercncnrcscnnnenes
Estabilidade Acelerada .........coeecveeenercsnenseeccseeennes
Estabilidade de Prateleira .........ccoceeeeeccnneccsccnnnncnanns
ENSAIOS MICROBIOLOGICOS ........ccccoovvrvrerrnnnn.
PRODUTOS ..ottt
DISCUSSAQ .ouceucunninniascascssssssssssssssssssssssssssssssssssss
APLICABILIDADE .....ccoooiiiiiiiiiieieeeeeeee
IMPACTO PARA A SOCIEDADE .......cccceeiiienee.
CONCLUSAQ ..oucoiuncnncrncisssisssssssssssssssssssssssssssssess

o I L N B e



REFERENCIAS ..eeeeeeveueeeseeesesesssssssssssssssssssssensassssssssssnsassssssssnssssssssssnsasssssss 46

NORMAS ADOTADAS 53
ANEXOS coueerrieiirnnennnensnnessnnsssnssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssssssssssssssassssassssssssns 54
FONTES CONSULTADAS ...outirinrrensrensnensannsnesssnsssssssanssssssssssssssssasssssesss 62



RESUMO

Contexto: Os cosméticos a base de produtos vegetais sdo atualmente importante foco das
pesquisas e desenvolvimento de produtos. Nos fitocosméticos sdo adicionados adjuvantes
farmacotécnicos denominados conservantes, sendo os parabenos os mais utilizados. Porém,
esses componentes estdo associados a efeitos adversos. A substituicdo dos conservantes
quimicos por extratos vegetais ¢ alternativa valiosa. Assim, sendo as cascas da banana verde
ricas em substancia bioativa com acao antimicrobiana, este ativo pode ser utilizado como
conservante natural. Objetivos: Desenvolver e avaliar a estabilidade de formulagdo cosmética
semissolida, utilizando extrato da casca da banana verde como ‘“‘conservante verde”.
Métodos: Depois de preparados po e extratos da casca da banana Musa sapientum em estagio
verde, foi selecionado o extrato glicdlico por apresentar melhor perfil cromatografico, que
revelou a presenca de taninos e flavonoides. O extrato glicélico, obtido por macera¢do da
casca da banana verde com mistura de 4gua e propilenoglicol, foi esterilizado por radiagao
ionizante e incorporado em formulagdo cremosa. Foram propostos a sequéncia e 0s ensaios
organolépticos, fisico-quimicos e microbioldgicos a serem realizados nos testes de
estabilidade preliminar, acelerada e de prateleira, para o fitocosmético submetido a diferentes
condi¢des de temperaturas. Resultados/Produto: A formulacdo cremosa foi desenvolvida
sem adicdo de conservantes quimicos, apresentou-se estavel microbiologicamente e sem
variacoes significativas (Teste de Levene) para os parametros fisico-quimicos em todos os
testes de estabilidade propostos, possibilitando determinar prazo de validade minimo de 180
dias. Conclusao: Foi desenvolvida formulagdo cremosa utilizando casca da banana verde
como conservante natural, que se mostrou estavel nas avaliagdes fisicas, quimicas e

microbiologicas.

Palavras-chave: Estabilidade de cosméticos. Fitoterapia. Extratos vegetais. Cosméticos.

Banana.



ABSTRACT

Context: Cosmetics based on plant products are currently an important focus of product
research and development. In phytocosmetics, pharmaceutical adjuvants called preservatives
are added, with parabens being the most used. However, these components are associated
with adverse effects. The substitution of chemical preservatives for plant extracts is a valuable
alternative. Thus, as the green banana peels are rich in bioactive substance with antimicrobial
action, this asset can be used as a natural preservative. Objectives: To develop and evaluate
the stability of a semi-solid cosmetic formulation, using green banana peel extract as a “green
preservative”. Methods: After preparing powder and extracts of the banana peel Musa
sapientum in the green stage, the glycolic extract was selected because it presents a better
chromatographic profile, which revealed the presence of tannins and flavonoids. The glycolic
extract, obtained by macerating the green banana peel with a mixture of water and propylene
glycol, was sterilized by ionizing radiation and incorporated in a creamy formulation. The
sequence and organoleptic, physical-chemical and microbiological tests to be carried out in
the preliminary, accelerated and shelf stability tests were proposed for the phytocosmetic
subjected to different temperature conditions. Results / Product: The creamy formulation
was developed without the addition of chemical preservatives, it was microbiologically stable
and without significant variations (Levene test) for the physical-chemical parameters in all the
proposed stability tests, making it possible to determine the minimum shelf life 180 days.
Conclusion: A creamy formulation was developed using green banana peel as a natural

preservative, which proved to be stable in physical, chemical and microbiological evaluations.

Keywords: Cosmetic stability. Phytotherapy. Plant extracts. Cosmetics. Banana.
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1 CONTEXTO

Do inicio da historia da medicina até o século 20, a terapia era baseada, na sua
maioria, em utilizar de fontes naturais. De 1983 a 1994, compostos naturais representaram
cerca de 40% dos novos medicamentos aprovados na América do Norte. Entre 1981 e 2006,
70% dos novos medicamentos surgiram de pesquisas sobre produtos naturais (MINGHETTI
et al., 2016). O uso de fitoterapicos continua em ascensao em todo mundo, com a previsao de
que os consumidores mundiais gastem mais de 140 bilhdes de dolares nestes produtos
(PAINE e ROE, 2018). Sendo os medicamentos fitoterapicos amplamente utilizados em todas
areas médicas (FALZON e BALABANOVA, 2017), é pratica incentivada pela Organizagao
Mundial de Satde (OMS), especialmente em paises emergentes (MATTOS et al., 2018).

Atualmente, progressos mundiais foram demonstrados no estudo de plantas com
acdo terap€utica para cicatrizacdo e, consequentemente, o esclarecimento dos mecanismos
subjacentes (ZHANG et al., 2017). A terapia com fitoterapicos tornou-se estratégia
promissora como alternativa para tratamento das lesdes teciduais (JARIC et al., 2018).

As feridas sdo caracterizadas por ruptura da pele, levando a distarbios anatomicos
e funcionais, ocorrendo perda da continuidade do tecido epitelial com ou sem redugdo de
tecido conjuntivo adjacente (LORDANI et al., 2018). As lesdes da pele afetam a populacao
mundial e apresentam vdarias manifestacdes clinicas e complicacdes como dor e infecgdes
(KYAW et al., 2018). A cicatrizagdo, processo complexo, porém dinamico, restabelece
integridade e homeostasia tecidual. Apesar de haver varias preparacdes farmacéuticas
utilizadas para a cicatrizacdo, existe demanda por produtos de menor custo, com menos
efeitos adversos e com inicio de agdo rapida para o tratamento clinico (LORDANI et al.,
2018).

A demanda por esta terapia com plantas medicinais ¢ emergente devido a
conscientizacdo dos efeitos colaterais que produtos sintéticos podem causar. O
desenvolvimento de extratos e formulagdes padronizadas com eficdcia clinica deve ser
incentivado para uso nessas lesdes (MALES ef al., 2019). A industria farmacéutica avangou
muito na sintese de formulagdes cicatrizantes. Porém, apenas 1 a 3% dos produtos contidos
em farmacopeias oficiais sdo destinados ao uso em lesdes teciduais. Desse montante, pelo
menos um ter¢o ¢ obtido de plantas (LORDANI et al., 2018). Os beneficios do uso dos

fitoterapicos no tratamento de feridas (sob a forma de chés, decocgdes, tinturas, xaropes,



6leos, pomadas, cataplasmas e infusdes), de acordo com Carneiro et al. (2014), vao desde
acessibilidade, até ao ponto de ser recurso natural confidvel, com menos efeitos colaterais
comprovados em comparagao a agentes quimicos.

Os produtos de uso tdpico e agdo cicatrizante podem ser classificados como
cosméticos tipo II. Possuem indicagdes especificas e comprovagao de seguranca e/ou eficécia,
informacgdes ¢ cuidados, modo e restrigoes de uso (BRASIL, 2015).

Uma formulagao fitoterapica, podendo ser farmacéutica e / ou cosmética, contém
um ou mais ingredientes ativos e aditivos que sdo comumente referidos como excipientes
(UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2015). Esses compostos adjuvantes podem ser
utilizados para auxiliar a composi¢do do produto, proteger ou melhorar a estabilidade da
formulacao e aumentar a aceitabilidade do paciente (LOFTSSON, 2015; PATIL et al., 2018).

Os cosméticos, sendo produtos que contém dgua e compostos
organicos/inorganicos, exigem estratégias fisicas, quimicas e fisico-quimicas para preservacao
do produto da deterioracdo microbiana. A estratégia mais comum consiste na adi¢do de
agentes antimicrobianos naturais ou sintéticos como adjuvantes, os conservantes (HALLA et
al., 2018). Esses componentes nas formulagdes mantém a pureza microbioldgica durante a
fabricacdo, embalagem e armazenamento, garantindo seguranca daqueles que utilizam os
produtos (HERMAN, 2019).

A qualidade microbiologica das formulagdes cosméticas tem sido questdo
seriamente tratada pelas industrias farmacéuticas, j& que contaminagdo microbiana leva a
alteracdes na estabilidade das formula¢des, ocasionando mudangas de cor, odor, consisténcia
e separagdo de fases (KOCEVAR GLAVAC e LUNDER, 2018). Portanto, mesmo em
produtos nao-estéreis, os padrdes qualiquantitativos de microrganismos presentes na
formulacao devem ser definidos, assegurando que a carga microbiana esteja dentro dos limites
especificados, o que possibilitard inocuidade e eficacia terapéutica ao usuario (MATOS e
CRUZ, 2018).

Parabenos sdo os conservantes mais empregados na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética hd mais de 70 anos. Sdo os biocidas mais utilizados em cosméticos
€ seus principais representantes sdo etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno que podem
ser utilizados sozinhos ou em associacao a outros agentes conservantes (FRANSWAY et al.,
2019). Entre as diversas substancias capazes de ocasionar reagdes indesejadas, parabenos

foram relatados como aquelas mais sensibilizantes e causadoras de alergia/dermatite de



contato presentes em formulacdes cosméticas (HOPPE e PAIS, 2017). Esses compostos
também alteram negativamente o sistema enddcrino. Interferem nos receptores para
androgenos, estrogenos, glicocorticoides e progesterona, modulando a atividade enzimatica
sobre hormonios naturais, podendo também ter acao na sintese de esteroides (NOWAK et al.,
2018). Os parabenos foram associados a efeitos adversos na reproducdo feminina, reduzindo
fecundidade e prejudicando fertilidade (JUREWICZ et al., 2020). Estudos relataram que a
exposicao materna a esses conservantes em cobaias pode contribuir para sobrepeso na
infancia (LEPPERT et al., 2020). H4 também associagdo entre uso de parabenos e sindrome
metabolica em homens (KIM e CHEVRIER, 2020). Existem vdarias evidéncias
epidemioldgicas relacionando parabenos ao cancer de mama (LILLO et al., 2017 e STIEL et
al., 2016).

O aumento do numero de efeito indesejaveis causados pelos conservantes
sintéticos, tem despertado interesse do consumidor pelos chamados “conservantes verdes”
(KOCEVAR GLAVAC e LUNDER, 2018). Como alternativa aos conservantes sintéticos,
Oleos essenciais e extratos vegetais criam um grupo de agentes antimicrobianos utilizados
como conservantes naturais (HERMAN, 2019). Assim, a populagdo tem intensificado o uso
de formulagdes com componentes naturais, esperando ser menos alergénicos e evitando o
acumulo de metabolitos toxicos. Neste cenario, as frutas sdo frequentemente utilizadas por
serem consideradas mais seguras (SILVERBERG, 2017). Dentre as frutas utilizadas como
ativos em fitoterapia pode-se citar o limdo (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ, SZOPA,
EKIERT, 2020), abacaxi (CAMPOS et al., 2020), goiaba (MOTA et al., 2019), maci (NESIC
et al., 2019), kiwi (D'ELISEO et al., 2018), uva (BREZOIU et al., 2019), mamao e banana
(SIDDIQUE et al., 2018; SINGH et al., 2016).

A banana pertence a familia Musaceae, incluindo varios hibridos do género Musa
e apresenta varias aplicacdes medicinais. Entre as 70 espécies disponiveis, Carl Von Linné
(1707-1778) classificou as mais utilizadas como Musa paradisiaca € Musa sapientum
(PEREIRA e MARASCHIN, 2015; AYOOLA-ORESANYA et al, 2019; AUTA e
KUMURYA, 2015). Por apresentar semelhancas genotipicas, alguns autores classificam
Musa paradisiaca como variagdo heterotipica da Musa sapientum (NORMAYUNITA,
ANAM e KHUMAIDI, 2015; IBISI e ASOLUKA, 2018).

As cascas da banana verde (Musa spp) possuem uma gama de compostos

bioativos como carotenoides, fendlicos e aminas, os quais sdo fontes de proé-vitaminas
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(PEREIRA ¢ MARASCHIN, 2015). Em outro estudo de Barroso et al (2019) foram
identificados 12 compostos de diferentes classes em extrato de Musa cavendish, incluindo
derivados de 4cidos fenodlicos, aglicona flavonoides, flavonoides glicosideos, taninos e
catecolaminas.

A banana verde (Musa spp) ¢ usada para ajudar a superar depressdo, cancer e para
aplicacdo topica na cicatrizacdo de feridas (PEREIRA e MARASCHIN, 2015; VIJAY,
SHASHIKANT e MOHINI, 2019). Como cicatrizante, ela contém leucocianidina, flavonoide
que induz proliferagdo celular, acelerando a cicatrizagdo de feridas cutaneas (LEWIS,
FIELDS e SHAW, 1999). Estudo realizado por Atzingen et al. (2013) demonstrou que gel
contendo 4% de extrato da casca da banana verde (Musa sapientum) aplicado em feridas
cirtrgicas de ratos, resultou no aumento de polimorfonucleares, reducdo da contragdo da
ferida e da proliferagdo vascular e aumento da concentragdo de fibras de colageno na area
lesada. Em outro estudo, Atzingen et al. (2015) evidenciaram atividade anti-inflamatoria e
cicatrizacdo de feridas na pele de ratos, apds aplicagdo de gel na concentragdo de 10% do pd
da casca da banana verde de mesmo género e espécie do trabalho anterior. A casca da banana
verde (Musa spp) tem sido usada no tratamento de mamilos rachados e ulceras pépticas.
Estudos com ratos demonstraram a eficicia da banana verde na prevencdo e tratamento de
ulceras pépticas, devido seu potencial cicatrizante (NOVAK et al., 2003). Agarwal et al.
(2009) relataram atividade de cicatrizacdo de feridas no extrato aquoso e metandlico em ratos.
Ambos os extratos de Musa sapientum aumentaram hidroxiprolina, acido hexuronico,
hexosamina, superdxido dismutase, bem como a for¢a de ruptura da ferida e reduziram o
nivel de glutationa. Eles também diminuiram a éarea da ferida e da cicatriz, assim como a
peroxidagao lipidica.

As plantas medicinais possuem ampla variedade de metabolitos secundarios com
potencial antimicrobiano (AKRAM, 2020). De acordo com Siddique et al. (2018), a casca da
banana verde (Musa sapientum) possui também em sua composi¢ao polifendis, os taninos.
Sendo os taninos apontados como inibidores do crescimento microbiano (RAITANEN et al.,
2020), pode-se qualificar a casca da banana verde como possivel conservante natural
(AHMED; HAFEZ E EISSAWY, 2018). Estudo de Loyola e colaboradores (2018) demonstra
o potencial antimicrobiano e o efeito no processo de cicatriza¢do do extrato da casca verde de
Musa sapientum em pacientes portadores de ulceras venosas e feridas causadas pelo diabetes.

Em outro estudo, Asoso et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana da casca e do fruto
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da Musa paradisiaca. Ambos os extratos de casca da banana e frutos apresentaram potencial
antibacteriano em bactérias Gram positivas e Gram negativas mais especialmente com extrato
metanolico. Visando ao efeito antimicrobiano da casca da banana, optou-se pela casca verde
dessa fruta, pois essa apresenta maior concentracao de taninos do que a banana madura, ja que
a medida que as bananas amadurecem, o teor de taninos diminui e torna-se parte da polpa
(SUNDARAM et al., 2011).

A fitoterapia muitas vezes ¢ questionada pela caréncia de eficacia clinica
documentada e comprovacao da seguranga. O estigma da seguranca e eficdcia ¢ removido
quando o produto ¢ desenvolvido e testado adequadamente (THORNFELDT, 2018). Para
isso, testes de estabilidade em formulagdes, especialmente emulsdes, sdo essenciais para
garantir padrdes de qualidade fisicos e microbiologicos em diferentes condigdes de
armazenamento (TEH e MAH, 2018), ja que juntamente com temperatura, pH, oxigénio,
umidade e luz sdo fatores que afetam a estabilidade das formulagdes (PATIL et al., 2018).

Esse trabalho justifica-se, pois, sabendo-se que parabenos estdo associados a
grande nimero de efeitos adversos, formulagdo que apresente os proprios extratos vegetais
como conservantes poderia ser alternativa. Dessa forma, tendo a casca da banana verde
atividade cicatrizante e antimicrobiana, esse ativo poderia ser incorporado a formulagdo
cosmética, originando fitocosmético com possivel acdo cicatrizante e sem adi¢do de

conservantes quimicos.



2 OBJETIVOS

Desenvolver ¢ avaliar estabilidade de formulagao cosmética, utilizando extrato da

casca de banana verde como “conservante verde”.



3 METODOS
3.1 DELINEAMENTO E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de estudo experimental in vitro, explicativo/analitico com abordagem
quali-quantitativa, realizado na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) em Alfenas-MG
e Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS) em Pouso Alegre-MG.

3.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO
3.2.1 Preparacio do po da casca da banana verde

Empregou-se banana Musa sapientum, que foi depositado no herbario da
UNIVAS na forma de exsicata, sob o nimero UNIVAS-003. De acordo com o uso desejado, a
banana pode ser processada em vdrios estdgios de maturagdo e pode ser classificada, de
acordo com Von Loesecke (1950) (Figura 1) do estagio 1, casca verde; ao estagio 7, casca
amarela com manchas pretas (EMAGA, WATHELET, PAQUOT, 2008). Foi utilizado o
estagio 1 para selecionar as bananas, as quais eram homogéneas ¢ de alta qualidade. Foram

adquiridas pelo proprio pesquisador de um unico fornecedor local.

Escala de Maturacédo de Von Loesecke

~—’

1. Totalmente verde 4. Mais amarelo
do que verde

-t I

2. Verde com
tracos amarelos S Amerels com
ponta verde

) y'%

6. Amarelo

3. Mais verde do
que amarelo
F ]

7. Amarelo com
areas marrons

Figura 1 — Escala de maturagdo das bananas, conforme Von Loesecke (1950)



As bananas foram lavadas utilizando-se bucha com detergente liquido. Apos
serem enxaguadas com agua corrente, foram secas a temperatura ambiente (Figura 2). As
bananas tiveram suas cascas retiradas e secas em estufa a 60°C (grau Celsius) por sete dias
(Figura 3). Posteriormente, foram trituradas em moinho de facas e o po foi peneirado. Esta

etapa foi realizada no laboratério de botanica da UNIVAS.

Figura 3 — Cascas de bananas verdes secas em estufa

3.2.2 Preparaciao dos extratos

Foram preparados, no setor de manipulacdo da Farmacia Universitaria da
UNIFAL, trés extratos para serem testados, sendo um deles selecionado para compor a

formulagao fitocosmética.



Para o extrato 1 (hidroalcoolico), foram pesados 20 g (gramas) do p6 da casca da
banana verde e adicionados ao béquer juntamente com 40 g de dgua e 40g de alcool 96°GL
(Gay Lussac). Essa mistura ficou em maceragdo, em frasco de vidro ambar, por sete dias,
sendo agitado diariamente e posteriormente filtrado em gaze. O extrato obtido foi mantido em

geladeira, em frasco de vidro ambar (Figura 4), até ser utilizado.

Figura 4 —Extratos hidroalcoolicos de p6 da casca da banana verde armazenados em frascos
de vidro ambar

Para o extrato 2 (glicélico), foram pesados 20 g do p6 da casca da banana verde e
adicionados ao béquer juntamente com 20 g de propilenoglicol e 60 g de agua. Apos
homogeneizagao, essa mistura ficou em maceracao, em frasco de vidro ambar, por sete dias,
sendo agitado diariamente. Posteriormente, foi filtrado em gaze e em bomba de vacuo,
conforme ilustrado abaixo (Figura 5). O extrato obtido também foi mantido em geladeira, em

frasco de vidro ambar, até ser utilizado.

1000m!

Figura 5 — Filtrac@o do extrato glicdlico do p6 da casca da banana verde em bomba de vacuo



Para o extrato 3 (glicolico), foi utilizada a mesma composi¢ao do extrato 2, porém
foi empregado o aparelho de Soxhlet, realizando seis ciclos até completa exaustdo dos ativos.
Foi conectado o extrato de Soxhlet ao balao de fundo chata de junta esmerilhada de 500 mL.
O conjunto foi conectado ao condensador e foi utilizado chapa aquecedora (Sinergia
Cientifica; modelo 500 e 180 watts). Esse extrato foi preparado pelo laboratério de botanica

da UNIVAS e armazenado em frasco de vidro 4mbar na geladeira.

3.2.3 Analise fitoquimica dos extratos

A deteccao fitoquimica de flavonoides e taninos nos extratos foi adaptada da
metodologia apresentada por Simdes et al. (2010) e foi realizada no laboratorio de

Farmacognosia da UNIFAL.

3.2.3.1 Detecg¢ao de taninos

- Reacdo com cloreto férrico. Em um tubo de ensaio, adicionou-se 2 mL (mililitros) do
extrato. Posteriormente, adicionou-se 5 gotas de uma solu¢do alcodlica de cloreto férrico a
2%. Agitou-se e foi observado o aparecimento de coloragdo cinza escura, indicando presenca
de taninos.

- Reacdo de precipitagdo com proteinas: Em um tubo de ensaio, adicionou-se 2 mL do extrato.
Foram adicionadas 5 gotas de acido cloridrico 10% e agitou-se. Posteriormente, 5 gotas de
uma solucdo de gelatina a 3% foram colocadas no tubo de ensaio. Agitou-se e foi observado o
aparecimento do precipitado, que indica presenca de taninos.

- Reacdo de precipitagdo com alcaloides: Em um tubo de ensaio, adicionou-se 2 mL do
extrato. Foram adicionadas 6 gotas de uma solugcdo de sal alcaloidico e agitou-se. O
aparecimento de precipitado ou de turvacao indica presenga de taninos.

- Reacao com acetato de cobre: Em um tubo de ensaio, adicionou-se 2 mL do extrato. Foram
adicionadas 6 gotas de uma solugdo de acetato de cobre 3% e agitou-se. O aparecimento de
precipitado ou de turvagdo indica presenca de taninos.

- Reagdo para taninos condensados: Em um tubo de ensaio, adicionou-se 2 mL de extrato. Ao
tubo de ensaio, 0,5 mL de uma solugdo alcodlica de vanilina 1% e 1 mL de acido cloridrico
concentrado foram adicionados. O aparecimento de uma coloragdo vermelha indica presenca
de taninos condensados.
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3.2.3.2 Detecgao de flavonoides

- Reacao de Shinoda: Em um tubo de ensaio, adicionou-se 2 mL do extrato. Acrescentou-se
cuidadosamente trés fragmentos pequenos de magnésio metalico. Com o tubo de ensaio
imerso em um banho de gelo, adicionou-se pelas paredes do tubo, 1 mL de acido cloridrico
concentrado. O aparecimento de uma coloracdo résea a vermelha indica presenga de
flavonoides.

- Reagdo com cloreto de aluminio: Pingou-se o extrato sobre o papel de filtro em dois lugares
diferentes. Sobre um dos pontos onde foi aplicado o extrato, pingou-se 1 gota de solucdo
alcodlica de cloreto de aluminio e observou-se na luz ultravioleta (254 a 325 nanometros). A
intensificacdo da fluorescéncia com mudanga de cor para verde amarelado indica presenca de
flavonoides.

- Reacdo com cloreto férrico: Em tubo de ensaio, adicionou-se 2 mL do extrato. Foram
adicionadas 4 gotas de cloreto férrico. O aparecimento da cor azul escuro esverdeado indica

presenca de fenodis (taninos).

3.2.4 Caracterizagio por Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos foram submetidos a andlise por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), permitindo identificagdo de seus componentes. A CCD foi realizada no laboratério de
Farmacognosia da UNIFAL e seguiu metodologia proposta por Wagner, Bladt e Zgainsky
(2009).

As solugdes extrativas preparadas foram primeiramente secas até residuo, em

chapa de aquecimento a 50°C, para a concentragdo dos metabolitos (Figura 6).

Figura 6 — Secagem das solucdes extrativas em chapa aquecedora
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Apds esta etapa, cada um dos extratos secos obtidos foi dissolvido,
separadamente, em metanol, a fim de se obter uma concentragcdo de 1,0 mg/mL (miligramas
por mililitros). As anélises cromatograficas foram feitas em microplacas de silica gel (fase
estaciondria) 60 F254 (5 x 5 cm), utilizando uma mistura de acetato de etila, metanol, dgua e
acido acético glacial (81:11:6:2) como fase movel, contida em cuba de vidro.

Para a identificagdo dos compostos quimicos presentes, 10 pL(microlitros) das
solugdes-amostra e de solugdes de padrdes auténticos (Sigma®) na mesma concentragio (1,0
mg/mL) — rutina, quercetina, acido galico, acido tanico, catequina, quinina ¢ linalol — foram
aplicadas a cada uma das placas, de acordo com o tipo de revelador usado. Em seguida, cada
placa, separadamente, foi submetida a reveladores diferentes: anisaldeido sulfurico com
aquecimento a 100°C (identificacao geral), NP-PEG/UV
(Difenilboriloxietilamina/polietilenoglicol/  Ultravioleta) e cloreto de aluminio/UV
(flavonoides), cloreto férrico (compostos fenolicos), acetato de cobre (taninos em geral),
vanilina cloridrica com aquecimento a 70°C (taninos condensados) e Dragendorff
(alcaloides).

Todas as classes de substincias foram determinadas pela comparagdo das
coloracdes das manchas observadas nas placas, quando reveladas, com as coloragdes das

classes padroes descritas na literatura.
3.3 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO

Foram desenvolvidas, inicialmente, quatro tipos distintos de bases galénicas (gel)
sem adicdo de conservantes, acrescentando o extrato da casca da banana verde na
concentracdo definida (50% do extrato que corresponde a 10% do po, concentragdo que
apresentou efeito antimicrobiano, segundo Loyola et al. (2018) e cicatrizante segundo
Atzingen et al. (2015)). As formulas utilizadas seguiram composi¢do (com excecdo do
conservante) e técnica de preparo descrita no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2012). Essas formulagdes foram desenvolvidas no setor de manipulagdo da
Farmécia Universitaria da UNIFAL.

Foram preparados géis de sepigel, carbopol, hidroxietilcelulose convencional e
hidroxietilcelulose de alta viscosidade, sendo incorporados o extrato previamente preparado e
esterilizado por radiagdo ionizante gerada por fontes de Cobalto 60 (°°Co). A esterilizacdo foi

necessaria, pois andlises microbiologicas da formulacdo inicial (Anexo 1) revelaram
12



contagem total de bactérias e fungos fora dos pardmetros estabelecidos em compéndios
oficiais. A radioesterelizacdo foi realizada pelo irradiador multipropdsito do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), localizado na cidade universitaria da Universidade
de Sao Paulo (USP) em Sao Paulo-SP.

Almejou-se que estando o extrato vegetal estéril, os proprios componentes de agao
antimicrobiana (taninos) conseguissem manter baixos os limites microbianos desse extrato e
da formulagao. Na Figura 7, a piscina no irradiador multiproposito compacto do IPEN — USP,
onde foi realizada a radioesterlizacdo. Na Figura 8, extratos glicélicos apos o processo de

esterilizagdo por radiacdo ionizante.

Fonte: IPEN, 2020

Figura 7 — Piscina no irradiador com fonte de ®’Co exposta

Figura 8 — Extratos glicolicos esterilizados por radiacdo ionizante
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No primeiro momento, foi selecionado gel de hidroxietilcelulose (natrosol) de alta
viscosidade como veiculo do extrato da casca da banana verde, j4 que as demais bases
galénicas testadas ndo foram capazes de segurar o ativo.

ApoOs os testes preliminares, houve necessidade de selecionar outra formulagao,
desenvolvendo uma cremosa, pois o gel ndo se mostrou estavel durante os 15 dias de andlise.
A férmula final selecionada (Figura 9), bem como suas respectivas concentragdes e fungdes
estao representadas na Tabela 1.

Tabela 1- Matérias-primas utilizadas na formulag@o cremosa selecionada

Matéria-prima Concentracio Fase Func¢ao

Estearato de octila 5% A Emoliente

Cosmowax J 15% A Céra autoemulsionéavel
BHT 0,05% A Antioxidante

Silicone volatil 3% B Emoliente
Propilenoglicol 15% B Umectante

EDTA 0,1% B Quelante

Extrato glicolico  50% B Cicatrizante/conservante
Agua gsp 100% B Veiculo

Cosmowax J (Céra auto-emulsionante ndo-idnica)
Fase A (Fase aquosa)

Fase B (Fase oleosa)

EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético)
BHT (Butil Hidroxitolueno)

gsp (quantidade suficiente par

A fase A (oleosa) e a fase B (aquosa), com exce¢do do extrato, foram levadas ao
aquecimento em banho-maria até temperatura de 65°C e 60°C, respectivamente. Verteu-se a
fase B sobre a fase A, homogeneizando. Logo em seguida, acrescentou-se o extrato da casca
da banana, agitando-se até obtencdo da consisténcia cremosa. Completou-se peso com o

veiculo aquoso. O pH da formulagdo foi mantido entre cinco e seis.
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Figura 9 — Formulagdo selecionada: cremosa e sem parabenos

3.4 REALIZACAO DOS TESTES DE ESTABILIDADE

Uma vez que a formulacao foi desenvolvida, o estudo da estabilidade objetivou
monitorar a degradacdo de seus constituintes provocada por instabilidade fisico-quimica,
organoléptica ou mesmo microbioldgica. Por isso, foram realizados testes e os parametros
avaliados, definidos pelo pesquisador de acordo com as caracteristicas da formulagao.

Os testes foram executados no laboratério de controle de qualidade da Farméacia
Universitaria da UNIFAL, em triplicata (Figura 10), conforme preconizado pelo Guia de

Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004).
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Figura 10 — Formulagdes que foram submetidas aos estudos de estabilidade

3.4.1 Estabilidade Preliminar

Também conhecido como teste de triagem ou de curto prazo, visou a escolha das
formulacdes. Empregaram-se condi¢des extremas de temperaturas, acelerando possiveis
reagdes entre seus componentes.

Os parametros avaliados:

a) Caracteristicas organolépticas: aspecto, cor, odor.
b) Caracteristicas fisico-quimicas: valor de pH e densidade.
c) Caracteristicas microbioldgicas: no inicio dos testes.

As preparacdes foram armazenadas em potes brancos opacos de polietileno de alta
densidade e estocadas em geladeira a 5 + 2°C, em temperatura ambiente (27 + 2° C), em
estufa termostatizada a 45 + 2°C e em freezer a —5 £ 2°C. As preparagdes foram submetidas a

avaliacdo macroscopica (caracteristicas organolépticas) e do pH, durante 15 dias
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consecutivos. Os testes de densidade foram realizados nos dias 0 para a amostra estocada em
temperatura ambiente (27 & 2°C) e nos dias 7 e 15 para todas as amostras.

Cerca de 30g da amostra foram submetidas a condi¢des extremas de temperaturas,
nos chamados ciclos, totalizando ao longo do teste, seis ciclos. Os ciclos de congelamento e
descongelamento alternaram 24 horas em temperaturas elevadas e 24 horas em temperaturas
baixas, sendo os conjuntos realizados apresentados no Quadro 1, com variagdo de + 2 °C na
temperatura (ISAAC et al., 2008). A determinagdo dos caracteres organolépticos, densidade e
pH foram realizados no inicio e fim dos seis ciclos (12 dias), conforme sugerido por Lima et

al. (2008).

Quadro 1 — Temperaturas utilizadas nos ciclos de congelamentos e descongelamentos,
durante o teste de estabilidade preliminar

1° Ciclo 2° Ciclo 3° Ciclo 4° Ciclo 5° Ciclo 6° Ciclo
(0 hora) (24 horas) (48 horas) (72 horas) (96 horas) (120 horas)

40°C £ 2°C -5°C+ 2°C 45°C £2°C -5°C+2°C 50°C£2°C -5°C+2°C

Fonte: Adaptado de Isaac ef al. (2008).

e Determinagdo do pH:

O pH foi determinado por potenciometria, utilizando-se pHmetro (peagametro)
digital de bancada portatil, marca Tecnopon, fabricado por MS Tecnopon Instrumentagao
Cientifica, Brasil. O pHmetro foi devidamente calibrado com solugdes tampao pH 4,0 ¢ 7,0 a
temperatura de 25 °C. A determinacdo do pH foi realizada em dispersdo aquosa a 10% (peso
por peso) das amostras em agua purificada (BRASIL, 2004). O eletrodo foi inserido

diretamente na dispersao aquosa sob agitacdo, resultando no pH da amostra (BRASIL, 2010).

e Determinacao da densidade:
Determinou-se a massa do picndmetro vazio ¢ a massa de seu conteudo com agua
a 20 °C. Transferiu-se a amostra para o picndmetro. Foi removido o excesso da substancia e
pesou-se. Obteve-se o peso da amostra através da diferenca de massa do picnémetro cheio e
vazio. Calculou-se a densidade relativa, determinando a razdo entre a massa da amostra ¢ a
massa da dgua, ambas a 20 °C. Utilizou-se a densidade relativa para determinar a densidade
de massa (r) que ¢ calculada pela formula: r = 0.99820 x densidade relativa a 20° C + 0.0012

(BRASIL, 2019).
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Os parametros de cada amostra foram anotados em formulario proprio, contendo
avaliagdo das caracteristicas organolépticas, bem como valores para os aspectos fisico-
quimicos, conforme Quadro 2:

Quadro 2 — Formulario para coleta de dados das amostras durante os ensaios de
estabilidade

Organolépticos n ticos an icos
Aspecto Aspecto Aspecto

Normal, sem alteragio I | Normal, sem alteragio { 1 Normal, sem alteragio { 1}
Levernente separado, precipitado ou i) Levenente separado, precipitado ou (3 Levernente separado, precipitado ou ()
turvo turvo turva
Separado, precipitado ou turvo { R Separado, precipitado ou turvo [ 2 Separada, precipitado ou turva { 1}
Cor Cor Cor

Normal, sem alteracio MNarmal, sem alteracio Normal, sem alteracio

Levernente modificada Levemnente modificada Levernente modificada

Modificada Modificada Modificada

| | - —
| e | o | e
| | - —

Intensamente modificada Intensamente modificada Intensamente modificada

QOdor Odor QOdor

Normal, sem alteracdo

Normal, sem alteracio Normal, sem alteracdo

Levemente modificada Levemente modificada Levemente modificada

Modificada Modificada Muodificada

) | A P
| [ |
T [ R p—

Intensamente modificada Intensamente modificada Intensamente modificada

pH pH pH
Densidade Densidade Densidade

Segue no Quadro 3, representagdo esquemadtica dos testes de estabilidade

preliminar:
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3.4.2 Estabilidade Acelerada

A estabilidade acelerada, conhecida também como exploratoria, teve como
objetivo certificar a estabilidade do produto. As amostras foram submetidas as condigdes de
stress por 90 dias.

Os parametros avaliados foram:

a) Caracteristicas organolépticas: aspecto, cor e odor.
b) Caracteristicas fisico-quimicas: valor de pH e densidade.
c) Caracteristicas microbiologicas: durante e apos o estudo.

Para a realizagdo do teste de estabilidade acelerada, os ensaios (caracteristicas
organolépticas, pH, densidade) foram realizados nos intervalos de 0, 24 horas, 7, 15, 30, 60 e

90 dias de analise, usando as mesmas condigdes de temperaturas e os mesmos testes do ensaio

anterior.
No Quadro 4 encontra-se a representagdo esquematica dos testes de estabilidade
acelerado:
Quadro 4 — Modelo esquematico proposto para os testes de estabilidade acelerada da
formulagao cremosa
AMBIENTES TEMPO DOS ENSAIOS (dias) _
0 24 HORAS 7 15 30 60 90

Organolépticos,
pH, densidade e
microbioldgico

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Qrganolépticos,
pH, densidade e
microbioldgico

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,

pH, densidade e
microbioldgico

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH e densidade

Organolépticos,
pH, densidade e

microbioldgico

Organolépticos,
pH e densidade

3.4.3 Teste de Prateleira

Também conhecido como estabilidade de longa duragdo ou shelf life, o teste de
prateleira validou limites de estabilidade do produto. Nesse estudo, amostras representativas
foram armazenadas a temperatura ambiente. Os mesmos testes organolépticos e fisico-

quimicos foram realizados no tempo 0, 3 e 6 meses apds a preparagao da fitocosmético.
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Segue no Quadro 5, a representacdo esquematica dos testes de estabilidade de

prateleira:
Quadro 5 — Modelo esquematico proposto para os testes de estabilidade de prateleira da
formulagao cremosa
TEMPO DOS ENSAIOS (meses)
AMBIENTE

0o 3 6
Coincide com o Coincide com o Organolépticos, pH,
acelerado no acelerado no densidade e
tempo O tempo S0 microbiologico

A fim de avaliar sua capacidade antimicrobiana e a¢do conservante do extrato,
foram realizados os seguintes ensaios microbioldgicos especificos para produto acabado nao-
estéril de origem vegetal de uso tdpico, conforme determina a Farmacopeia Brasileira

(BRASIL, 2019).

o Contagem Total de Bactérias Viaveis;

o Contagem Total de Fungos e Leveduras;
. Pesquisa de Staphylococcus aureus;

. Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa;
° Pesquisa de Escherichia coli;

o Pesquisa de Salmonella spp.

Esses testes foram realizados nas amostras submetidas as condigdes de
temperatura ambiente nos tempos 0, 30, 60, 90, 180.dias, abrangendo os periodos dos testes
de estabilidade preliminar, acelerado e de prateleira. Essas analises foram terceirizadas ao

Nicleo de Controle de Qualidade da UNIFAL.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel 2016 e submetidos a andlise

estatistica. Foram utilizadas medidas de tendéncia central para varidveis quantitativas e
frequéncia absoluta e relativa para variaveis categoricas. Utilizaram-se o programa Minitab
versao 18.1 e Statistical Package for the Social Sciences, inc. (SPSS) Chicago, USA, versao
21



22.0. Para avaliagdo dos resultados, foram aplicados andlise de variancia pelo teste de
Levene. O nivel de significancia utilizado como critério de aceitacdo ou rejeicdo nos testes

estatisticos foi de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 SELECAO DO EXTRATO
4.1.1 Analise fitoquimica e cromatografica dos extratos
Na analise fitoquimica, os trés extratos apresentaram resultados compativeis com
0 proposto para a presenga de flavonoides e taninos, excetuando-se a presenca de taninos
condensados. A intensidade da coloragdo e/ou turvacdo para o terceiro extrato foram

evidentemente menos intensas. Os resultados encontram-se nos Quadros 6 ¢ 7:

Quadro 6 - Analises fitoquimicas dos extratos para a deteccao de taninos

Reacio Coloracao/turvacao/precipitaciao
Cloreto férrico Cinza escuro

Precipitagdo com proteinas Precipitado presente

Precipitagdo com alcaloides Precipitado presente

Acetato de cobre Turvacgao

Taninos condensados Auséncia da cor vermelha

Quadro 7 — Analises fitoquimicas dos extratos para a deteccao de flavonoides

Reacio Coloracao
Shinoda Roseo
Cloreto de aluminio Fluorescéncia
Cloreto férrico Azul

Abaixo seguem os cromatogramas obtidos para os trés extratos (Extratos 1, 2 e 3),

utilizando-se diferentes padrdes e reveladores:
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Figura 11 — Cromatograma de identificacdo geral dos compostos do Extrato 1 (1), Extrato 2 (2),
Extrato 3 (3), utilizando-se como padroes a Quercetina (Qc) e Linalol (Lin), reveladores Anisaldeido
sulfarico com aquecimento a 100°C.

Figura 12 — Cromatograma de identifica¢do de fenois do Extrato 1 (1), Extrato 2 (2), Extrato 3 (3) ,
utilizando-se como padrdes o Acido Galico (AG), Acido Tanico (AT), Catequina (CQ) e revelador
cloreto férrico.
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Figura 13 — Cromatograma de identificagdo de flavonoides (A) do Extrato 1 (1), Extrato 2 (2), Extrato
3 (3), utilizando-se como padrdes a Rutina (R), Quercetina (QC) e revelador NP-PEG, seguido de UV
(Ultravioleta) (B).

.

Figura 14 - Cromatograma de identificagdo de flavonoides (A) do Extrato 1 (1), Extrato 2 (2), Extrato
3 (3), utilizando-se como padrdes a Rutina (R), Quercetina (QC) e revelador cloreto de aluminio,
seguido de UV (Ultravioleta) (B).
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Figura 15 — Cromatograma de identificacdo de taninos (geral) do Extrato 1 (1), Extrato 2 (2), Extrato
3 (3), utilizando-se como padrdes o Acido Tanico (AT), Catequina (CQ) e revelador Acetato de Cobre.

Figura 16 — Cromatograma de identificagdo de taninos condensados do Extrato 1 (1), Extrato 2 (2),
Extrato 3 (3), utilizando-se como padrao Catequina (CQ) e revelador vanilina cloridrica com
aquecimento a 70°C.
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Figura 17 — Cromatograma de identificag@o de alcaloides do Extrato 1 (1), Extrato 2 (2), Extrato 3
(3), utilizando-se como padréo a Quinina (QN) e revelador solugdo de Dragendorff.

A analise dos cromatogramas revelou, especialmente para o extrato 2, presenga de
compostos quimicos fenolicos. A florescéncia indicou flavonoides, ja a coloragdo marrom-
alaranjada do extrato 2 evidenciou a presenca de taninos, porém nao deixou claro existéncia
de taninos condensados. O cromatograma também mostrou auséncia de alcaloides.

O extrato glicolico 2, apresentando melhor perfil cromatografico para flavonoides

e taninos, foi selecionado para ser incorporado a formulacao.

4.2 TESTES DE ESTABILIDADE

4.2.1 Estabilidade Preliminar

Durante os 15 dias de estudo, caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das
amostras submetidas as temperaturas de geladeira, freezer, estufa, ambiente e ciclos foram
avaliadas e ndo foram observadas alteracdes no aspecto, cor e odor. Os resultados das
caracteristicas fisico-quimicas (média aritmética do pH e densidade das trés amostras) durante
o estudo de estabilidade preliminar foram demonstrados nas Figuras 18, 19, 20 e 21 e ndo

apresentaram variagdes significativas, de acordo com o teste de Levene (p>0,05).
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Figura 18 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas em temperatura ambiente
durante os 15 dias do estudo de estabilidade preliminar, sem diferenga estatistica de acordo com
Levene
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Figura 19 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas no freezer durante os 15 dias do
estudo de estabilidade preliminar, sem diferenca estatistica de acordo com Levene
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Figura 20 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas na geladeira durante os 15 dias

do estudo de estabilidade preliminar, sem diferenca estatistica de acordo com Levene
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Figura 21 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas na estufa durante os 15 dias do
estudo de estabilidade preliminar, sem diferenga estatistica de acordo com Levene
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As amostras submetidas aos ciclos gelo-degelo ndo tiveram alteragdes nas
caracteristicas organolépticas. O pH médio ap0s os seis ciclos passou a ser 5,44 e a densidade

de 1,008 g/mL, sem alteragdes significativas (p>0,05).

4.2.2 Estabilidade Acelerada

As caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das amostras submetidas a
diferentes temperaturas durante estudo de estabilidade acelerada foram descritas nas Tabelas
2,3,4e5 e Figuras 22, 23, 24 e 25, respectivamente. As caracteristicas fisico-quimicas

também ndo apresentaram variacgdes significativas (p>0,05), de acordo com o teste de Levene.

Tabela 2 — Caracteristicas organolépticas das amostras submetidas a temperatura ambiente durante a
estabilidade acelerada

Temperatura Ambiente (27°C£2°C)

Aspecto
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N
Cor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N
Odor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N

N = Normal, LM = Levemente modificado, M = Modificado, IM = Intensamente modificado
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Figura 22 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas na temperatura ambiente
durante os 90 dias do estudo de estabilidade acelerado, sem diferenca estatistica de acordo com
Levene

Tabela 3 — Caracteristicas organolépticas das amostras submetidas ao freezer durante os 90 dias do

estudo de estabilidade acelerada

Temperatura Freezer (-5°C + 2°C)

Aspecto
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N
Cor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N
Odor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N

N = Normal, LM = Levemente modificado, M = Modificado, IM = Intensamente modificado
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Figura 23 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas no freezer durante os 90 dias do
estudo de estabilidade acelerado, sem diferenga estatistica de acordo com Levene

Tabela 4 — Caracteristicas organolépticas das amostras submetidas a geladeira durante os 90 dias do
estudo de estabilidade acelerada

Temperatura Geladeira (5 + 2°C)

Aspecto
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N
Cor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N
Odor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N N N N
Amostra 2 N N N N N N N
Amostra 3 N N N N N N N

N = Normal, LM = Levemente modificado, M = Modificado, IM = Intensamente modificado
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Figura 24 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas na geladeira durante os 90 dias
do estudo de estabilidade acelerado, sem diferenca estatistica de acordo com Levene

Tabela 5 — Caracteristicas organolépticas das amostras submetidas a estufa durante os 90 dias do
estudo de estabilidade acelerada

Temperatura Estufa (45 = 2°C)

Aspecto
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N LM LM LM
Amostra 2 N N N N LM LM LM
Amostra 3 N N N N LM LM LM
Cor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N LM LM LM
Amostra 2 N N N N LM LM LM
Amostra 3 N N N N LM LM LM
Odor
Tempo (Dias) 0 1 7 15 30 60 90
Amostra 1 N N N N LM LM LM
Amostra 2 N N N N LM LM LM
Amostra 3 N N N N LM LM LM

N = Normal, LM = Levemente modificado, M = Modificado, IM = Intensamente modificado
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Figura 25 — Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas na estufa durante os 90 dias do
estudo de estabilidade acelerado, sem diferenca estatistica de acordo com Levene

4.2.3 Estabilidade de Prateleira

As caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas das amostras a temperatura
ambiente durante estudo de estabilidade de prateleira estdo descritas na Tabela 6 e Figura 26,
respectivamente. O pH e a densidade ndo tiveram varia¢des significativas (p>0.05) durante

esse estudo.

34



Tabela 6 — Caracteristicas organolépticas das amostras submetidas a temperatura ambiente durante a
estabilidade de prateleira

Temperatura Ambiente (27°C+2°C)

Aspecto
Tempo
(Meses) 0 3 6
Amostra 1 N N N
Amostra 2 N N N
Amostra 3 N N N
Cor
Tempo
(Meses) 0 3 6
Amostra 1 N N N
Amostra 2 N N N
Amostra 3 N N N
Odor
Tempo
(Meses) 0 3 6
Amostra 1 N N N
Amostra 2 N N N
Amostra 3 N N N

N = Normal, LM = Levemente modificado, M = Modificado, IM = Intensamente modificado
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Figura 26 - Caracteristicas fisico-quimica das amostras armazenadas na temperatura ambiente durante
os 180 dias de estudo de estabilidade de prateleira, sem diferenca estatistica de acordo com Levene
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4.3 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os laudos resultantes das analises microbiologicas das formulagdes estdo nos

Anexos 2 a 6 e revelaram os seguintes resultados de acordo com a Tabela 7:

Tabela 7 — Resultados dos ensaios microbioldgicos durante os estudos de estabilidade

Tempo (dias)

Ensaios Microbiolégicos 0 30 60 920 180
Contagem total de bactérias viaveis (UFC/g) <01 10 01 <01 <01
Contagem total de fungos e leveduras (UFC/g) <01 <01 <01 <01 <01
Pesquisa de Escherichia coli 0] 0] %) o 0]
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa 9] %) 9] 9] 0]
Pesquisa de Salmonella spp 0 0 0] o o
Pesquisa de Staphylococcus aureus 0] 0] 9] 9] %)

UFC/g = Unidade Formadora de Colonia por grama de produto

O = Ausente
4.4 PRODUTOS
e Produto 1

Foi obtida formulag@o cremosa com prazo de validade determinado e sem adi¢ao

de conservantes quimicos. A formulacdo final apresentou-se estavel por, no minimo, 180 dias

nos testes de estabilidade de prateleira, mantendo suas caracteristicas fisico-quimicas durante

a estabilidade preliminar e acelerada, conforme Figura 27.
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Figura 27 — Formulagdo cremosa estavel por no minimo 180 dias

Este produto teve sua patente despositada junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), tendo como ntimero de processo: BR 10 2020 026725 6
(Anexo 7).

e Produto 2

Padronizacdo da técnica de extracdo glicdlica da casca da banana verde.

e Produto 3
Testes propostos para a formulagdo, bem como sua sequéncia para avaliar a
estabilidade nos estudos preliminar, acelerado e de prateleira que foram publicados no
Journal of Innovations in Pharmaceutical and Biological Sciences (ISSN: 2349- 2759) em 15
de outubro de 2020 com o titulo: "METHODS FOR ASSESSING THE STABILITY OF

PHYTOCOSMETICS™, conforme Figura 28.
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Date of Validity of Products. Plant-based cosmetics are currently an important focus of product research and development.
The formulation of phytocosmetics is challenging, since the function of its components must be

Vol. 7 (4): 13-19, Oct-Dec, 2020. kept stable and conserved. For this, stability tests in formulations are essential to guarantee

physical and microbiological quality standards under different storage conditions. Since the
parameters can be defined by the researcher, the objective was to propose a sequence of stability
tests to be used for a creamy phytocosmetic formulation, using green banana peel extract as an
active ingredient. Organoleptic, physical-chemical and microbiological tests have been
proposed for preliminary, accelerated and shelf stability studies. The developed formulation
remained microbiologically stable during the stability studies. Having its organoleptic and
physical-chemical characteristics also preserved during the 6 months of the shelf test, it is
possible to determine the minimum validity period of the formmlation of 180 days. The
proposed test sequence establishes a protocol to evaluate the stability of phytocosmetics and
consists of physical-chemical tests compatible with the structure of pharmacies, allowing to
determine the shelf life of the products handled.

Figura 28 — Artigo publicado no Journal of Innovations in Pharmaceutical and Biological Sciences
em outubro de 2020
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5 DISCUSSAO

Brasil, India e Filipinas sdo os principais paises produtores de bananas. Essas
frutas estdo disponiveis o ano todo e crescem em grande variedade de ambientes
(MADUWANTHI e MARAPANA, 2019). Dessa forma, ha facilidade na aquisi¢ao do ativo
da formulagdo proposta. Além disso, o baixo custo do fitocosmético facilita o acesso a
populagdo. Masiukovichi, Murtazashvili e Bakuridze (2018) defendem a busca por produtos
naturais com propriedade fisico-quimicas vantajosas que podem substituir as preparagdes
mais caras.

Além disso, ao se utilizar as cascas de banana verde evita-se o desperdicio,
concordando com Mathew e Negi (2017) que o uso de subprodutos de frutas em grande parte
desprezados cria potencial para o uso sustentdvel desses materiais. A casca da banana
representa de 35 a 40% do peso total da banana e quantidades significativas de residuos sao
gerados no processo industrial de diversos tipos de produtos que utilizam a banana como
matéria-prima. Sem qualquer tipo de tratamento, essas cascas sao descartadas no ambiente,
levando a sérios riscos ambientais (PALACIOS et al., 2017). Portanto, a utilizacao da casca
da banana verde como ativo pode contribuir para solucionar esse problema ambiental.

O efeito cicatrizante da casca da banana verde ja foi demonstrado em varios
trabalhos. Optou-se por empregar a concentragdo de 10% do p6 da casca da banana verde
como proposto por Atzingen et al. (2015), o qual apresentou acdo anti-inflamatéria e
estimulou a cicatrizacao de feridas em cobaias.

O risco de infeccdo em feridas cronicas ndo cicatrizadas ¢ uma das grandes
preocupacdes médicas (AMPAWONG e ARAMWIT, 2017). Visando atender essa demanda,
a casca da banana verde, possuindo ativo de acdo antimicrobiana, possibilita a cicatrizagao e
evita infec¢des cutaneas (JOUNEGHANI et al., 2020).

A casca da banana verde Musa acuminate ja foi utilizada como conservante de
carnes em estudo realizado por Ahmed; Hafez e Eissawy (2018) em que o extrato aquoso da
casca da banana apresentou efeito contra Staphylococcus aureus em diferentes concentragoes.
A agdo da casca de Musa cavendishi contra Bacillus cereus, Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus foi comprovada por Mokbel e
Hashinaga (2005) e a atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Salmonella typhi

e Aeromonas hydrophila por Singh et al. (2013). Além disso, a casca da banana verde Musa
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paradisiaca também apresentou atividade contra Porphyromonas gingivalis (KAPADIA,
PUDAKALKATTI e SHIVANAIKAR, 2015) que s3o as causadoras da periodontite. Dessa
forma, tendo acdo antimicrobiana demonstrada em varios estudos, a casca da banana verde
Musa spp pode ser utilizada como conservante em formulagdes cosméticas.

A maioria dos produtos cosméticos contém ingredientes ativos ou excipientes
nocivos. Os componentes particularmente preocupantes sdo os agentes cancerigenos,
alergénicos e desreguladores endocrinos (SINGH et al., 2019). A formulagcdo desenvolvida
conta com ativo natural e livre de parabenos, que estdo entre as substancias mais alergénicas
contidas nos cosméticos.

A formulagdo livre de parabenos possui maior seguranca na utilizagdo durante a
gestacdo e lactagdo. Complicagdes que ocorrem durante a gravidez pode ter impacto no
desenvolvimento da crianca, por isso mulheres gravidas estdo no grupo de cuidados especiais.
Pycke et al. (2015) descobriram que a concentragdo de parabenos no sangue do cordao
umbilical era cerca de 10 vezes menor que a da urina de mulheres gravidas. A presenca de
parabenos no leite também ¢ evidenciado por Souza et al. (2016) que encontraram 100% de
presenga de metilparabeno, etilparabeno e propilparabeno e 25% de butilparabeno nas
amostras de leite estudadas.

Cosméticos contendo parabenos podem também ter efeitos nocivos na pele
quando expostos a luz solar. Estudo realizado por Handa et al. (2006) investigou os efeitos da
exposicao ao ultravioleta-B (UVB) nos queratinécitos da pele humana tratados com
metilparabeno. A exposi¢ao ao UVB aumentou significativamente a morte celular, estresse
oxidativo, produ¢do de oOxido nitrico, peroxidacdo lipidica e ativagdo dos fatores de
transcri¢do nos queratindcitos. Dessa forma, produtos sem parabenos sdo mais seguro para ser
empregado na pele ao se expor a radiagdo solar.

O produto desenvolvido no presente estudo também apresenta apelo sustentavel,
j& que de acordo com Xue et al., (2017) a contamina¢do da 4gua potdvel aumentou
consideravelmente com o crescimento da produgdo dos parabenos, levando absor¢do desses
compostos pelos animais aquaticos. Foram documentados presenca de parabenos e seus
metabolitos em peixes, algas marinhas, além de manguezais e sedimentos oceanicos.

Com o objetivo de conhecer os constituintes quimicos naturais presentes nos
extratos propostos da casca da banana verde, foram realizados testes fitoquimicos e

cromatograficos. Esse ¢ um diferencial do extrato desenvolvido, ja que até o presente estudo,
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nesta linha de pesquisa, ndo foram realizados testes qualitativos. Segundo Simdes (2010),
testes fitoquimicos e cromatograficos consistem em triagem de classes de metabolitos
secundarios, permitindo avaliar sua presenca em determinado material e posteriormente,
realizar a extragao dessas substancias de interesse farmacologico.

Os limites microbianos de cosméticos sdo bem restritos ¢ de acordo com Brasil
(2019), um produto acabado deve apresentar valor inferior a 1000 UFC/g e 100 UFC/g para a
contagem total de bactérias vidveis e fungos/leveduras, respectivamente; auséncia/lg de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ¢ auséncia/10g de
Salmonella spp. A carga microbiana do extrato vegetal, nas industrias, ¢ bem reduzida, ja que
sdo adicionados parabenos. Nao sendo possivel a utiliza¢do de tal conservante sintético, para a
incorporagao do extrato na formulagdao, houve necessidade de selecionar um método de
esterilizacdo a frio, pois altas temperaturas podem degradar as substancias bioativas e
termosensiveis presentes no extrato (GARCIA et al., 2010). Utilizou-se, portanto, radiacao
gama que, de acordo com Padove-ze e Graziano (2010), ¢ um método que utiliza baixas
temperaturas. A radioesterelizagdo consiste em processo nao térmico que inativa
microrganismos, expondo os materiais a radia¢do ionizante que inclui principalmente raios
gama (proveniente do cobalto 60), raios X e feixe de elétrons. Tem a vantagem de ser
processo altamente eficaz, de facil controle e baixo custo de energia (HUANG, ZHANG,
BHANDARI, 2019). Atualmente, a radiagdo gama ¢ utilizada para esterilizagdo de frascos,
embalagens, farmacos, chas, fitoterapicos, cosméticos, entre outros. Uma das principais
vantagens da esterilizagcdo por radiacao decorre de sua capacidade de destruir microrganismos
contaminantes, preservando as propriedades e caracteristicas do produto. E um processo
seguro e confiavel, j4 que nenhum residuo ou radioatividade permanece no produto
(HAMAAD, 2008).

A formulagdo apresenta inovagdo em sua técnica de preparagdao. Primeiramente,
foi apresentado a incorporacdo do extrato glicdlico ao invés do pd da casca da banana. Esse
desenvolvimento de fitoterdpico padronizado agrega valor tecnoldgico ao cosmético contendo
plantas medicinais, ao contrario das formulagdes que contém apenas material vegetal moido
(KLEIN et al., 2009).

Outra inovagdo consistiu na substitui¢do da agua da fase aquosa da emulsdo
(creme) pelo extrato glicolico vegetal. Buscou-se também uma formulagdo livre de parabenos

como novidade, que de acordo com Buhler e Ferreira (2008) tem levado muitas industrias a
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desenvolver produtos terapéuticos com finalidade de proporcionar bem-estar fisico e
emocional, apresentando sempre uma inovagao.

O pH ideal da pele ¢ entre quatro e sete e formulagdes de uso topico devem
atender a esse parametro (BLAAK e STAIB, 2018). Estudos de Brown, Ashley e Koh (2018)
revelaram que feridas cronicas exibem no leito das feridas pH ligeiramente basico entre 7.15 a
8.8. O fitocosmético desenvolvido teve seu pH mantido entre cinco e seis, 0 que aumenta a
atividade dos fibroblastos, diminui o crescimento bacteriano e consequente infec¢ao, diminui
formagdo anormal de colageno, favorecendo a cicatriza¢ao adequada.

A formulagdo de produtos cosméticos ¢ desafiadora. O consumidor deseja
produtos eficazes, seguros e atraentes. Para isso, segundo Thornfeldt (2018), a formulagdo
deve ser produzida de maneira a manter a estabilidade e funcao de seus componentes. O autor
ainda afirma que dentro da formulacdo, multiplas reacdes quimicas podem ocorrer por
interagdo entre os componentes, por isso testes sdo essenciais para a eficacia e seguranga do
produto final. Sobretudo, testes de estabilidade sdo importantes para produtos com extratos
vegetais, pois contém multiplas moléculas reativas.

Os parametros a serem avaliados nos testes de estabilidade sao determinados pelo
pesquisador e dependem tanto das caracteristicas do produto, como dos componentes da
formulagdo. Podem ser classificados em organolépticos, fisico-quimicos e microbioldgicos
(BRASIL, 2004; ISAAC et al., 2008). Diante do exposto, foi proposta uma sequéncia de
testes de estabilidade a serem utilizados para o fitocosmético desenvolvido, envolvendo
analises fisico-quimicas e microbiologicas. Assim, os farmacéuticos trazem contribui¢des
especializadas na obtencdo, garantia da qualidade e seguranca dos produtos fitoterapicos
(PAINE e ROE, 2018). Tendo as caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas e
microbiologicas preservadas durante os seis meses do teste de prateleira, determinou-se o
prazo de validade minimo da formulagao de 180 dias.

Como limitagdo do estudo e perspectivas de novas pesquisas, pode-se citar a
pesquisa clinica ainda ndo realizada com o produto para comprovagdo do efeito cicatrizante

em diversas lesoes teciduais.
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5.1 APLICABILIDADE

Os conservantes mais utilizados em formulas de uso externo, os parabenos, estao
associados a varios efeitos indesejaveis. Assim, a casca da banana verde possibilitou obtengao
de um fitocosmético livre de parabenos. Com a casca verde desta fruta, que possui agdo
cicatrizante e antimicrobiana devidamente comprovada em estudos anteriores, foi
desenvolvida formulagdo que podera ser utilizada amplamente em feridas agudas e cronicas.
Outros estudos poderdo ser realizados empregando o extrato puro e a formulagdo
fitocosmética em varios tipos de lesdes teciduais.

O extrato glicdlico da casca da banana verde desenvolvido podera ser incorporado
em outras formas farmacéuticas, originando diversos produtos com intimeras aplicacdes
como: no uso em prevengao de lesdes teciduais e em melasmas,

Os ensaios propostos, bem como a sequéncia dos estudos de estabilidade
preliminar, acelerado e de prateleira poderdo ser utilizados no desenvolvimento de novas
formulacdes fitocosméticas, garantindo seguran¢a e qualidade dos produtos. Os testes,
podendo ser realizados empregando a estrutura basica de uma farmdacia de manipulagao,
auxiliard esses estabelecimentos a determinarem o prazo de validade de seus produtos

fitocosméticos.

5.2 IMPACTO PARA A SOCIEDADE

A demanda por ingredientes naturais para cosméticos estd aumentando devido
aos beneficios funcionais e apelo ambiental. Assim, os fitocosméticos estdo inseridos no
mercado de produtos de higiene pessoal, perfumes e cosméticos, ampliando
significativamente a participacao no comércio mundial.

Recentemente, tem havido interesse renomado na identificacio de compostos
ativos derivados de plantas, sendo amplamente utilizados na industria de cosméticos devido
as suas vantagens. Os fitoterapicos sdo alternativas para tratamento e controle das lesdes
teciduais, com baixos indices de efeitos colaterais e custos reduzidos de tratamento com alta
eficécia.

A banana ¢ uma fruta com usos terapéuticos aclamados, cultivada amplamente

nos tropicos como fonte de alimento e renda para as pessoas. E muito aceita pela populagao,
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ja& que possui agradaveis aspectos sensoriais e valores nutracéuticos significativos, sendo fonte
de carboidratos, minerais (potassio) e vitaminas. Além disso, ela estd disponivel para
consumo o0 ano inteiro, possui baixo custo ¢ ¢ de facil acesso. A casca da banana verde
possibilitou, portanto, a obtencao de fitocosmético que pode satisfazer a expectativa do
consumidor pela obten¢do de produto cosmeticamente atrativo, fisica e quimicamente estavel
e de baixo custo.

Grande parte das cascas de banana verde sdo desprezadas ou utilizadas na
alimentagdo animal, bem como na compostagem. O descarte inadequado dessas cascas pode
acarretar impacto ambiental significativo ao serem langadas em rios e nascentes, levando a
desequilibrio do ecossistema aquatico, ja que eleva a demanda bioquimica por oxigénio.

Com o advento do conceito “Extracdo Verde”, citado por Chemat, Vian e
Cravotto (2012), tém-se adotado diminuicao da utilizagdo de solventes petroquimicos e
compostos organicos volateis nos processos extrativos. A maioria dos solventes organicos ¢
inflamavel, volatil, frequentemente tdxico e sdo responsaveis pela poluicdo ambiental e pelo
efeito estufa. Portanto, seguranga, meio ambiente e aspectos econdmicos estdo voltando-se
para o emprego dos solventes “verdes”, como o principal solvente utilizado neste estudo: a
agua. Além disso, Propilenoglicol também utilizado como solvente extrator ¢ aplicado em
extracdo verde de produtos naturais por seu poder solvente, alta estabilidade quimica e
térmica e baixa inflamabilidade.

Este estudo tornou-se relevante, pois apresentou possibilidade de utilizar a fruta,
ou parte dela, com atividade antimicrobiana, como conservante em formulagdes cosméticas.
Assim, esses ativos poderdo ser efetivos contra microrganimos resistentes aos agentes

antimicrobianos sintéticos comumente utilizados.
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6 CONCLUSAO

Foi desenvolvida formulacao cremosa utilizando casca da banana verde como
conservante natural, que se mostrou estavel nas avaliagdes fisicas, quimicas e

microbioldgicas.
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NORMAS ADOTADAS

Normas para elaboracdo do Trabalho de Conclusdo do Mestrado Profissional em Ciéncias
Aplicadas a Satde, da Universidade do Vale do Sapucai. Pouso Alegre -MG. Disponivel no
endereco eletronico: http://www.univas.edu.br/mpcas/docs/normas.pdf.
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ANEXOS

ANEXO 1- LAUDO DE ANALISE MICROBIOLOGICA DA FORMULACAO
FITOCOSMETICA INICIAL

== Ministério da Educagéo =
M:'\-W Universidade Federal de Alfenas % Ur“falg
QUALIGADE DA FEF - UMFAL MG UNIFAL-MG St s e e

Certificado de Estudo Analitico
Produto Acabado Microbioldgico

Endereco
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 - Centro, Alfenas, MG, 37.130-001
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - MG
Tel./Fax: (35) 3701-9520
Ne Certificado Nome do Estudo Periodo do Estudo
19.5327 FITOCOSMETICO T0 Inicio: 26/12/2019
Término: 03/01/2020

1.0 Dados Cadastrais da Empresa Solicitante

Razao Social Nome Fantasia CPF/CNP]
Danielle Aparecida Ferreira |Danielle Aparecida Ferreira de 053.926.536-50
de Oliveira Marrafon Oliveira Marrafon(N&o conveniado) e

Endereco

Av. Jodo Soares leite,325 Alfenas - MG 37132-370
Empresa conveniada

() SIM (X)NAO

2.0 Dados do Produto Acabado Microbiolégico Analisado

Dados da Amostra Substancia Teste
Nome Genérico FITOCOSMETICO T0O
Numero do Lote Néo cosnta
Data de Fabricacao 23/12/2019
Data de Validade Néo consta
Fornecedor Néo consta
Quantidade Enviada 12 g
Amostrador Danielle
Data da Coleta 26/12/2019
Data da Entrada 26/12/2019
3.0 Resultados do Produto Acabado Microbioldgico Analisado

Ensaios | Especificacao lResultados
Microbiologicos
Contagem total de bactérias vidveis < 1000 UFC/g oumL |> 1000 UFC/g
Contagem total de fungos e leveduras <100 UFC/goumL  |> 1000 UFC/g
Pesquisa de Escherichia coli Auséncia/lg ou mL Ausente
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa Auséncia/lg ou mL Ausente
Pesquisa de Salmonella spp. Auséncia/10g ou 10 mL|Ausente
Pesquisa de Staphylococcus aureus Auséncia/lg ou mL Ausente

4.0 Observacao

Referéncia Bibliografica
Farmacopeia Brasileira 52 edigdo.

5.0 Conclusao
Os resultados se referem, exclusivamente, a amostra recebida.
Os testes Contagem total de bactérias vidveis e Contagem total de fungos e
leveduras estdo acima das especificagoes.

6.0 Responsavel Técnico

Marcus Vinicius Martins Rubatino
CRF-MG 17404
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ANEXO 2- LAUDO DE ANALISE MICROBIOLOGICA DA FORMULACAO
FITOCOSMETICA DO NUCLEO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA UNIFAL-MG
NO TEMPO 0.

Mg‘ ) Miqistério da Educagao o
“MOH;QL Universidade Federal de Alfenas % U!N‘i’fa!x

GUALIGADE BA FLF . UNIPAL MG UNIFAL-MG % =

Certificado de Estudo Analitico
Produto Acabado Microbiologico

Enderego
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 - Centro, Alfenas, MG, 37.130-001
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - MG
Tel./Fax: (35) 3701-9520
N¢ Certificado Nome do Estudo Periodo do Estudo
20.506 FORMULA 1 - TO Inicio: 10/02/2020
Término: 17/02/2020

1.0 Dados Cadastrais da Empresa Solicitante

Razao Social Nome Fantasia CPF/CNP]
Danielle Aparecida Ferreira |Danielle Aparecida Ferreira de
de Oliveira Marrafon Oliveira Marrafon(Nao conveniado) (1531926536550

Endereco
Av. Jodo Soares leite,325 Alfenas - MG 37132-370
Empresa conveniada

() SIM (X)NAO

2.0 Dados do Produto Acabado Microbiolégico Analisado

Dados da Amostra Substancia Teste

Nome Genérico FORMULA 1 - TO

Numero do Lote nao consta

Data de Fabricacao 09/02/2020

Data de Validade nao consta

Fornecedor Danielle Oliveira

Quantidade Enviada 12g

Amostrador Danielle Oliveira

Data da Coleta 10/02/2020

Data da Entrada 10/02/2020

3.0 Resultados do Produto Acabado Microbiologico Analisado

Ensaios | Especificacao |Resultados

Microbioldgicos

Contagem total de bactérias viaveis < 1000 UFC/g oumL |[< 01 UFC/g
Contagem total de fungos e leveduras <100 UFC/g oumL  |< 01 UFClg
Pesquisa de Escherichia coli Auséncia/lg ou mL Ausente
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa Auséncia/lg ou mL Ausente
Pesquisa de Salmonella spp. Auséncia/10g ou 10 mL|Ausente
Pesquisa de Staphylococcus aureus Auséncia/lg ou mL Ausente

4.0 Observacao

Referéncia Bibliografica

Farmacopeia Brasileira 52 edigéo, 2010.

5.0 Conclusao

Os resultados se referem, exclusivamente, a amostra recebida.

6.0 Responsavel Técnico

Marcus Vinicius Martins Rubatino
CRF-MG 17404
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ANEXO 3- LAUDO DE ANALISE MICROBIOLOGICA DA FORMULACAO
FITOCOSMETICA DO NUCLEO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA UNIFAL-MG
NO TEMPO 30.

Ministério da Educacao
N@@ Universidade Federal de Alfenas % Un'falg

QUALIGADE DA FEF - UNIFAL MG UNIFAL-MG

Certificado de Estudo Analitico
Produto Acabado Microbioldgico

Endereco
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 - Centro, Alfenas, MG, 37.130-001
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - MG
Tel./Fax: (35) 3701-9520
N¢ Certificado Nome do Estudo Periodo do Estudo
20.924 FITOCOSMETICO - FORMULA 1 Inicio: 03/03/2020
Término: 12/03/2020

1.0 Dados Cadastrais da Empresa Solicitante

Razao Social Nome Fantasia CPF/CNP]
Danielle Aparecida Ferreira |Danielle Aparecida Ferreira de
de Oliveira Marrafon Oliveira Marrafon(Ndo conveniado) (158.026.536:50

Endereco
Av. Jodo Soares leite,325 Alfenas - MG 37132-370
Empresa conveniada

() SIM (X)NAO

2.0 Dados do Produto Acabado Micrebiolégico Analisado
Dados da Amostra Substancia Teste
Nome Genérico FITOCOSMETICO - FORMULA 1
Numero do Lote nao consta
Data de Fabricagao [09/02/2020
Data de Validade |ndo consta

Fornecedor Danielle Aparecida Ferreira de Oliveira Marrafon
Quantidade Enviada|12 g

[Amostrador Danielle Oliveira

Data da Coleta nao consa

Data da Entrada 03/03/2020

3.0 Resultados do Produto Acabado Microbioldgico Analisado

Ensaios | Especificacao |Resultados
Microbiologicos
Contagem total de bactérias vidveis < 1000 UFC/g ou mL|10 UFC/g
Contagem total de fungos e leveduras <100 UFC/g ou mL |< 01 UFC/g
Pesquisa de Escherichia coli Auséncia/lg ou mL  |Ausente
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa Auséncia/lg ou mL [Ausente
Pesquisa de Staphylococcus aureus Auséncia/lg ou mL  |Ausente

4.0 Observacao

Referéncia Bibliografica

Farmacopeia Brasileira 62 edigdo, 2019.

5.0 Conclusao

Os resultados se referem, exclusivamente, a amostra recebida.

6.0 Responsavel Técnico

Marcus Vinicius Martins Rubatino
CRF-MG 17404
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ANEXO 4- LAUDO DE ANALISE MICROBIOLOGICA DA FORMULACAO
FITOCOSMETICA DO NUCLEO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA UNIFAL-MG
NO TEMPO 60.

B\ ﬂ(j Ministério da Educagao
:1@ Universidade Federal de Alfenas % Ul‘i‘fa"‘:'J

NUCLEO CONTROLE DE
QUALIGADE G FCF - UNIFAL MG UNIFAL-MG % e

Certificado de Estudo Analitico
Produto Acabado Microbiologico

Endereco
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 - Centro, Alfenas, MG, 37.130-001
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - MG
Tel./Fax: (35) 3701-9520
N2 Certificado Nome do Estudo Periodo do Estudo
20.1168 FITOCOSMETICO 1 - T60 Inicio: 06/04/2020
Término: 13/04/2020

1.0 Dados Cadastrais da Empresa Solicitante

Razao Social Nome Fantasia CPF/CNP]
Danielle Aparecida Ferreira |Danielle Aparecida Ferreira de
de Oliveira Marrafon Oliveira Marrafon(N&o conveniado) 053.926.536-50

Endereco
Av. Joao Soares leite,325 Alfenas - MG 37132-370
Empresa conveniada

() SIM (X)NAO

2.0 Dados do Produto Acabado Microbiolégico Analisado

Dados da Amostra Substéncia Teste
Nome Genérico FITOCOSMETICO 1 - T60
Numero do Lote ndo consta

Data de Fabricacado [09/02/2020
Data de Validade |ndo consta

Fornecedor Danielle Aparecida Ferreira de Oliveira Marrafon
Quantidade Enviada|12 g

Amostrador Danielle Oliveira

Data da Coleta ndo consta

Data da Entrada 06/04/2020

3.0 Resultados do Produto Acabado Microbioldgico Analisado

Ensaios | Especificacao |Resultadns
Microbiolégicos
Contagem total de bactérias vidveis < 1000 UFC/g ou mL |01 UFC/g
Contagem total de fungos e leveduras <100 UFC/goumL |< 01 UFC/g
Pesquisa de Escherichia coli Auséneia/lg ou mL  |Ausente
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa Auséncia/lg ou mL  |Ausente
Pesquisa de Salmonella spp. Auséncia/10g ou 10mL|Ausente
Pesquisa de Staphylococcus aureus Auséncia/lgoumL  |Ausente

4.0 Observacao

Referéncia Bibliografica
Farmacopeia Brasileira 52 edigéo.

5.0 Conclusao

Os resultados se referem, exclusivamente, a amostra recebida.

6.0 Responsavel Técnico

Marcus Vinicius Martins Rubatino
CRF-MG 17404
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ANEXO 5- LAUDO DE ANALISE MICROBIOLOGICA DA FORMULACAO
FITOCOSMETICA DO NUCLEO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA UNIFAL-MG
NO TEMPO 90.

M:] Ministério da Educacao . -
:@ Universidade Federal de Alfenas % Unlfa|z

QUALIGADE DA FCF - UNIPAL MG UNIFAL-MG e Tedecn 0 A

Certificado de Estudo Analitico
Produto Acabado Microbiologico

Enderego
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 - Centro, Alfenas, MG, 37.130-001
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - MG
Tel./Fax: (35) 3701-9520

N¢ Certificado Nome do Estudo Periodo do Estudo
20.1245 FITOCOSMETICO 1 - T90 Inicio: 05/05/2020
Término: 13/05/2020

1.0 Dados Cadastrais da Empresa Solicitante

Razao Social Nome Fantasia CPF/CNP]
Danielle Aparecida Ferreira |Danielle Aparecida Ferreira de
de Oliveira Marrafon Oliveira Marrafon(N&o conveniado) 053.926.536-50
Endereco

Av. Jodo Soares leite,325 Alfenas - MG 37132-370
Empresa conveniada

() SIM (X)NAO

2.0 Dados do Produto Acabado Microbioldgico Analisado

Dados da Amostra Substancia Teste
Nome Genérico FITOCOSMETICO 1 - T90
Numero do Lote nao consta

Data de Fabricagao [09/02/2020

Data de Validade [nao consta

Fornecedor Danielle Aparecida Ferreira de Oliveira Marrafon
Quantidade Enviada|12 g

3.0 Resultados do Produto Acabado Microbiolégico Analisado

Ensaios | Especificacio |Resultados

Microbioldgicos

Contagem total de bactérias viaveis < 1000 UFC/goumL |< 01 UFC/g
Contagem total de fungos e leveduras <100 UFC/goumL |<01 UFC/g
Pesquisa de Escherichia coli Auséncia/g ou mL Ausente
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa Auséncia/g ou mL Ausente
Pesquisa de Salmonella spp. Auséncia/10g ou 10 mL|Ausente
Pesquisa de Staphylococcus aureus Auséncia/g ou mL Ausente

4.0 Observacao

Referéncia Bibliografica

Farmacopeia Brasileira 52 edigao.

5.0 Conclusao

Os resultados se referem, exclusivamente, a amostra recebida.

6.0 Responsavel Técnico

Marcus Vinicius Martins Rubatino
CRF-MG 17404
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ANEXO 6- LAUDO DE ANALISE MICROBIOLOGICA DA FORMULACAO
FITOCOSMETICA DO NUCLEO DE CONTROLE DE QUALIDADE DA UNIFAL-MG
NO TEMPO 180.

RD{: Ministério da Educagéo s
\:’@ Universidade Federal de Alfenas % ur‘i'fal":5

QUALIGADE 64 FCF - UNIFAL MG UNIFAL-MG

rerdade foders de At

Certificado de Estudo Analitico
Produto Acabado Microbiolégico

Enderego
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 - Centro, Alfenas, MG, 37.130-001
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL - MG
Tel./Fax: (35) 3701-9520
N° Certificado Nome do Estudo Periode do Estudo
20.2317 FITOCOSMETICO 1 - T180 Inicio: 03/08/2020
Término: 17/08/2020

1.0 Dados Cadastrais da Empresa Solicitante

Razao Social Nome Fantasia CPF/CNPJ
Danielle Aparecida Ferreira |Danielle Aparecida Ferreira de n
de Oliveira Marrafon Oliveira Marrafon(Nao conveniado) USESARSs050

Enderego

Av. Jodo Soares leite,325 Alfenas - MG 37132-370
Empresa conveniada

(X) SIM ()NAO

2.0 Dados do Produto Acabado Microbiolégico Analisado
Dados da Amostra Substancia Teste
Nome Genérico FITOCOSMETICO 1 - T180
Numero do Lote nao consta
Data de Fabricagao |09/02/2020
Data de Validade néo consta

Fornecedor Danielle Aparecida Ferreira de Oliveira Marrafoni
Quantidade Enviada|12 g

Amostrador Danielle Oliveira

Data da Coleta n&o consta

Data da Entrada 03/08/2020

3.0 Resultados do Produto Acabado Microbiologico Analisado

Ensaios | Especificagio |Resultados

Microbiolégicos

Contagem total de bactérias viaveis < 1000 UFC/goumL |< 01 UFC/g
Contagem total de fungos e leveduras < 100 UFC/goumL  |< 01 UFC/g
Pesquisa de Escherichia coli Auséncial/g ou mL Ausente
Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa Auséncia’g ou mL Ausente
Pesquisa de Salmonella spp. Ausénciaf10g ou 10 mL|Ausente
Pesquisa de Staphylococcus aureus Auséncial/g ou mL Ausente

4.0 Observacgiao

Referéncia Bibliografica
Farmacopeia Brasileira 62 edigao, 2019.

5.0 Conclusdo

Os resultados se referem, exclusivamente, a amostra recebida.

6.0 Responsavel Técnico

Marcus Vinicius Martins Rubatino
CRF-MG 17404
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ANEXO 7- DEPOSITO DA PATENTE DO PRODUTO JUNTO AO INPI

INSTITUTO
NACIONAL

‘ DA PROPRIEDADE

INDUSTRIAL

28/12/2020 870200161568

T

29409161927122979

Pedido nacional de Invengéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicao de Invengéo e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2020 026725 6

Depositante 1 de 2

Nome ou Razéo Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagéo Juridica:
Enderecgo:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

FUNDACAO DE ENSINO SUPERIOR DO VALE DO SAPUCAI
Pessoa Juridica

23951916000203

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

Avenida Prefeito Tuany Toledo, 470 - Bairro Fatima |

Pouso Alegre

MG

37550-000

Brasil

(35) 3449-9218

nit@univas.edu.br

PETICIONAMENTO  sta solicitag&o foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 28/12/2020 as

ELETRONICO 09:51, Peticdo 870200161568

Peticdo 870200161568, de 28/12/2020, pag. 1/21

60



Depositante 2 de 2

Nome ou Raz&o Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagédo Juridica:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

Dados do Pedido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS
Pessoa Juridica

17879859000115

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700
Alfenas

MG

37130-001

BRASIL

(35) 991 536002

inovacao@unifal-mg.edu.br

Natureza Patente:
Titulo da Invengédo ou Modelo de

Utilidade (54):
Resumo:

Figura a publicar:

10 - Patente de Invengéo (PI)

CASCA DA BANANA VERDE COMO CONSERVANTE NATURAL
EM FORMULAGAO FITOCOSMETICA CREMOSA

O presente pedido de patente de invengéo diz respeito a um
fitocosmético em formulagao semissdlida cremosa com adigédo do
extrato glicdlico da casca da banana verde que atou como
conservante natural na formulagédo

1

PETICIONAMENTO Esta solicitagéo foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 28/12/2020 as

ELETRONICO

Petigao 870200161568, de 28/12/2020, pag. 2/21

09:51, Peticio 870200161568
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FONTES CONSULTADAS

DECS: http://decs.bvs.br/cgi-bin/wxis1660.exe/decsserver/?IsisScript=../cgi-

bin/decsserver/decsserver.xis&interface language=p&previous page=homepage&previ
ous task=NULL &task=start

MESH: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
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