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Desenvolvimento e avaliacdo de formulacdo cosmética contendo extrato de Curcuma
(Carcuma longa.) com agéo frente & Staphylococcus aureus.
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Resumo: O uso de fitocosméticos vem crescendo atualmente, tém sido utilizados na
prevencdo de varias disfuncdes humanas uma vez que, cuidar da pele com produtos que ndo
trardo efeitos colaterais é, de fato, mais saudavel e natural. O presente trabalho tem o objetivo
de formular um fluido facial contendo extrato de Curcuma (Curcuma longa), avaliar as
caracteristicas de estabilidade do produto e a sua aplicagdo como agente antimicrobiano. A
analise da atividade antimicrobiana foi realizada utilizando extrato bruto/seco Curcuma nas
concentragdes de 500 pg, 250 pg, 125 pg, 62,5 pg, 31,3 pg. No desenvolvimento da
formulacdo foi utilizado a circuma como ativo, goma xantana, glicerol, imidazolinil uréia,
assim foram testados os parametros pH, onde a formulagdo apresentou 5,25, centrifugacéo e
ciclo de estabilidade térmica onde a formulacdo apresentou estabilidade, viscosidade no valor
de 769,1 cP em uma densidade de 1.00g/cm3. Os resultados obtidos mostraram que a cepa de
Staphylococcus aureus apresentou CMI na concentracdo de 500 a 250 pg, apresentou tambem
halo de inibicdo 13 a 18 (mm) dependendo da concentracdo usada. E, por fim, concluido a
atividade antimicrobiana da Curcuma (Curcuma longa) frente a cepa de Staphylococcus
aureus.

Palavras Chaves: Curcuma. Acnes, Staphylococcus aureus.

Abstract: The use of phytocosmetics has been growing presently, they have been used
in the prevention of several human dysfunctions since, taking care of the skin with
products that will not have side effects is, in fact, more healthy and natural. The
objective of this work is to formulate a facial fluid containing Turmeric extract
(Curcuma longa), to evaluate the stability characteristics of the product and its
application as an antimicrobial agent. Antimicrobial activity analysis was performed
using crude / dry turmeric extract at concentrations of 500 pg, 250 pg, 125 pg, 62.5 pg,
31.3 ug. In the development of the formulation, turmeric was used as active ingredient,
xanthan gum, glycerol and imidazolinyl urea, so the pH parameters were tested, where
the formulation presented 5,25, centrifugation and thermal stability cycle where the
formulation showed stability, viscosity at 769.1 cP at a density of 1.00g / cm 3.
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The results showed that the Staphylococcus aureus strain had MIC at the concentration of 500
to 250 pg, also showed inhibition halo 13 at 18 (mm) depending on the concentration used.
Finally, the antimicrobial activity of Turmeric (Curcuma longa) against the strain of
Staphylococcus aureus was concluded.



INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos cosméticos cresceu ao longo dos Gltimos anos, em especial 0s
cosméticos conhecidos como fitocosméticos por suas propriedades naturais e medicinais que
fornecem resultados em tratamentos para pele. N&do sdo considerados como farmacos, pois
ndo apresentam medicamentos em sua composi¢do. Usado como tratamento por ser saudavel
e natural, as plantas medicinais sdo muito utilizadas por ter diversos principios ativos,
podendo ser usado para producdo de novos cosméticos (MIGUEL, 2011).

As partes da planta mais utilizadas sdo as raizes ou rizomas, que possuem pigmentos
curcumindides que é a parte mais eficiente da curcuma, é composta por curcumina (60%),
desmetoxicurcumina (22%), bisdesmetoxicurcumina (18%) e cyclocurcumina (CAMARGOS;
GONCALVES, 2013). A C. Longa segundo estudos possui propriedades e atividades
bioquimicas como antioxidantes, anti-infeccioso, anti-inflamatério, antiviral, antifingica,
bactericida, carcinogénica, entre outras acoes (GRASSO; AOYAMA; FURLAN, 2017).

A curcumina mostrou ter o poder de inibir a producdo do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interleucina-1 (IL-1), duas principais citocinas liberadas de mondcitos e
macrofagos que desempenham papéis importantes na regulacdo das respostas inflamatorias
(AKBIK et al., 2014). Ainda € relatado possuir acdo antioxidante decorrente das reacfes dos
radicais livres e a estrutura fenolica do curcumindides, o que permite que atomos de oxigénios
em distancia adequada transformem a C. Longa num agente quelante de metais em
procedimentos patologicos (MOHANTY; SAHOO, 2017).

A acne pode apresentar aumento do fluxo sebéceo, surgindo a seborreia que é
caracterizada por poros foliculares dilatados e € denominada de hiperplasia sebacea. O
aumento da secrecdo sebadcea pode levar a origem das lesdes no foliculo piloso e
desenvolvimento do microbioma bacteriano. (DIAS, 2013).

Na maioria dos casos ocorridos a acne esta presente em pacientes jovens e saudaveis,
seu tratamento é realizado a partir de longo uso de antibiéticos por via oral, muitos deles séo
resistentes a cepas do Staphylococcus aureus, bactéria que esta presente em alguns casos de
pacientes portadores de aches (FANELLI et al., 2011).

Portanto, 0 objetivo desse estudo serd avaliar a atividade antimicrobiana frente
Staphylococcus aureus, e desenvolver uma formulagéo de fluido facial contendo extrato seco
da Carcuma longa L. Também sera realizado estudo de estabilidade da formulacdo para

observar o comportamento fisico-quimico do produto desenvolvido com tal ativo.



METODOLOGIA
2.1 Tipo de estudo

O presente estudo trata-se de um estudo experimental, exploratério e quantitativo
realizado no Centro Universitario do Vale do Ipojuca — UNIFAVIP/WYDEN, sobre o
desenvolvimento de um fluido facial contendo extrato seco de clrcuma e a determinagdo da

concentracdo inibitdria minima de circuma frente a cepas Staphylococcus aureus.
2.3. Ensaios microbiol6gicos

Na realizacdo dos ensaios microbioldgicos e a atividade antibacteriana in vitro da
carcuma (Infinity Pharma, Lote 19A02-B036-42123) foi avaliada contra a cepa padrdo de
Staphylococcus aureus (laboratério de microbiologia - Unifavip|Wyden). O meio utilizado
nos ensaios biologicos foi o caldo Mueller-Hinton.

2.3.1 Preparagéo do Inoculo

A bactéria utilizada no experimento foi Staphylococcus aureus. Para padronizar a
densidade do inoculo para um teste de sensibilidade, foi utilizada uma solucdo padrdo

McFarland de 0,5 ou seu equivalente optico (NCCLS).

2.3.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) — Técnica de

Macrodiluicdo (tubo de ensaios) em caldo.

Na determinacdo da CIM do extrato bruto frente a cepa de Staphylococcus aureus, foi
realizado através da técnica de macrodiluicdo pelas regras da (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2011). Foi utilizado o caldo Mueller-Hinton (KASVI, 042716513) para a

diluicdo em serie dupla. O teste foi realizado tubos de ensaio estéreis.

Para a solubilizacdo da ctrcuma foi utilizado em etanol p.a. (EXODO CIENTIFICA,
1810822259), a solucdo foi preparada na concentracdo de 1 mg/ml. A solucédo foi duplamente
diluida para que os proximos tubos cheguem as essas concentracdes por: 500 ug, 250 pg, 125
Hg, 62,5 ug, 31,3 ug. Em 5 tubos de ensaio estéreis foi colocado 4 ml do caldo Mueller-
Hinton e para cada tubo foi colocado concentracdes decrescentes de circuma em solucéo, o
primeiro tubo foi adicionado a concentragéo de 500 pg em todos os tudo 500 pl do inoculo
ajustado. Um tubo foi separado com apenas o meio de cultura para o controle positivo. Por

fim, os tubos foram homogeneizados e incubados a 37 °C por 24h.



Apos a incubagdo, a atividade da circuma foi avaliada pela aparéncia ou auséncia de
turbidez nos tubos, o que indica a inibi¢cdo ou crescimento bacteriano. As concentracdes dos
tubos que ndo houve turbidez foram determinadas como o CIM da cdrcuma (GUNES et al.,
2013).

A partir do ensaio de CIM foi repicado em agar Mueller-Hinton (Kasvi, 022818503) e
novamente incubado a 37°C durante 48 horas. A leitura dos resultados foi realizada
visualmente, pela auséncia ou presenca de crescimento de Staphylococcus aureus através de

formacdo de colonias.
2.3.3. Teste de susceptibilidade microbiana por difuséo em disco

Foi semeada a cepa em placas de petri contendo &gar Mueller-Hinton (Kasvi,
022818503) diluicdo padronizada 0,5 MacFarland de Staphylococcus aureus.

Em discos de 6 mm de didmetro foram adicionados 10 pL do extrato seco na concentragao
inibitéria minima determinada pelo teste CIM (6.3.1). Como controle da atividade
antimicrobiana foi utilizado disco de antibiotico tetraciclina (RABANAL et al., 2002). Por

fim foi medido o halo de inibicdo formado e comparado com os antibidticos padrdes.
2.4. Caracterizacédo de compostos fendlicos e taninos totais
2.4.1. Determinacado da presenca de Compostos Fendlicos

O extrato seco foi dissolvido em etanol, a fim de se obter uma concentracdo de 1,0
mg mL-1 , e em seguida analisados. Para a reacdo, uma aliquota de 0,3 mL da amostra foi
acrescida de 2,5 mL de solucdo aquosa do reagente Folin-Ciocalteau a 10%, apds 2 minutos
2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5 %, em seguida a mistura foi agitada e incubada por 5
minutos em banho-maria a 50 °C e, posteriormente foi observado a coloracdo da amostra se
ela mudou para o azul, o que representara a presenca do metabolito secundario. Foi realizada
a leitura visual com analise de modificacdo de cor (SINGLETON; ROSSI, 1965 apud
REZENDE, 2010; GEORGE et al, 2005 apud REZENDE, 2010 modificado).

2.4.2. Determinacéo da presenca de taninos condensados

Foi adicionado em um tubo de ensaio, 0,5 mL do extrato diluido, 0,1 mL do reagente

férrico e 3 mL do reagente butanol-HCI a solucéo foi agitada. Os tubos foram levados para o



aquecimento em banho-maria por uma hora a 100°C. Foi realizada a leitura visual com analise
de modificacdo de cor (NOZELLA, 2001, modificado).

2.5. Desenvolvimento e estabilidade do fluido facial

O desenvolvimento da formulacgdo fluido facial seguiu as concentragoes e fungdes dos
componentes de acordo com a Tabela.l.

Tabela.1. Composicdo, concentracdo e funcdo das matérias primas utilizadas na formulacéo
do fluido facial.

Composicao Concentracéo (%) Funcéo
Curcumina 1,00 Ativo
Goma xantana 0.25 Espessante

Glicerol 3,00 Umectante
Imidazolinil Ureia 2,00 Conservante
Agua 93,75 Solvente

2.5.1. Preparacéo do fluido

Na preparacdo do fluido facial contento extrato seco de curcuma, foi pesada a massa
de glicerina e adicionada o extrato padronizado de curcuma grau farmacéutico
(InfinyPharma). A massa de dgua foi pesada e a metade foi aquecida até 60°C. Em seguida foi
adicionada aos poucos a goma xantana e conservantes, sobe agitacdo moderada. O extrato
solubilizado foi incorporado ao restante da agua destilada ndo aquecida perante agitacédo
moderada. Foi necessario a filtracdo em papel filtro para diminuir a formacao de precipitado.

Por fim as duas fases foram misturadas sob agitacdo até permanecerem homogéneas.
2.5.2. Analise de estabilidade da formulacédo
2.5.2.1 Avaliacéo de pH

Determinacdo do pH foi avaliada no pHmetro de kasvi (K-39 2014-B). Teste foi

realizado em duplicata.

2.5.2.2. Viscosidade



Determinacdo de Viscosidade foi realizada no viscosimetro de Brookfield (MVD-20
169S5019) aparelho utilizado na caracterizacdo reologica precisa de fluidos. O spindle
utilizado foi de numeracdo 04. A viscosidade foi registrada por rotacdo do fuso a 10 rpm
(UBAID et al., 2016). Teste realizado em duplicata.

2.5.2.3 Ciclo de estabilidade térmica

O fluido foi submetido em condi¢bes extremas de temperatura, com o0 objetivo de
acelerar possiveis reacdes entre seus componentes e 0 surgimento de sinais que devem ser
observados e analisados conforme as caracteristicas especificas. Na estufa de marca
(Ethikechnology) e modelo (402/D). A amostra foi submetida a diferentes condi¢Ges de
temperaturas, temperatura ambiente, temperatura elevada (40 °+ 2°C), temperaturas baixas (-
5°C £ 2°C) e temperatura oscilante (congelamento a -5°C + 2°C e descongelamento a (40°C +
2°C) em ciclos de 24 horas. Foram avaliados parametros como consisténcia, tonalidade, cor,
homogeneidade e textura (ANVISA, 2007).

2.5.2.4. Centrifugacéo

O teste foi realizado utilizando centrifuga (Scientific, Lgt-dlc-802b) a 3000 rpm
durante 30 minutos. Foram observados parametros de separacdo de fase e sedimentacdo. Teste
foi realizado em triplicata (ANVISA, 2007).

2.5.2.5. Densidade

Densidade de massa relativa sera realizas pelo método do picnémetro metal, vamos
avaliar utilizando o picnémetro limpo e seco, com capacidade de, no minimo, 25 mL que
tenha sido previamente calibrado. A calibracdo consiste na determinacdo da massa do
picnémetro vazio e da massa de seu contelido com agua, recentemente destilada e fervida, a

20 °C. Foi calculada a densidade relativa e com o valor achamos a de massa. Foi realizado em

MZ—MO
Mi-MQ’

duplicata (ANVISA, 2007). D=

RESULTADOS/DISCUSSOES
3.1. Ensaios microbiolégicos
Determinacéo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM) — Técnica de Macrodilui¢éo

(tubo de ensaios) em caldo.



Apo6s a realizagdo do referido teste, observou-se que apenas as duas ultimas
concentragbes estavam semi-turvas, (Figura.l.) indicando a inibicdo do crescimento
bacteriano. Posteriormente, foi realizado o repique em Agar Mueller-Hinton e novamente
incubado a 37°C durante 48 horas, e desta vez observou-se que as placas das concentragdes
500 e 250 pg (Figura.2.), ndo teve crescimento microbiano, dando assim a confirmagéo para
0 teste (CMI). Com relacdo as demais concentraces, todas apresentaram crescimento
microbiano (Figura.3.). Podemos observar ainda, as placas do controle positivo e negativo na
(Figura.4.). Nos estudos realizados anteriormente, foi observado a inibicdo de
Staphylococcus Aureus mostrando atividades antibacterianas contra cepa em um CMI da
curcuma variando entre 129 pg/ml e 293 pg/ml (GUNES et al., 2013). Outro resultado ainda
aponta que o valor de CIM da curcumina foi de 500 pg/ml contra Staphylococcus Aureus
(SIVASOTHY et al., 2013) resultados equivalentes foram obtidos no presente estudo.

Figura.l. Tubos com as diluicdes, realizacdo da CIM com os valores das concentracfes
decrescentes.(500-

Figura.l.1 Tubos com as dilui¢des, realizacdo da CIM (125, 250, 500, 31.3 e 62.5 Q)

Figura.2. As placas das concentragdes 500 e 250 ug, respectivamente, sem crescimento
microbioldgico.



Figura.3. As placas das concentracbes 125, 62.5 e 31.3 pg, respectivamente, todas
apresentando crescimento microbioldgico.

Figura.4. Controle positivo (meio de cultura com inoculo) e negativo (meio de cultura com
Carcuma).




3.2 Teste de susceptibilidade microbiana por difusdo em disco

Apoés a realizacdo do teste de susceptibilidade microbiana por difusdo em disco,
pode-se observar que a cdrcuma apresentou uma atividade antibacteriana sobre o S. aureus,
representado pelo diametro do halo medido em mm. A tetraciclina teve um halo de inibigdo
maior que o da cdrcuma (Figura.6./6.1). A circuma em sua fracdo ativa pode ter alguma
dificuldade de solubilidade no meio, visto que néo foi observado crescimento algum quando
espalhada em toda placa no teste 3.1 Figura.2.

Na Figura.5. pode-se observar os halos de inibicdo em disco na concentracdo de 500 pg, ja na
Figura.5.1 observamos os halos na concentragdo de 250 pg. Portanto, os halos nas duas
concentragcdes ndo apresentam uma grande variagdo no seu tamanho, com isso percebe-se que
independentemente da concentracdo que sera usada acima de 250 pg sera apresentado o
mesmo perfil de inibicdo. Quando realizados em diluicdo de pocos apresentam resultado de
18 e 14 (mm), o que pode ser percebido que ndo ha uma grande variacdo no seu perfil de
inibicdo, os valores estdo representados na (Tabela.2.). Em um estudo anterior foi observado
a atividade antibacteriana da circuma no tamanho de 12 mm do diametro do halo de inibicédo
frente a S. aureus (FRANCO et al.,, 2007). Parametros parecidos foram encontrados no
presente estudo (Tabela.2.).

Figura.5. Halo de inibicdo em concentracdo de 500 g em disco e pogo, respectivamente.

controle

* Cdarcuma 500pg
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Figura.5.1. Halo de inibicdo em concentragdo de 250 pL em disco e pogo,
respectivamente.

controle

Tabela.2. Os valores em didmetro dos halos de inibicéo utilizando C. longa.

Concentracao Disco (mm) Pogo (mm)
500 15 (+0,00) 18 (2, 12)
250 13 (+0,71) 14 (+0,00)

Controle (tetraciclina) 40 (x0,00) -

3.3. Caracterizacédo de compostos fendlicos e taninos condensados
3.3.1 Determinacéo da presenca de Compostos Fenolicos

A realizacdo do teste 3.3.1, evidenciou a presenca dos compostos fendlicos pela

mudanca de coloracdo da amostra, o referido teste esta representado pela Figura.7..

Estudos relatam que os compostos fendlicos tém varios efeitos biologicos, os principais
efeitos sdo: atividade antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana. Ressalta-se que a
atividade antioxidante se dar devido as propriedades redutoras e estrutura quimica do
composto (ABE et al., 2007; SOUSA et al., 2007).

Na Figura 11 do estudo realizado por LIVI (2015), a amostra estudada apresentou
intensidade da cor azul, caracterizando qualitativamente e quantitativamente a presenca de
compostos fendlicos, o referido estudo ainda relata que a mudanca da coloracdo para o tom

azul altera de acordo com a quantidade de compostos fendlicos.
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Figura.6. Foi observado no presente estudo a presenca dos compostos fendlicos pela
mudanca da coloragdo das amostras.

3.3.2 Determinacédo da presenca de taninos condensados

O referido teste foi realizado de forma qualitativa, observamos pela mudanca de

coloracédo da circuma quando adicionada no reagente especifico do teste Figura.8..

No estudo de Monteiro (2005) é relatado que os taninos em processos anti-inflamatorios eles
auxiliam formando uma camada protetora sobre os tecidos epiteliais que sofreram algum tipo
de lesdo, auxiliando assim no processo curativo naturalmente. E relatado também que alguns
tipos de bactérias sdo consideradas sensiveis aos taninos em concentracdes minimas de (0,5
g/L), uma das citadas é o Staphylococcus aureu.

Figura.7. Representacdo da presenca de taninos de forma qualitativa.
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3.4 Anélise de estabilidade da formulacgéo
3.4.1 pH

Com a realizacdo do teste 3.4., o pH do fluido apresentou valor de 5,25 (Tabela.3),
ficando préximo a valores fisioldgicos da pele humana entre 4,0 e 6,5. Estudo realizado com
uma formulacdo contendo 6leo essencial de gengibre (Zingiber oficinalle Roscoe) preparacao
de um gel dermatolégico com natrosol apresentou valores de pH entre 5,0 e 6,0 (CORDEIRO
et al., 2012) o que pode ser considerando seguro, evitando alergias, dermatites, etc.

3.4.2 Viscosidade

O valor do referido teste esta representado na tabela (Tabela.3.).O resultado do
estudo realizado por Ubaid et al. (2016) a viscosidade de todas as formulac6es de gel ficaram
entre 16696 + 2,0 a 69870 + 2,0 cp. Com isso, ele diz que todas as formulacGes testadas foram

seguras e ndo desenvolveram nenhuma irritagéo, lesdo ou inflamagéo da pele.
3.4.4 Centrifugacgao

Com a conclusdo da centrifugacdo, a formulacdo permaneceu estavel e homogénea

sem precipitacdo, com isso nao precisou da sua reformulacdo (Tabela.3.).

No estudo de Deccache (2006) diz que a centrifugacdo é o teste que vai estimular
estresse da amostra, simulando o aumentando da forca gravitacional para que as particulas da
formulacdo tenham mais mobilidade para que assim possa antecipar algum tipo de

instabilidade na amostra, como por exemplo, a separagéo de fases.
3.4.5 Densidade

O resultado do teste da densidade obedeceu ao padrdo de um produto facial. Tendo
como o valor final (1,0g/cm3) representado na (Tabela.3.). No estudo anterior utilizado como
método comparativo tem mostrado a densidade no valor de 0.97 a 1,06 g/ml na realizacdo de
um gel dermatolégico (CORDEIRO et al., 2012), valores semelhantes foram encontrados no

presente estudo.

Tabela.3. Media dos valores da analise pH, viscosidade, centrifugacdo e densidade da
formulagéo.

pH 5,25 (x0,00)
Viscosidade 769,1 (+0,00) cP
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Centrifugacgao Estavel
Densidade 1.00 (x0,00) g/cm3

3.4.6 Ciclo de estabilidade térmica

O estudo de estabilidade acelerada foi de 45 dias, ap6s 48 horas do preparo da
formulacdo deu inicio ao teste (NISHIKAWA, 2007). Nas circunstancias de: 22 + 2 °C; 40 °+
2°C; -5°C * 2°C, em seguida os ciclos oscilantes de 24 horas em temperaturas de 40 + 2 °C.
A formulacé@o permaneceu com suas caracteristicas organolepticas sem alteracdo, sendo iguais
a inicial, ndo apresentou nenhuma instabilidade, permanecendo assim com apenas uma fase
bem homogénea, Ndo houve mudanca da cor ou aparéncia de ambas. Sem necessidades de
reformular sua composicdo Tabela.4. A escolha dos pardmetros foi baseada pelo Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004).

Tabela.4. Resultado do teste de ciclo de estabilidade térmica para o fluido facial contendo
carcuma.

T°C Consisténcia Tonalidade Texture Homogeneidade
Ambiente Liquida Clara Fluida Bem homogénea
Baixa Liquida Clara Fluida Bem homogénea
Alta Liquida Clara Fluida Bem homogénea
Oscilante Liquida Clara Fluida Bem homogénea

CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel averiguar a atividade antibacteriana da Curcuma longa L por meio da
técnica de difusdo em Agar Mueller-Hinton utilizando discos de papel com a dilui¢do do
extrato seco da planta estudada. O extrato seco Curcuma longa L apresentara atividade
inibidora de Staphylococcus aureus, que foi avaliada pela formacao de halos de inibi¢do do

crescimento bacteriano.

A presenca de compostos fendlicos e taninos sdo representados pela cor bastante

intensa na realizacdo dos testes.
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A formulacgéo do fluido facial com a Curcuma longa L permaneceu com o grau de
estabilidade estavel sem variagcbes na realizagdo dos testes de estabilidade, o produto
formulado nas concentracbes do CMI (acima de 250 pg/ml) vai conseguir a inibicdo do
Staphylococcus aureus, o produto formulado pode diminuir a inflamacdo de lesdes com a
presenca desta cepa. A maior vantagem é que o produto vai evitar alguns efeitos colaterais
que os antibi6ticos causam, sendo importante também para os individuos que tem resisténcia

bacteriana.

Portanto, conclui-se que os testes aplicados a formulagdo com Curcuma longa L obteve
resultados positivos com agdo contra o Staphylococcus aureus, com isso temos uma

formulacdo para o auxilio de infeccGes quando hé presenca dessa espécie de bactéria.
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