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CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DE CREMES CONTENDO
UREIA PRODUZIDOS EM FARMACIA MAGISTRAL DO MUNICIPIO DE SANTOS
DUMONT - MG

Guilherme Martins de Matos Felipe!

Fernando Teixeira Gomes?

RESUMO

Os cosméticos sao preparacdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas,
de uso externo nas diversas partes do corpo humano. Durante o processo de
producéo destes produtos o controle da contaminacdo microbiana é de fundamental
importancia, estando relacionado com a Saude Publica, a qualidade e a estabilidade
do produto. Devido ao grande numero de microrganismos que podem estar
presentes nas formulacfes magistrais, a contaminacéo deve ser evitada ao longo do
processo de fabricacdo. Sendo assim, o uso seguro e eficaz dos cosméticos envolve
analises microbiolégicas do produto, etapa preliminar para alcancar um padrédo de
qualidade. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo realizar o controle
de qualidade microbiol6gico de cremes de ureia 3% (m/m) produzidos em duas
diferentes farmacias de manipulacdo do municipio de Santos Dumont — MG. As
andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Centro de Ensino
Superior de Juiz de Fora, no periodo de 17 de setembro a 5 de outubro de 2018.
Para a tomada de ensaios utilizou-se duas amostras de creme contendo ureia a 3%
(m/m), para a contagem e numero total de microrganismos mesofilicos e bolores e
leveduras. Para a pesquisa de patdégenos nos meios de cultura seletivos, a amostra
da farmacia de manipulacdo B estava isenta de contaminacdo, ou seja, ndo houve
crescimento de colbnias suspeitas dos microrganismos avaliados, tais como E. coli,
S. aureus e P. aeruginosa. No entanto, na amostra da farmécia de manipulagéo A foi
confirmada a presenca de P. aeruginosa. Os resultados sugerem falta de controle
sanitario, evidenciando que as condi¢Bes higiénicas durante o processamento,
operacoes de limpeza, escolha de matérias-primas e condi¢des de armazenamento
ndo devem estar de acordo com as boas praticas de fabricacao.

Palavras-chave: Cosméticos. Manipulacédo. Patogenos. Qualidade.
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1 INTRODUCAO

Cosméticos sao preparacdes constituidas por substancias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema
capilar, unhas, labios, 6rgaos genitais externos, dentes e membranas mucosas da
cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar
sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom
estado, de acordo com a RDC n° 07, de 10 de Fevereiro de 2015 (BRASIL, 2015).

A industria de cosméticos constitui um dos setores mais importantes da
economia mundial. A alta cotacdo do délar e a crise econémica fizeram com que os
brasileiros optassem os produtos nacionais. No Brasil este mercado tem crescido
10% anualmente e um dos fatores para este crescimento econdmico € o interesse
da populacéo pela estética e saude da pele (PRADO, 2015). No ranking de produtos
mais procurados pela populacdo, pode-se destacar aqueles utilizados para cuidados
especiais como cremes capilares, cremes hidratantes e espumas para barbear.
Dentre os produtos de higiene pessoal temos sabonetes intimos, cremes dentais e
protetores solares (GODOY, 2017).

Na composicdo de diversos cremes com acdo hidratante disponiveis, a ureia
€ muito usada em todo o mundo, devido aos beneficios para a pele humana,
tratando de um componente significativo para o fator natural de hidratacdo da pele.
Além disso, é utilizada como agente hidratante, podendo ser empregada como
promotora de absorcdo cutanea, aumentando a penetrabilidade de outras
substéancias ativas incluidas na mesma formulacdo (PRESTES et al., 2009).

A evolucdo tecnolégica no desenvolvimento e producdo de farmacos,
cosmeéticos e fitoterapicos exige o cumprimento de diretrizes regulamentadas, a fim
de evitar e prevenir contaminacdes e assegurar a qualidade dos produtos. A garantia
da qualidade € um importante aspecto a ser considerado ao longo de todo o
processo de fabricacéo e liberacdo do produto ao consumidor (YAMAMOTO et al.,
2004).

Os cosmeéticos estdo expostos a diversas fontes de contaminacdo durante as
etapas de producédo, podendo ser oriundas do ar, matérias primas, utensilios,
acondicionamento, operadores, agua, limpeza do ambiente, embalagem ou até

mesmo do proprio consumidor. A contaminacdo microbioldgica de formulacdes



cosméticas pode alterar as caracteristicas fisico-quimicas do produto expondo o
usuario a riscos a saude e principalmente doencas de pele (CHIARI et al., 2012).

O controle de qualidade microbiolégico de formulas magistrais, entre elas
cosmeticos, produtos de higiene pessoal e medicamentos sdo de fundamental
importancia e constitui uma exigéncia crescente por parte dos consumidores e
orgdos responsaveis pela vigilancia sanitaria do pais (CAPANEMA; PALMEIRA
FILHO, 2007; MOTA; JUNIOR; CHIARI-ANDREO, 2017). Neste contexto, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige das empresas produtoras a
implantacdo das normas de boas praticas de fabricagdo, conforme as normas
técnicas estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).

A realizacdo de analises microbianas sobre os produtos farmacéuticos nao
estéreis, nos quais admite-se a presenca de carga microbiana limitada tem como
intuito averiguar a presenca ou auséncia de microrganismos patogénicos e
determinar o nUmero de microrganismos viaveis, em funcao da utilizagdo do produto,
por exemplo para uso tépico ou oral. Deve-se ressaltar que carga microbiana
elevada pode comprometer a estabilidade do produto, consequentemente, pode
haver perda da eficicia terapéutica por degradacéo do principio ativo (ANDRADE et
al., 2005).

Na producédo de cosméticos podem-se destacar alguns microrganismos como
fonte de contaminacao, sendo as principais espécies de bactérias Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e alguns fungos definidos como
bolores e leveduras. (ANDRADE et al., 2005)

Devido a importancia de se obter um produto confiavel e livre de
microrganismos patogénicos, uma alternativa seria o uso de extratos de plantas
medicinais nas quais mostraram-se eficazes contra cinco tipos de microrganismos
patogénicos, 0s quais sao: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli por difusdo em agar (KHAN et
al., 2013).

Extratos de Bergenia ciliata em agua fria mostraram-se eficazes contra o
Bacillus subtilis, agindo comparativamente ao mecanismo de inibicdo apresentado
pela Ceftriaxona e Eritromicina. Extratos de plantas como o sandalo, além de ser
utilizado como produto cosmético afim de perfumar ou, corrigir odores corporais, é

comprovadamente uma via de inibicdo bacteriana no qual pode-se incluir mais



estudos a respeito do seu efeito bacteriostatico ou bactericida quando incluso em
hidratantes corporais e aplicados na pele (KHAN et al., 2013).

O presente trabalho teve como objetivo realizar o controle de qualidade
microbiolégico de dois cremes de ureia 3% (m/m) produzidos em duas diferentes

farméacias de manipulagdo do municipio de Santos Dumont — MG.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia do Centro de
Ensino Superior de Juiz de Fora, no periodo de 17 de setembro a 5 de outubro de
2018, utilizando amostras de dois cremes contendo ureia a 3% (m/m) produzidos e
adquiridos duas diferentes farmacias de manipulacdo do municipio de Santos
Dumont — MG.

2.1 PREPARO DE MEIOS DE CULTURA E CALDOS

Para a pesquisa e contagem de bolores e leveduras foi pesado em balanca
analitica 65g de Sabouraud Dextrose Agar (Difco 7363703) e dissolvido para o
preparo de 1000 mL do meio de cultura em agua destilada.

Para a contagem do numero total de patégenos foi utilizado 40g de
TrypticSoy Agar (Difco 731075) para o preparo de 1000mL em agua destilada.

A seguir foi preparado uma solucdo estoque de tampéao fosfato pesando-se
6,89 de fosfato de potassio monobasico e dissolvido em 200mL de agua destilada.
Apods o preparo desta solucao, foi retirado uma aliquota de 5mL da mesma e diluida
em 1000 mL de agua destilada. O pH desta solucdo foi ajustado para 7,2 utilizando
hidréxido de sédio (0,1 N) e/ou acido cloridrico (0,1 N).

Para promover o enriquecimento das amostras foi preparado os caldos
TrypticSoya Broth (Bacto 7349779) contendo 15g em 500mL de agua destilada e o
caldo Mac Conkey Broth (Biograde H1A9DQO01) pesando-se 17,59 e diluindo em
500mL de agua destilada.

Posteriormente foram preparados os meios Agar Salt Mannitol (BBL 7305657)
contendo 27,759 para 250mL de &gua destilada, o meio Agar Cetrimide (Biograde

H1B3DQO01) na propor¢do de 11,33g para 250mL de agua destilada, e por fim o



meio AgarMacConkey (Biograde H1IBOAQO1) pesando-se 12,5g em 250mL de agua
destilada.

2.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Todos os materiais e solugbes utilizadas no processo de andlise das
amostras foram esterilizados em autoclave a uma temperatura de 121°C por periodo
de 15 minutos. A capela de fluxo laminar (Figura 1) onde as analises foram
realizadas foi submetida a um processo de assepsia, utilizando gaze estéril
embebido em solu¢do de élcool etilico 70%. Antes da abertura e remocdo das
amostras as superficies das embalagens também foram desinfetadas com gaze
estéril embebido em solucéo de alcool etilico a 70%.

Foram adquiridas duas amostras em duas farméacias de manipulacdo do
municipio de Santos Dumont — MG que foram identificadas como amostra “A” e
amostra “B”.

Para a tomada de ensaio, foi pesado assepticamente em balanca analitica 10
g de cada amostra no interior da capela de fluxo laminar e adicionado 90 mL de
solucéo tampao fosfato pH 7,2 para obter a diluicdo 10-1. Em seguida foi realizada a
neutralizacdo dos agentes antimicrobianos presente nas formulac¢des, que de acordo
com PINTO; KANEKO; OHARA, 2003 utiliza-se uma associa¢ao de Polissorbato 80
a 3% para inativar o conservante Nipagim contido na formulagdo da amostra “A” e
Lecitina de Soja a 0,2% acrescido de Polissorbato 80 a 3% para inativar o
conservante Fenoxetanol presente na formulacdo da amostra “B”. Para obter a
diluicdo subsequente (10? e 1073) foi retirado 1,0mL da diluicdo procedente e
adicionado em 9,0mL de solucao tampéao fosfato pH 7,2.

Para a determinacdo de niamero de microrganismos aerébios totais e Bolores
e Leveduras, seguiu-se o método Pour Plate. Foi pipetada uma aliquota de 1,0mL de
das diluicdes 107, 102 e 102 em duplicata nas placas de petri estéreis previamente
identificadas. Sobre as placas de petri foram vertidos 15 mL a 20 mL de Agar
caseina de Soja (Difco 731075) para a pesquisa de microrganismos aerobios totais e
para a pesquisa de Bolores e Leveduras utilizou-se meio de cultura Agar Sabouraud
Dextrose (Difco 7363703), ambos 0s meios de culturas estéreis e liquefeitos a uma

temperatura de aproximadamente 45 °C. Apoés a solidificacdo do meio de cultura as



placas de petri foram incubadas em estufa bacteriolégica a uma temperatura de 32,5
1+2,5°C e 22,5 +2,5°C por um periodo de 5 dias respectivamente.

FIGURA 1 - Preparo das amostras no interior da capela de fluxo laminar para iniciar a analise

Fonte: Acervo pessoal

O enriqguecimento das amostras para a pesquisa de microrganismos
patogénicos especificos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli foi realizado adicionando 1,0 g de cada amostra em potes estéreis
contendo 9,0 mL de caldo caseina de sd@ja (Bacto 7349779), que foram incubados
em estufa bacterioldgica a 32,5 +2,5°C por um periodo te tempo de 24 horas.

Apés periodo de incubacdo das amostras enriguecidas foi realizada a
semeadura em esgotamento em placa de petri contendo meio de cultura especifico
previamente identificados com o auxilio de uma al¢ca de platina 1:1000 devidamente
esterilizada.

Para pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa foi
realizada a semeadura no meio de cultura Salt Mannitol Agar (BBL 7305657), e no
meio de cultura Agar Cetrimide (Biograde H1B3DQO01) respectivamente. As placas
de petri contendo o meio de cultura foram incubadas em estufa bacterioldgica a 32,5
+2,5 °C por um periodo de 48 horas (Figura 2).



FIGURA 2 - Estufa de incubacdo com as placas estriadas para a pesquisa de Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Acervo pessoal

Para a pesquisa de Escherichia coli foi pipetado uma aliquota de 1,0 mL das
diferentes amostras enriquecidas no caldo caseina de soéja (Bacto 7349779) para
uma proporcéo de 100 mL de MacConkey Broth (Biograde HLA9DQO01) contidas em
pote estéril devidamente identificado. Os enriquecimentos foram incubados em uma
estufa bacterioldégica de 43 2,5°C por um periodo de 24 horas. Ap6s periodo de
incubagédo as amostras foram transferidas para o meio de cultura Agar MacConkey
(Biograde H1BOAQO1) com o auxilio de alca de uma algca platina 1:1000
devidamente esterilizada. As placas de petri contendo o meio de cultura foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 32,5 +2,5 °C por um periodo de 48 horas
(Figura 2).

Apés periodo de incubacdo das amostras observou-se crescimento de
colénias bacterianas no meio de cultura Agar Cetrimide especifico para a pesquisa
de Pseudomonas aeruginosa, da amostra identificada como “A”’. As colbnias
suspeitas foram submetidas a ensaios para pesquisa de patdgenos. As colbnias
foram isoladas e transferidas com o auxilio de uma al¢a de platina 1:1000 para os
meios de cultura Pseudomonas Agar P (BBL 7234328) e Pseudomonas Agar F (BBL
7425678) contidos em placas de Petri devidamente identificadas. As placas de petri
contendo as colbnias suspeitas foram incubadas em estufa bacteriologica a 32,5
12,5 °C por um periodo de 72 horas. O crescimento e a observacdo de colbnias



fluorescente de pigmento azul submetido a luz ultravioleta de 254 — 260 nm
confirmam a presenca da bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Foi realizado um terceiro teste de identificacdo de patdgeno que consiste em
isolar e transferir colonia suspeita para o meio de cultura Brain Heart Infusion (Bacto
6215467) contido em tudo de ensaio inclinado e devidamente identificado. Os tubos
de ensaio contendo o meio de cultura foram incubadas em estufa bacteriologica a
43,0 £1,5 °C por um periodo de 48 horas. A observacao de crescimento microbiano

indica a provavel presenca da bactéria Pseudomonas aerugiosa.

Para todos os testes de confirmacéo de Pseudomonas aeruginosa, foram
feitos um controle positivo para a validacéo do teste utilizando colénias ATCC 9027
do patégeno encontrado para fins de comparacao. Nas placas onde foram
encontradas colonias, foi realizada sua identificacao e os testes para confirmagéo

dos patégenos pesquisados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, as amostras foram preparadas com a inativacdo dos
conservantes. Conforme sugere a literatura (BRASIL, 2010), na elaboracdo de
amostras ndo estéreis para ensaios microbiolégicos, deve-se proceder com a
inativacdo do sistema conservante. O polissorbato 80 e a lecitina pode ser utilizado
para facilitar a dispersdo de produtos pouco sollveis em agua e também como
inativante de conservantes, tais como sais de amonio quaternario, fendis e derivados
e tensoativos anféteros, comumente empregados em diversas formulacdes
farmacéuticas, incluindo cosméticos (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados das analises microbiol6gicas
dos cremes contendo ureia a 3% (m/m). Os resultados quantitativos para a
determinacdo de niamero de microrganismos aerobios totais e Bolores e Leveduras
onde foi identificado valores do nimero total de bactéria para a amostra identificada

como “A” acima do estabelecido conforme consta na RDC n° 481 de 1999.



Tabela 1. Demonstracdo do nimero de bactérias e fungos nas amostras de

creme com ureia.

Bactérias Limite Fungos Limite
Amostra anaerobias aceitavel de | aerobios aceitavel de
(UFC/9g) bactérias (UFC/Q) fungos
aerobias aerobios
(UFC/g) (UFC/Qg)
A 4x103 1x103 - 1x103
B _ 1x10° _ 1x 108

Em relacdo a pesquisa de patdgenos nos meios de cultura seletivos, a
amostra da farméacia de manipulacéo B estava isenta de contaminacédo, ou seja, hdo
houve o crescimento de colbnias suspeitas dos patdgenos avaliados, tais como S.
aureus, P. aeruginosa e E. coli. Rosa e colaboradores (2015) avaliando a qualidade
microbiolégica de cosméticos destinados a higiene infantii (xampus e
condicionadores capilares) observaram que nenhuma das amostras analisadas, com
ou sem inativacdo de conservantes, apresentou crescimento de microrganismos
patogénicos.

No entanto, no presente estudo a amostra proveniente da farmacia A
evidenciado a contaminacdo com Pseudomonas aeruginosa (Figura 3). Apés a
observacédo da presenca do patégeno foi realizado o teste de confirmacéo utilizando
0s meios de culturas Pseudomonas Agar e Brain Heart Infusion, o que permitiu a

certificacdo da presenca de Pseudomonas aeruginosa (Figura 4) nesta amostra.

Em um estudo avaliando seis amostras de cremes hidratantes foi observado
gue todos estavam dentro do prazo de validade, porém duas amostras
apresentaram contaminacao bacteriana acima dos limites pré-estabelecidos ela
Farmacopeia Brasileira. Uma das amostras apresentou contaminagao por
Pseudomonas aeruginosa que é uma bactéria patogénica para o ser humano
(ROCHA, 2016).




FIGURA 3 - Placa com meio Agar Cetrimide contaminada com Pseudomonas aeruginosa

Fonte: Acervo pessoal

FIGURA 4 - Imagem da bactéria patogénica Pseudomonas aeruginosas (Gram-negativa) encontrada
na amostra do creme produzido pela farmacia de manipulacdo A

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Pseudomonas_aeruginosa

Andrade et al. (2005) analisaram 135 matérias-primas, incluindo agua e 106
formulagbes farmacéuticas, totalizando-se 241 amostras. Na analise das
formulacbes de bases para cremes, locdes e géis verificaram-se que das 106
formulacbes analisadas, somente 2,83% estavam em desacordo com as


http://phil.cdc.gov/phil/quicksearch.asp

especificacdes, portanto, 97,17% das amostras foram aprovadas nesta andlise
farmacéutica.

Dentre as amostras em que foram constatadas contaminacao, trés amostras
de géis, um a base carbopol, um natrosol e um gel manipulado. Bastonetes gram-
positivos ndo fermentadores de lactose foram encontrados nessas amostras, 0S
quais podem estar relacionados a contaminagdo ambiental ou serem provenientes
de materiais, da agua utilizada ou de pessoal ndo paramentado (ANDRADE et al.,
2005).

A qualidade microbiolégica de produtos para uso tépico também foi avaliada
por Schwarb et al. (2001), que detectaram a contaminag&o por agentes causadores
de micoses, como Paecilomyces lilacinus.

Um fator que deve ser avaliado quanto a prevencdo da contaminacéo
microbiana € o armazenamento da agua purificada, uma vez que esta € altamente
susceptivel ao desenvolvimento de microrganismos. Desta forma, quanto maior for o
periodo de armazenamento, maior a possibilidade de ocorrer contaminacao
(ANDRADE, 2005).

A contaminacdo microbiana prejudica o consumidor e o produto, e ocasiona
prejuizos para as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia. Mesmo que os
produtos apresentem em suas composicdes conservantes que previnem o
crescimento microbiano, elevadas quantidades de microrganismos podem degradar
a acao conservante, comprometendo a qualidade e a seguranca do produto
(SAFAR, 2012).

Além disso, produtos contaminados representam risco de infeccdo em
pacientes imunocomprometidos. Portanto, é fundamental evitar esta contaminacao,
incluindo cuidados, além da matéria-prima, com o0s ambientes, superficies e

pessoas, e com 0S equipamentos nas areas de producdo (YAMAMOTO et al., 2000).

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que o creme de ureia a
3% (m/m) proveniente da farmacia de manipulagcdo B se apresentou dentro dos
padrbes estabelecidos pela legislagdo vigente com relacdo as bactérias do grupo
dos Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, bolores e

leveduras.



No entanto, as amostras da farmécia A apresentaram valores acima do
permitido para Pseudomonas aeruginosa. Com os resultados obtidos na amostra
contaminada sugere que sejam realizados controle de qualidade em todas as etapas

de fabricac&o do produto para que ndo se tenha contaminacao.

CONTROL OF MICROBIOLOGICAL QUALITY OF CREMES CONTAINING UREIA
PRODUCED IN PHARMACY MAGISTRAL OF THE MUNICIPALITY OF SANTOS
DUMONT - MG

ABSTRACT

Cosmetics are preparations consisting of natural or synthetic substances, for external
use in various parts of the human body. During the production process of these
products the control of the microbial contamination is of fundamental importance,
being related to the Public Health, the quality and the stability of the product. Due to
the large number of microorganisms that may be present in the master formulations,
contamination must be avoided throughout the manufacturing process. Therefore,
the safe and effective use of cosmetics involves microbiological analysis of the
product, preliminary step to reach a quality standard. In this sense, the present work
had the objective of performing the microbiological quality control of 3% urea creams
(m / m) produced in two different handling pharmacies in the municipality of Santos
Dumont - MG. The analyzes were carried out in the Laboratory of Microbiology of the
Center of Higher Education of Juiz de Fora, from September 17 to October 5, 2018.
Two samples of cream containing 3% urea (m / m), for counting and total number of
mesophilic microorganisms and molds and yeasts. In order to investigate pathogens
in the selective culture media, the sample from the manipulation pharmacy B was
free of contamination, that is, there was no growth of suspected colonies of the
evaluated microorganisms such as E. coli, S. aureus and P. aeruginosa. However,
the presence of P. aeruginosa was confirmed in the sample from the manipulation
pharmacy A. The results suggest a lack of sanitary control, evidencing that hygienic
conditions during processing, cleaning operations, choice of raw materials and
storage conditions should not be in accordance with good manufacturing practices.

Keywords: Cosmetics. Manipulation. Pathogens. Quality.
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