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RESUMO

SOARES, Monica Porto Maia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013. Avaliacdo da eficiéncia de sabonetes com triclosan sobre
suspensdes bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus
aplicadas sobre a superficie das maos de voluntarios. Orientador: Nélio
José de Andrade. Coorientadores: José Benicio Paes Chaves e Ana Clarissa
dos Santos Pires.

Testes para avaliagdo de sabonetes antissépticos sao fundamentais
para comprovacdo de eficiencia dos diferentes sabonetes disponiveis no
mercado, além de constituirem uma orientacdo segura na escolha daqueles
destinados aos procedimentos de higienizacdo nas mais diversas areas. Neste
estudo foram analisadas cinco marcas de sabonetes liquidos antissépticos
contendo triclosan na concentracdo de 0,5 % (m/m) e um sabonete liquido
neutro para avaliar a real necessidade de se utilizar produtos com acao
antimicrobiana em industrias, hospitais e residéncias. Foram realizadas as
seguintes etapas: 1) avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas dos
sabonetes; Il) avaliacdo do teor de triclosan nos sabonetes antissépticos; Il)
avaliacdo da atividade bacteriostatica/bactericida do triclosan a 0,5 % (m/v)
sobre suspensdes bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus;
IV) avaliacao da eficiéncia dos sabonetes sobre suspensfes bacterianas de E.
coli e S. aureus por meio do teste de inibicdo da multiplicagdo microbiana por
difusdo em agar; e V) avaliacdo da eficiéncia dos sabonetes sobre suspensdes
bacterianas de E. coli e S. aureus em condi¢des reais, usando voluntarios, em
condicdes padronizadas. Os valores encontrados tanto para viscosidade
guanto para tensdao interfacial dos sabonetes diferiram muito, variando de 268 a
793 centistokes e de 14,42 a 26,89 mN/m, respectivamente, o que
provavelmente ocorreu devido as suas diferentes formulacdes. O pH variou de
5,95 a 7,07, tendo apenas o sabonete neutro se aproximado do pH fisiolégico
da pele (4,2 a 5,9). A densidade entre os sabonetes variou pouco, de 1,0131 a
1,0233 g/mL, apesar de as formulagbes serem diferentes. Apenas um dos
sabonetes antissépticos apresentou teor de triclosan abaixo do especificado no
rotulo da embalagem. Nas condi¢bes deste experimento, o triclosan a 0,5 %
(m/v) apresentou efeito bactericida e ndo bacteriostatico sobre os micro-

organismos E. coli e S. aureus. A bactéria gram-negativa E. coli foi menos



sensivel & acdo dos sabonetes do que a bactéria gram-positiva S. aureus no
teste de inibicdo da multiplicagdo microbiana por difusdo em agar, o que
provavelmente ocorreu devido a diferenca entre a parede celular de ambas as
bactérias. No teste utilizando voluntarios ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os efeitos dos seis sabonetes (1 a 6) para as duas bactérias em
estudo, o que indica que o uso de sabonetes liquidos contendo triclosan nao é
necessario no processo de lavagem das maos. A capacidade de recuperacao
das bactérias E. coli e S. aureus das méos dos voluntarios foi diferente no teste
de adesdo. A recuperacdo de E. coli atingiu média de 4,36 log UFC/méao,
enguanto para S. aureus esse valor foi de 5,66 log UFC/méao. Considerando
que foram adicionados entre 8-9 log de UFC/mL as maos dos voluntarios e que
o procedimento de remocdo desses micro-organismos estava muito bem
padronizado, pode-se afirmar que E. coli foi a espécie mais dificil de ser

removida, ou seja, a que aderiu mais fortemente as maos.



ABSTRACT

SOARES, Monica Porto Maia, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2013. Evaluation of the efficiency of soaps containing triclosan
on bacterial suspensions of Escherichia coli and Staphylococcus aureus
applied on the surface of the hands of volunteers. Adviser: Nélio José de
Andrade. Co-advisers: José Benicio Paes Chaves and Ana Clarissa dos Santos
Pires.

Tests for evaluating antiseptic products are essential for proving
efficiency of different products on the market as well as being a safe choice in
the products used for hygiene procedures in several areas. For this study, we
analyzed five brands of antiseptic liquid soaps containing triclosan at a
concentration of 0,5 % (m/m) and a neutral liquid soap to assess the real need
to use products with antimicrobial activity in industries, hospitals and homes.
The following steps were performed: 1) evaluation of physico-chemical
characteristics of soaps; ii) evaluation of the level of triclosan in the antiseptic
soaps; lll) evaluation of the bacteriostatic/bactericidal activity of triclosan 0,5 %
(m/v) on bacterial suspensions of Escherichia coli and Staphylococcus aureus;
IV) evaluation of the efficiency of the soaps on bacterial suspensions of E. coli
and S. aureus by testing inhibition of microbial growth by agar diffusion; v)
evaluation of the efficiency of the soaps on bacterial suspensions of E. coli and
S. aureus in real conditions, using volunteers, under standard conditions. The
values found for both viscosity and for the interfacial tension of the soap differed
greatly, ranging from 268 to 793 centistokes and 14,42 to 26,89 mN/m,
respectively. This is probably due to their different formulations. The pH varied
from 5,95 to 7,07, were only the neutral soap approached the physiological pH
of the skin (4,2 to 5,9). The density varied little among soaps, from 1,0131 to
1,0233, despite being different formulations. Only one of the antiseptic soaps
presented triclosan content below specified on the label. In this experiment
conditions, triclosan 0,5 % (m/v) possessed no bacteriostatic effect, only
bactericidal effect on micro-organisms E. coli and S. aureus. The gram-negative
bacterium E. coli was less sensitive to the action of soaps than the gram-
positive S. aureus on the microbial inhibition multiplication test by agar diffusion.
This is probably due to the differences in cell wall of both bacteria. In the test
using volunteers there was no significant difference (p> 0,05) among soaps (1

to 6) for both bacteria under study, indicating that the use of liquid soaps

Xi



containing triclosan is not necessary in the process of washing hands. The
recoverability of pathogenic micro-organisms from hands of volunteers was
different in the adhesion test. The number of E. coli reached average 4,36 log
CFU/hand while for S. aureus that value was 5,66 log CFU/hand. Whereas
were added between 8-9 log CFU/mL to the hands of volunteers and that the
procedure for removal of these micro-organisms was very well standardized, it
can be stated that the E. coli was the most difficult to be removed, ie the more

strongly adhered to hands.
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1. INTRODUCAO

Praticas higiénicas eficientes sdo necessarias em todas as etapas da cadeia
produtiva dos alimentos. Nas industrias, a higienizacdo inclui as etapas de
limpeza e sanitizacdo das superficies de alimentos, dos ambientes de
processamento, dos equipamentos, dos utensilios, dos manipuladores e do ar
das areas de processamento (ANDRADE, 2008).

A higienizacdo € dividida em duas etapas: limpeza e sanitizacdo. A
limpeza tem como objetivo a remocdo de residuos organicos e minerais,
enquanto a sanitizagdo tem como objetivo eliminar micro-organismos
patogénicos e reduzir micro-organismos deterioradores para niveis seguros. Na
primeira etapa utilizam-se agentes detergentes e na segunda, agentes
sanitizantes.

Durante sua elaboracdo os alimentos sdo expostos a uma série de
perigos, que podem estar relacionados a praticas inadequadas de
processamento e/ou manipulacdo. A assepsia das maos de manipuladores €&
uma das mais importantes etapas que influencia a qualidade microbiologica
dos alimentos produzidos, uma vez que as maos podem apresentar micro-
organismos deteriorantes e patogénicos, que precisam ser removidos a fim de
evitar sua veiculacdo aos alimentos, o que prejudica sua vida de prateleira ou
oferece riscos potenciais aos consumidores (LITZ, 2007).

A importancia da transmissdo de micro-organismos que provocam
doencas infecciosas pelas maos de manipuladores foi demonstrada ha 120
anos por Semmelweis, mas foi Price, em 1938, quem realmente estudou os
tipos de bactérias na pele, classificando-as em "residentes e transientes”. Os

micro-organismos transientes sdo representados principalmente pelas
1



bactérias gram-negativas. Essa microbiota pode conter diferentes micro-
organismos patogénicos, como Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter,
Salmonella, Shigella e Escherichia coli. Essas bactérias sado adquiridas por
contato com outras pessoas, com objetos do ambiente e de outras areas, como
mucosa nasal e trato gastrintestinal. Geralmente néo estédo firmemente fixadas
na pele, permanecendo nela por curto tempo, sendo facilmente removidas pela
lavagem correta das maos com bons detergentes. Espera-se de um bom
detergente que ele apresente caracteristicas como saponificacéo,
emulsificacdo, molhagem, penetracdo, capacidade de diminuir a tensao
superficial e capacidade de controlar depdsitos minerais, que possua pH
proximo ao fisioldgico da pele, que tenha baixo custo, que seja seguro para 0s
manipuladores, dentre outras (ANDRADE, 2008). Os micro-organismos
residentes, a maioria gram-positiva, encontram-se em equilibrio dinamico como
parasitas ou saprofitas na pele, embora 10 a 20 % da microbiota esteja
concentrada nas reentrancias, onde os lipidios e o epitélio dificultam a sua
remocao. Em muitas pessoas, Staphylococcus sp. torna-se parte importante da
microbiota residente, e devido a patogenicidade de algumas estirpes e a
capacidade de produzir enterotoxinas sua eliminacdo € de grande interesse
nos procedimentos de lavagem das maos (HARRY’S, 1982; JAWETZ, 2000).

Em servigcos de alimentacéo € importante verificar se a manipulacdo dos
alimentos é realizada com as maos nuas ou se sao utilizados utensilios, papel
encerado ou luvas plasticas descartaveis. Também devem ser examinados 0s
funcionarios que tém feridas ou outras lesbes infectadas, ndo permitindo que
manipulem alimentos. E importante que os funcionarios sejam instruidos a
lavar suas maos antes de iniciar o trabalho ou apés usar o banheiro, tossir,
espirrar, assoar 0 nariz ou tocar em ferimentos e curativos e, finalmente, deve-
se exigir que o estabelecimento seja provido de pias, sabonetes, toalhas e
agua quente para facilitar a higiene pessoal (BRYAN, 1981).

Tradicionalmente, as medidas de controle incluem implementacdo de
técnicas de lavagem das maos, detergentes adequados e treinamento e
conscientizacdo dos profissionais envolvidos no preparo, no armazenamento e
na distribuicdo de alimentos.

A higienizacdo deve ser avaliada periodicamente, para garantir a pro-
ducéo de alimentos seguros, devendo-se adotar medidas corretivas em casos

de desvios desses procedimentos. Atualmente ndo existe legislacédo especifica
2



referente as condi¢des higiénicas satisfatorias de manipuladores de alimentos.
Os resultados dos testes podem ser comparados com as especificacées ou as
recomendacgfes de 6rgdos oficiais ou de entidades cientificas conceituadas,
como a Associacdo Americana de Saude Publica (AASP), a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) e a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS).
Dependendo dos resultados, mantém-se as técnicas de higienizacdo adotadas
ou sdo tomadas medidas corretivas (ANDRADE, 2008).

Algumas industrias podem optar pelo uso de sabonetes antimicrobianos,
visando reduzir ainda mais a microbiota nas maos dos manipuladores. Esses
tipos de produtos devem seguir as normas da Portaria n° 15, de 23 de agosto
de 1988 (ANVISA/MS), e outras que a complementam, que tém como objetivo
definir, classificar, regulamentar os parametros para registro e 0s requisitos
para a rotulagem, bem como estabelecer o ambito de emprego dos saneantes
domissanitarios com finalidade antimicrobiana. Um dos itens dessa norma se
refere a comprovacao da eficacia dos produtos, ou seja, verificar sua atividade

antimicrobiana, teste que é de extrema importancia.

1.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a eficiéncia de sabonetes
antissépticos contendo como principio ativo triclosan, na concentracdao de 0,5
% (m/m), sobre suspensdes bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus

aureus aplicadas na superficie das méaos de voluntarios em laboratorio.

1.1.1. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos sabonetes.

e Avaliar o teor de triclosan nos sabonetes antissépticos.

e Avaliar a atividade bacteriostatica/bactericida do triclosan a 0,5 % (m/v)
sobre suspensfes bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus

aureus.



Avaliar a capacidade de adesdo dos micro-organismos nas maos dos
voluntarios.

Avaliar a eficiéncia dos sabonetes sobre suspensdes bacterianas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus por meio do teste de inibicdo
da multiplicacdo microbiana por difusdo em agar.

Avaliar a eficiéncia dos sabonetes sobre suspensdes bacterianas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus em condi¢cdes reais, usando

voluntarios, em condi¢des padronizadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana de produtos

sanitizantes

Existem varios métodos para avaliar a atividade antimicrobiana de
produtos sanitizantes, os quais podem ser classificados em dois grupos: o0s
testes preliminares ou in vitro e os testes praticos ou em condi¢cbes de uso
simulado.

A técnica de difusdo em &gar € um método in vitro que avalia a
capacidade de um dado micro-organismo multiplicar-se na presenca de um
antimicrobiano, aplicado no interior de um cilindro ou disco sobre uma camada
de agar, ou de um orificio padronizado no 4gar em uma placa de Petri. O
antimicrobiano se difunde no agar e o micro-organismo cresce a partir do ponto
de aplicacdo, formando um halo de inibicdo ao seu redor. Esse halo é
determinado em milimetros, com o auxilio de um paquimetro (ESMERINO et
al., 2005). A aplicacdo do método de difusdo se limita a micro-organismos de
crescimento rapido, sendo eles aerdbios ou aerébios facultativos (OSTROSKY
et al., 2008).

O método é amplamente utilizado para avaliar o efeito antimicrobiano de
varias substancias. Entretanto, ao utilizar esse método varios fatores podem se
tornar fontes de erro, como composicao, preparagcao incorreta e espessura do
meio de cultura; densidade do inéculo incorreta; uso de swab com excesso de
caldo para inoculacdo das placas; temperatura e tempo de incubacéo

inadequados; interacbes entre o antimicrobiano e o0 meio de cultura; leitura



prematura; erro na medida das zonas de inibicdo; ou o uso de culturas mistas
ou contaminadas (ANDRADE, 2008; FERNANDES, 2010).

Nos testes em uso simulado, as condigcbes de processamento na
industria de alimentos séo transferidas para o laboratorio. Para isso, muitas
vezes é necessario desenvolver metodologias e equipamentos para simular as
diversas condicdes dos procedimentos de higienizagdo e dos usos dos
sanitizantes. Esses testes sdo mais trabalhosos e exigem criatividade, e todas
as condicbes devem ser muito bem definidas. Em 1982, Scheusner inoculou
Staphylococcus aureus e esporos de Bacillus subtilis em bandejas de fibra de
vidro contendo residuos de carne, leite e cereais. Ap0s a adesao, as bandejas
foram submetidas a sanitizacdo pelos métodos spray, de imersdo e de
enxague. Em seguida, foram imersas em solucdo neutralizante, sendo os
micro-organismos recuperados com o uso de swab e enumerados em meios de
cultura apropriados. Segundo o autor, o teste reproduziu as condigdes reais de
higienizag&o e avaliou a resisténcia do micro-organismo a acao do sanitizante e
a eficiéncia do processo de higienizacdo (ANDRADE, 2008).

Existem varios métodos para testar o efeito de produtos sanitizantes
utilizados na higienizagéo das méos. Um deles envolve a aplicagdo de culturas
puras de micro-organismos em estudo nas maos de voluntarios, com posterior
exposicdo aos produtos sanitizantes. Esse método é til para testar o
desempenho de produtos utilizados rotineiramente na higiene das maos
(ROTTER et al., 2009).

O processo de sanitizagdo das maos visa prevenir a veiculacdo de
possiveis micro-organismos alteradores ou patogénicos do alimento nao
processado ou de um ambiente sanitariamente desfavoravel, para alimentos
em processamento.

Os meétodos para avaliacdo da eficiéncia de produtos antissépticos
utilizados nas maos devem ser adaptados a realidade da analise, de modo a
reproduzir prontamente as condicdes verdadeiras de uso do produto
(CARDOSO, 1993).



2.2. Sabonetes bactericidas

De acordo com a legislacdo vigente, cosméticos, produtos de higiene e
perfumes “sao preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas,
de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar,
unhas, labios, érgdos genitais externos, dentes e membranas mucosas da
cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpéa-los, perfuma-los,
alterar sua aparéncia e, ou corrigir odores corporais, € ou protegé-los ou
manté-los em bom estado” (BRASIL, 2004).

Existem vérios tipos e formas de sabdo: em barra, em pg, liquido e em
escamas. O sabonete € um tipo de sabdo em barra destinado a limpeza
corporal, fornecendo acédo detergente a agua na qual se dissolve durante o
uso. E conhecido ha mais de 4.000 anos, sendo o produto de higiene mais
antigo utilizado pelo homem (BONADEO, 1963; DRAELOS, 1999).

Quimicamente, os sabonetes sdo constituidos por sais alcalinos de
acidos graxos com propriedades detergentes, sendo resultantes da
saponificacdo entre um produto alcalino com acidos graxos superiores e seus
glicerideos. De acordo com o produto alcalino empregado, podem-se obter
sabonetes sdlidos ou liquidos (PEYREFITTE et al., 1998; DRAELOS, 1999;
HERNANDEZ et al., 1999).

Os triglicerideos podem ser de origem animal ou vegetal. Além dos
triglicerideos a serem saponificados, os sabonetes podem conter umectantes,
opacificantes, corantes, perfumes, antioxidantes e antissépticos (FONSECA,
1993; PEYREFITTE et al., 1998; HERNANDEZ et al., 1999).

O primeiro sabao liquido antibacteriano foi lancado em 1987 e continha
triclosan como agente ativo (LUNDMARK, 1992).

Haas et al. (2005) afirmaram que produtos topicos para as maos
contendo antimicrobianos tém sido cada vez mais utilizados pelo publico em
geral e que sabdes com agentes antimicrobianos sdo mais eficazes que

sabonetes neutros.



2.3. Produtos antissépticos

A palavra sepsis vem do grego seps e significa putrido. Refere-se a
contaminagao por micro-organismos e € 0 passo inicial para septicemia. Desta
forma, antisséptico significa contra infeccdo (ALCAMO, 2001).

A antissepsia € um processo de desinfeccdo em que geralmente sdo
empregadas substancias quimicas. Estas substancias devem destruir ou inibir
0S micro-organismos nocivos na forma vegetativa, ndo formadores de esporos
em tecidos vivos, pele e mucosas (TORTORA et al., 2005; TRABULSI, 2005).

Em geral os antissépticos sdo substancias bactericidas, mas
ocasionalmente podem ser bacteriostaticos, com baixa causticidade e
hipoalergenicidade, destinados a aplicagcdes em pele e mucosa, podendo estar
incorporados em sabbes e impregnados em cateteres (BRASIL, 2000;
ALCAMO, 2001; IMBERT et al., 2003).

Os antissépticos devem atender aos seguintes requisitos: ter amplo
espectro de acdo antimicrobiana; ter acao rapida; ter efeito residual cumulativo;
ter baixa ou nenhuma toxicidade; ndo possuir absorcéo sistémica; ndo causar
hipersensibilidade, ressecamento, manchas, irritacdo, corrosdo ou fissuras;
possuir odor agradavel ou ausente; ter boa solubilidade; ter adequada
estabilidade quimica, para impedir sua decomposicao por efeito da luz e calor;
e ser de baixo custo e de veiculagdo funcional em dispensadores ou
embalagens de pronto uso (BRASIL, 2008).

O uso de sabonetes antissépticos na higienizacdo das maos de
manipuladores de alimentos tem gerado grande interesse, devido a sua

capacidade de reduzir a populacédo microbiana nas maos.

2.4. Triclosan

Triclosan (Figura 1) é um antimicrobiano adicionado a muitos produtos
de consumo para reduzir ou evitar a multiplicacdo bacteriana. Pode ser usado
em produtos como roupas, utensilios de cozinha, méveis e brinquedos.
Também pode ser adicionado a sabdes antibacterianos, a cremes dentais e a
alguns cosméticos - produtos regulados pela Food and Drug Administration
(FDA) EUA (FDA, 2010). O triclosan tem sido utilizado para controlar a

bY

propagacdo de Staphylococcus aureus (MRSA) resistente a meticilina em
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ambientes clinicos (BRADY et al., 1990; ZAFAR et al., 1995; JONES et al.,
2000; COIA et al., 2006); em procedimentos pré-operatorios, para limpeza da
pele (BRADY et al.,, 1990; COIA et al., 2006); e em suturas cirdrgicas, para
prevenir a contaminacao do ferimento (MING et al., 2007).

OH Cl

Cl Cl
Fonte: BESTER (2005); LINDSTROM et al. (2002)

Figura 1 - Estrutura molecular do triclosan (2,4,4’-tricloro-2’-hidroxidifenil-éter).

Sua acédo antimicrobiana esté relacionada a sua capacidade de bloquear
a sintese de acidos graxos por meio de inibicdo enzimatica, impedindo a
multiplicacdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos
filamentosos e leveduras. Estudos tém indicado que o mecanismo de acéo do
triclosan sobre o0s micro-organismos € baseado na inibicdo competitiva do
enoil-acil transportador da proteina redutase, um componente na via de
biossintese de lipideos (VERMEIREN et al., 2002).

Garcia-Godoy et al. (1990) realizaram um estudo com 108 adultos do
sexo masculino e feminino, durante sete meses, para testar o efeito de um
creme dental contendo 0,3 % de triclosan e 2 % de um copolimero de &cido
maleico e metoxietileno na formacdo da placa e da gengivite, comparando-o
com um dentifricio placebo. Os autores concluiram que o uso do dentifricio
contendo triclosan e copolimero reduziu a formacéo de depositos de placa e
gengivite supragengival a um grau muito significativo, sem quaisquer manchas
extrinsecas observadas, em comparacao com o dentifricio placebo.

Zafar et al. (1995) estudaram o uso de 0,3 % de triclosan (Bacti-Stat)
para erradicar uma epidemia de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) em um bercario neonatal. Uma vez estabelecido, esse micro-
organismo tem se revelado dificil de erradicar, apesar das medidas intensivas
de controle de infec¢cdo. O estudo descreve a infecgcdo nosocomial por MRSA

de 22 criancas do sexo masculino em um bercario neonatal durante um periodo



de sete meses e os procedimentos de controle da infec¢do utilizando 0,3 % de
triclosan, que efetivamente controlou o surto.

Um estudo recente realizado por pesquisadores americanos mostrou
que o triclosan pode ser mais nocivo do que benéfico. Constatou-se que ele
afetou a funcéo cardiaca dos ratos pesquisados, enquanto 0s pequenos peixes
mostraram reducdo na capacidade de nadar depois de sete dias de exposicao
aos agentes bactericidas. Os animais foram submetidos a doses de triclosan
similares as que sdo expostos seres humanos no cotidiano
(CHEREDNICHENKO et al., 2012).

Em relacéo a toxicidade, Paul et al. (2012) estudaram o0 mecanismo de
acdo pelo qual o triclosan diminui a concentragdo do hormonio T4 (tiroxina)
circulante. Fémeas de ratos Long-Evans prenhas foram tratadas com triclosan,
e apos analises os autores observaram diminuicdo de 30 % no horménio T4,
enquanto houve aumento na atividade hepética. Esses resultados apoiam a
hipétese de que o triclosan € responsavel pelo desenvolvimento de
hipotiroxinemia, resultante do aumento do catabolismo hepatico.

Bedoux et al. (2012) estudaram a ocorréncia, toxicidade e degradacao
do triclosan no meio ambiente. Por estar presente em diversos produtos, como
sabonetes, cremes dentais, desodorantes, entre outros, o triclosan chega as
estacdes de tratamento de esgoto, onde pode ser transformado em compostos
potencialmente mais téxicos apos a cloracdo, metilacdo ou foto-oxidacdo. Os
autores acreditam que 0 uso excessivo do triclosan pode aumentar o risco de
aparecerem bactérias resistentes a ele, além da selecdo de estirpes
resistentes.

A exposicdo de seres humanos ao triclosan pode ocorrer pela ingestao
de pasta de dente, antissépticos bucais e outros dentifricios, mediante o
contato da pele com produtos de consumo contendo a substancia ou por meio
da ingestdo de alimentos e agua potavel contaminados. Outra forma de
exposicdo € por meio da inalagdo e do contato com a pele em locais onde o
produto é produzido ou usado (HSDB, 2004).

De acordo com o Food and Drug Administration (FDA), o triclosan néao é
conhecido por ser perigoso para seres humanos. Apesar de alguns estudos
demonstrarem o efeito toxicoldgico do triclosan em animais, esses resultados

nem sempre podem prever seus efeitos em seres humanos. No momento, o
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FDA afirma n&o ter provas suficientes de seguranca para recomendar ao
consumidor n&o utilizar produtos contendo triclosan (FDA, 2010).

Em 1998, na Unido Europeia, a empresa Ciba Inc. entrou com um
pedido para utilizacdo do triclosan como aditivo na producdo de materiais e
objetos de plastico destinados a entrar em contato com alimentos. Ela
conseguiu que ele fosse incluido na lista provisoria de aditivos. Em 2004, a
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos concluiu que a utilizac&o
solicitada do triclosan poderia ser aceita desde que a substancia ndo migrasse
para os alimentos em nivel superior a 5 mg/kg de alimento. Em 2009, a
empresa Ciba Inc. informou & Comiss@o sua decisdo de retirar o pedido; a
empresa deixou de considerar adequada a utilizagdo da substancia em
materiais plasticos destinados a entrar em contato com alimentos. Assim, em
2010 o triclosan foi removido da lista proviséria de aditivos. Foi introduzido um
periodo de transicdo para a comercializacdo de materiais e objetos de plastico
que continham essa substancia. Os materiais e objetos de plastico fabricados
com triclosan e colocados no mercado antes de 1 de novembro de 2010
poderiam continuar a ser comercializados até 1 de novembro de 2011, nas

condicdes previstas na legislacdo nacional (UNIAO EUROPEIA, 2010).

2.5. Micro-organismos: Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Entre os micro-organismos comumente encontrados nas maos de
manipuladores destacam-se Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

E. coli estd incluida no grupo dos coliformes totais e no grupo dos
coliformes termotolerantes. Seu habitat é o trato intestinal de animais de
sangue quente, embora possa ser introduzido nos alimentos por fontes nao
fecais. Sdo bastonetes gram-negativos, ndo esporulados, que fermentam a
lactose dentro de 48 h (JAY, 2005).

Com base nas caracteristicas das doencas, no efeito em certas culturas
de células e nos grupos sorologicos, sdo reconhecidos cinco grupos
soroldgicos de E. coli virulentos: E. coli enteroagregativas (EaggEC); E. coli
entero-hemorragica (EHEC), também conhecida como O157:H7; E. coli
enteroinvasiva (EIEC); E. coli enteropatogénica (EPEC); e E. coli
enterotoxigénica (ETEC) (JAY, 2005).

Em 2006 ocorreu um surto causado por E. coli O157:H7 em espinafre
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nos Estados Unidos, afetando varios estados. No total, 205 pessoas foram
infectadas e trés morreram (FDA, 2007).

Em 22 de maio de 2011, a Alemanha notificou o Sistema de Alerta
Antecipado e Resposta da Comunidade Europeia (EWRS), relatando um
aumento significativo no numero de pacientes com diarreia sanguinolenta
causada por uma cepa rara de E. coli. Apds investigacdes epidemiolégicas e
da cadeia produtiva, concluiu-se que a origem dos surtos estava em brotos,
incluindo feno-grego, feijao, lentilhas e alfafa, produzidos em uma fazenda na
Baixa Saxo6nia, ao sul de Hamburgo (BRASIL, 2011a, 2011b).

S. aureus geralmente habita a mucosa nasal, a partir da qual pode
contaminar as maos, portanto qualquer alimento manipulado pode ser
contaminado (TORTORA, 2005). Esse micro-organismo € um dos mais
frequentes patégenos de origem alimentar encontrado em plantas de
processamento de alimentos, podendo aderir-se na superficie de equipamentos
e formar biofilme (PASTORIZA et al., 2002).

Essa bactéria se apresenta como cocos gram-positivos, imoveis,
medindo de 0,5 a 1,0 um, agrupando-se em massas irregulares que lembram
cachos de uvas. Sao anaerdébios facultativos, mesofilos, com temperatura 6tima
de multiplicagéo em torno de 30 a 37 °C (WILLIAMS & WILKINS, 1994). Pode
multiplicar-se em concentracdes de 7 a 10 % de NaCl, e algumas linhagens
podem crescer em até 20 %. A concentracdo maxima que permite multiplicacao
depende de outros parametros, como temperatura, pH, atividade de agua (ay)
e potencial de oxirreducéo (Eh). Considerando o pH, pode multiplicar-se entre
4,0 e 9,8, mas sua faixa 6tima esta entre 6,0 e 7,0. Em relacdo a a,, 0S
estafilococos sdo o0s Unicos organismos capazes de crescer em valores
menores que outras bactérias ndo halofilicas. O crescimento foi demonstrado
com valores abaixo de 0,83 sob condicbes ideais, embora 0,86 seja
normalmente reconhecido como valor minimo de a, para multiplicacdo (JAY,
2005).

S. aureus produz varias toxinas que contribuem para a patogenicidade
da bactéria, aumentando sua habilidade de invadir o corpo e danificar tecidos.
Ele produz a toxina responséavel pela sindrome do choque toxico, uma doenca
grave caracterizada por febre alta e vomitos, algumas vezes ocasionando a

morte. Produz também uma enterotoxina que causa vomitos e nausea quando
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ingerida; esta é uma das causas mais comuns da intoxicagcdo alimentar
(TORTORA, 2005).

Em marco de 1994 ocorreu um surto envolvendo S. aureus na cidade de
Santa Barbara D'Oeste - SP (Brasil). O alimento envolvido foi um bolo
recheado e confeitado (PASSOS & KUAYE, 1996).

Entre dezembro de 2001 e abril de 2003 foram relatados oito surtos
envolvendo S. aureus na regido de Séo José do Rio Preto — SP. Produtos de
confeitaria, como doces e salgados, foram os alimentos implicados. Segundo
0s inquéritos epidemioldgicos, o numero total de individuos afetados foi 52 e de
hospitalizados, sete (PERESI et al., 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Higiene Industrial e
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa — Minas Gerais, no Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica e Farmacotécnica da Faminas - Faculdade de Minas,
Muriaé — Minas Gerias e no Laboratério Ecolyzer, Sdo Paulo — Sao Paulo.

3.1. Produtos testados

Duas amostras (A e B) do mesmo lote de cada uma das seis marcas de
sabonetes liquidos foram testadas. As amostras foram coletadas
imediatamente antes da realizacdo de cada analise, exceto para as analises de
viscosidade e avaliacdo do teor de triclosan nos sabonetes antissépticos, em
que as amostras foram coletadas e enviadas para laboratérios localizados nas
cidades de Muriaé e Sao Paulo, respectivamente, para posterior analise.

Os sabonetes antissépticos de todas as cinco marcas (1 a 5) possuem
como principio ativo o triclosan na concentracdo de 0,5 % (m/m), conforme
declaracéo de rotulo, enquanto o neutro (6) é ausente do principio ativo.

As formulagbes de todos os sabonetes liquidos estudados séo
diferentes. Na Tabela 1, é apresentada a composi¢do dos sabonetes conforme
informacdes dos fabricantes. A concentracdo das matérias-primas utilizadas

nao foi informada.
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Tabela 1 — Composicéo dos sabonetes liquidos e suas respectivas funcoes.

1 2 3 4 5 6 Funcéo
Agua Agua Agua Agua Agua Agua Veiculo
Corante Corante - Corante - - Cor

Cocoamido Propil Betaina

Tensoativo Anfétero

Cocoamido DEA

Cocoamido DEA

Cocoamido DEA

Cocoamido DEA e MEA

Cocoamido DEA

Tensoativo Nao-ionico

Triclosan

Triclosan

Triclosan

Triclosan

Triclosan

Antimicrobiano

Glicerina

Glicerina

Umectante/Solvente

Lauril Sulfato de Sédio

Lauril Sulfato de Sédio

Lauril Sulfato de Sédio

Lauril Sulfato de Sédio

Lauril Sulfato de Sédio

Lauril Sulfato de Sédio

Tensoativo Anionico

Tetrasodio EDTA

Tetras6dio EDTA

Dis6dio EDTA

Diso6dio EDTA

Diso6dio EDTA

Disodio EDTA

Quelante

Acido Citrico

Acido Citrico

Acido Citrico

Acido Citrico

Acido Citrico

Corretor de pH

Cloreto de Sédio

Cloreto de Sédio

Cloreto de Sédio

Cloreto de Sédio

Cloreto de Sédio

Cloreto de Sédio

Ajustador de Viscosidade

Alcool

Solvente/Conservante

Propileno Glicol

Propileno Glicol

Propileno Glicol

Umectante

Hidréxido de Sédio

Corretor de pH

Foeniculum Vulgare Parfum

Fragrancia

Glicol Estearato

Estabilizante/Opacificante

Glicol Distearato

Espessante/Doador de Viscosidade

Conservantes

Conservantes

Antimicrobiano

Citrato de Sédio

Corretor de pH

Fosfato de Sédio

Estabilizante

Acido Fosférico

Corretor de pH

- ndo contém

15




3.2. Andlises fisico-quimicas dos sabonetes

3.2.1. Viscosidade dos sabonetes

A analise de viscosidade foi feita no Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica e
Farmacotécnica da Faminas - Faculdade de Minas, Muriaé — Minas Gerias.
Duas amostras de 200 mL cada de cada sabonete foi enviada ao laboratorio.

A viscosidade foi medida em um viscosimetro de efluxo, modelo tipo
Ford de aco inoxidavel com bicos numero 4 e 5 da marca Sppencer®,
comercializado pela Hipperquimica, no qual a viscosidade esta relacionada
com o tempo de esvaziamento de um copo de volume conhecido que tem um
orificio calibrado na sua base.

Primeiramente selecionou-se o orificio adequado. A diretriz para selecao
do orificio foi a obtencdo de um tempo de escoamento da amostra préximo a
60 s. Deve-se ter um tempo de escoamento entre 20 e 100 s para a amostra a
25 °C, e a amostra deve ser perfeitamente homogeneizada. No momento do
ensaio o viscosimetro e o material a ser ensaiado devem estar a 25 £ 0,1 °C. O
orificio foi fechado com lamina de vidro plana e o copo preenchido lentamente
até o nivel mais elevado, evitando a formacdo de bolhas. A amostra foi
nivelada no copo, utilizando placa de vidro plana. Retirou-se a lamina do orificio
e a amostra ficou retida dentro do copo. Ao remover a placa de vidro plana, a
amostra comecou a escoar pelo orificio e o cronémetro foi acionado. Quando
ocorreu a primeira interrupgéo do fluxo de escoamento parou-se o cronémetro,
anotando o tempo transcorrido em segundos (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010).

Os orificios de numero 2, 3 e 4 séo utilizados para medir liquidos de
baixa viscosidade e os de numero 5, 6, 7 e 8 para liquidos de viscosidade mais
elevada. A escolha do orificio é de acordo com o tempo de escoamento da
amostra, que deve ser entre 20 e 100 s. Com o tempo de escoamento é
possivel obter a viscosidade cinematica, em centistokes, utilizando a equacao
correspondente ao numero do orificio (Tabela 2). Os calculos da viscosidade
cinematica em centistokes foram obtidos a partir das equacdes
correspondentes aos orificios 4 e 5 (ORTOFARMA, 2013).
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Tabela 2 — Equagdes para o célculo da viscosidade cinematica (V) em
centistokes.

Orificio Equacéo
1 V =0,49 (t— 35)
2 V = 1,44 (t—18)
3 V=231 (t—6,58)
4 V =3,85(t—4,49)
5 V=121(t-2)

t = tempo de escoamento em segundos
Fonte: ORTOFARMA (2013)

Os valores da viscosidade de cada amostra foram determinados pela
meédia dos valores obtidos, expressa em centistokes, unidade que caracteriza a
maioria dos liquidos usuais em Farmacia e Quimica (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Os resultados foram analisados de forma descritiva.

3.2.2. pH dos sabonetes

A determinagé&o do pH foi realizada a 20 °C, em uma dispersao aquosa a
10 % (m/v). Foram pesados 3 g de amostra de cada sabonete, que foi diluida
em 30 mL de agua recém-destilada. Utilizou-se o medidor de pH da marca
Digimed, modelo DMPH-2, e a diferenca de potencial entre dois eletrodos
imersos na amostra em estudo foi avaliada (BRASIL, 2004). O eletrodo foi
inserido diretamente na dispersdo aquosa. A primeira determinacdo forneceu
valores variaveis, havendo necessidade de realizar novas leituras. Os valores
encontrados posteriormente ndo variaram mais do que 0,05 de unidade em trés
leituras sucessivas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Os valores de pH foram determinados pela média dos valores obtidos e

os resultados foram analisados de forma descritiva.

3.2.3. Densidade dos sabonetes

A densidade relativa é a relacdo entre a densidade absoluta da amostra
e a densidade absoluta de uma substancia usada como padrdo. Quando a
agua é utilizada como substancia-padrédo, a densidade determinada é a
densidade especifica (BRASIL, 2008).
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A densidade dos sabonetes foi determinada pelo método do picnémetro
de vidro, a temperatura de 20 °C.

A determinacdo da densidade especifica foi realizada em picndmetro de
vidro de 25 mL, acoplado com termémetro. Pesou-se o picndmetro vazio (M),
com agua purificada (M;) e com a amostra (M), evitando a introducdo de
bolhas. Foram utilizados 25 mL de amostra de cada sabonete, quantidade
suficiente para preencher o picndbmetro de vidro. Entre cada pesagem é
importante que o picnémetro seja limpo e seco (BRASIL, 2008). A densidade

foi obtida a partir da Equacéo 1:

d = (M2 — Mp) / (M1 — M) (Equagéo 1)

em que

d = densidade;

Mo = massa do picnémetro vazio, em gramas;

M; = massa do picnémetro com agua purificada, em gramas; e

M, = massa do picnbmetro com a amostra, em gramas.

Os resultados foram expressos em g/mL. Os valores da densidade
foram determinados pela média dos valores obtidos e os resultados foram

analisados de forma descritiva.

3.2.4. Tensao interfacial dos sabonetes

A tensdo interfacial das amostras foi medida com o uso de um
gonidmetro (Easy Drop, Kriiss®). Foi efetuada uma medida a cada segundo,
durante 10 s, da tensdo interfacial pela técnica da gota pendente a 20°C
(ARASHIRO & DEMARQUETTE, 1999). Para a analise foi utilizado 1 mL de
amostra de cada sabonete.

Primeiro a agulha selecionada foi lavada com agua destilada. Apés a
lavagem, o sabonete foi sugado pela agulha e depois descartado. Repetiu-se o
procedimento e, com o auxilio de um software, uma gota do sabonete saiu da
agulha até atingir seu tamanho maximo, sem se soltar. Nesse ponto o aparelho

mediu a tensao interfacial. Apdés medir a tenséo o sabonete foi descartado, foi
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feita outra lavagem da agulha e o procedimento foi repetido para as outras
amostras.

O método da gota pendente (pendat drop) consiste na determinacao do
perfil de uma gota pendente de um liquido suspenso em outro liquido mais
denso, ou de um liquido em ar. Quando em equilibrio mecéanico a gota exibe
um perfil resultante do balangco entre a forca da gravidade e as forgcas de
superficie, como pode ser visualizado na Figura 2.
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Fonte: MORITA (2000)

Figura 2 - Figura esquemética de uma gota pendente.

em gue a € o raio de curvatura da gota no apice, R1 é o raio de curvatura no
plano da figura, R2 é o raio de curvatura no plano perpendicular a Figura 2 e ®
€ o0 angulo entre o raio de curvatura R1 e o eixo z (MORITA, 2000).

Esse equilibrio pode ser descrito por meio das Equacbes 2 a 4
(equacdes de Bashforth e Addams):

ap z g sen@® .
53 " (Equacéo 2)
dx
— =cos (Equacéo 3)
ds
dz
-5 = sen 1) (Equacio 4)
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em que X e Z correspondem as variaveis x e z, reduzidas a forma
adimensional, dividindo-se as variaveis pelo raio de curvatura no apice da gota
(Figura 2); S corresponde ao comprimento do arco no ponto (x,y), também na
forma adimensional; e B é definido pela Equacao 5:

Ap. g.a?
B =294
14

(Equacéo 5)
em que Ap € a diferenca de densidade entre os meios 1 e 2; g é a aceleracéo
da gravidade; e a € o raio de curvatura no apice da gota (MORITA, 2000).

A fim de calcular a tens&o superficial ou interfacial, o primeiro valor de B
é fornecido pelo usuério. Esse valor pode ser alternativamente fornecido pela
equacado de Huh e Reed. A partir desse momento o valor de B é iterado. As
equacOes diferenciais de Bashforth e Addams (Equacdes 2 a 4) séo resolvidas
para esse valor de B, gerando assim o perfil teérico. Em seguida, € feita a
comparacao entre o perfil da gota tedrica e o perfil da gota experimental. O
valor de B é incrementado e sédo feitas novamente a geracdo e comparacao da
gota tedrica. Deste modo, o valor de B, que conduz ao melhor ajuste da gota
experimental com a gota teodrica, € determinado, sendo entdo utilizado para
calcular o valor da tenséo superficial ou interfacial por meio da Equacéo 5. O
parametro B também pode ser determinado, baseando-se na equacao empirica
de Huh e Reed (Equacéo 6) (MORITA, 2000):

B = Vexp (-6,70905 + 15,30025 x S - 16,44709 x S? +
9,92425 x S*- 2,585035 x S*) (Equacio 6)

Os valores da tensdao interfacial foram determinados pela média dos
valores obtidos e os resultados foram expressos em mN/m. Os resultados
foram analisados de forma descritiva.

3.3. Teor de triclosan nos sabonetes antissépticos

As analises para verificar se o teor de triclosan nos sabonetes esta de

acordo com os rotulos das embalagens foram feitas no Laboratorio Ecolyzer
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Ltda., na cidade de S&o Paulo — S&o Paulo. Foram enviados ao laboratorio 100
g de amostra de cada sabonete.

A metodologia utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), de acordo com o relatério de Validagdo n° 13 — Determinacéo do Teor

de Triclosan, “Laboratérios Ecolyzer Ltda.”.

3.4. Determinacdo da atividade bacteriostatica/bactericida do triclosan a
0,5 % (m/v) sobre suspensdes bacterianas de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus

Para determinar se o triclosan a 0,5 % (m/v) possui efeito bacteriostatico
ou bactericida sobre suspensdes bacterianas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, foi utilizada uma solugdo com triclosan a 1 % (m/v),
tendo como solvente o propilenoglicol, com o uso da técnica de microdiluicao
em caldo, conforme descrito pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standard (NCCLS), que é o 6rgao responsavel pela padronizacdo de técnicas
laboratoriais nos Estados Unidos (NCCLS, 2003), com modificacfes.

O teste foi realizado separadamente para os dois micro-organismos
estudados. Ambas as bactérias foram ativadas por duas vezes consecutivas
em caldo BHI, incubando a 35 + 2 °C por 24 h. Para obter col6nias isoladas,
foram feitas estrias em placas de Petri contendo Plate Count Agar (PCA), que
foram entdo incubadas a 35 + 2°C por 24 h. O inéculo foi preparado em
solucéo salina 0,85 % (m/v), fazendo-se uma suspensao direta das coldnias
selecionadas da placa de PCA. A suspenséo foi ajustada para que sua turbidez
coincidisse com a da solucdo-padrao de McFarland 0,5, o que resultou em uma
suspensdo contendo, aproximadamente, 1,0 x 10® UFC/mL.

Em tubos de ensaio com 5 mL de caldo Muller-Hinton cada, foram
adicionados 5 mL de uma solugéo contendo triclosan a 1 % (m/v) e 50 pL da
suspensao contendo 0s micro-organismos, obtendo-se uma concentragéo
microbiana final de aproximadamente 5,0 x 10° UFC/mL. Ao mesmo tempo foi
preparado um controle negativo. Apos transferir a solugdo contendo triclosan a
1 % (m/v) para o tubo, sua concentracdo foi diluida para 0,5 % (m/v), mesma
concentracdo encontrada nos sabonetes antissépticos. Os tubos foram
homogeneizados em vortex e posteriormente incubados a 35 + 2°C por 20 h.

Apoés o periodo de incubacdo, se os tubos ficam turvos significa que, nas
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condicbes do experimento, o triclosan a 0,5 % (m/v) ndo apresenta efeito
bacteriostatico nem bactericida. Quando n&o turvou, a solugdo contida nos
tubos foi transferida para tubos de centrifuga Eppendorf AG, Modelo 5804R, e
centrifugados a 4.300 g durante 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado trés vezes com 1 mL de solucao salina a 0,85
% (m/v). A cada lavagem os tubos foram homogeneizados em vortex e
centrifugados novamente. ApGs a Ultima lavagem a solucéo foi plaqueada em
meio de cultura Plate Count Agar (PCA) e incubada a 35 + 2 °C por 24 h. Se
houver multiplicacdo significa que o triclosan a 0,5 % (m/v) foi bacteriostatico,
caso contrario pode-se inferir que este antimicrobiano possui efeito bactericida,
nas condi¢des do experimento.

O teste foi realizado em trés repeticdes. A cada repeticdo a solu¢cdo com
triclosan a 1 % (m/v) foi preparada, os micro-organismos foram ativados e
foram feitas estrias em placas de Petri. O resultado, analisado de forma

descritiva, foi expresso em auséncia ou presenca de colonias nas placas.

3.5. Avaliacao da eficiéncia dos sabonetes sobre suspensdes bacterianas

de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

3.5.1. Teste de inibicdo da multiplicacdo microbiana por difusdo em Agar

Os micro-organismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram
ativados por duas vezes consecutivas em caldo BHI, separadamente, e
incubados a 35 + 2 °C por 24 h. Para obter colbnias isoladas, foram feitas
estrias em placas de Petri contendo o meio de cultura Plate Count Agar (PCA),
as quais foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 h. O in6culo foi preparado
fazendo-se uma suspenséao direta das coldnias selecionadas da placa de PCA
em solugdo salina 0,85 % (m/v). A suspensédo foi ajustada para que sua
turbidez coincidisse com a da solugcao-padréo de McFarland 0,5, o que resultou
em uma suspensdo contendo, aproximadamente, 1,0 x 108 UFC/mL.

Para inoculacdo das placas, um swab de algodao foi saturado com a
suspensao bacteriana, o excesso foi removido e a suspensédo foi inoculada
sobre a superficie esterilizada de uma placa contendo agar Muller-Hinton, de
forma a obter um inéculo uniformemente espalhado sobre toda a superficie do

agar. Com o auxilio de moldes plasticos previamente esterilizados, o agar foi
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perfurado para obter pocos de tamanhos padronizados. Em seguida, 30 uL de
amostra de cada sabonete foram adicionados aos pog¢os. As placas ficaram
incubadas durante 12 h a uma temperatura mais baixa (10 °C), antes de serem
incubadas na temperatura 6tima dos micro-organismos, para permitir a difusao
do antimicrobiano. Em seguida, elas foram incubadas por 24 h a 35 + 2 °C.

A leitura foi feita com o auxilio de um paquimetro, medindo o diametro
dos halos de inibicéo, incluindo o diametro do disco. O teste foi realizado trés
vezes. A cada dia de teste os micro-organismos foram ativados e foram feitas
estrias em placas contendo o meio de cultura PCA. O resultado do teste foi

analisado de forma descritiva.

3.5.2. Avaliacdo da eficiéncia dos sabonetes liquidos sobre suspensdes
bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, aplicadas na

superficie das méaos de voluntarios

Para avaliar a eficiéncia dos sabonetes antissépticos sobre suspensdes
bacterianas aplicadas na superficie das maos de voluntarios, foram utilizadas
culturas puras de Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Escherichia coli ATCC
11229.

A partir de colbénias mantidas a temperatura de -80 °C em tubo
Eppendorf contendo Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol (80:20), foram
preparadas suspensdes para 0 uso no experimento. As suspensdes de células
vegetativas foram produzidas em duas repicagens consecutivas em caldo BHI,
por incubacao a 35 + 2 °C por 24 h.

As suspensdes foram aplicadas na superficie das maos de voluntarios,
para obtencdo do numero final de micro-organismos sobreviventes apos
adocéao dos procedimentos de limpeza com os sabonetes testados.

Para a analise, as maos dos voluntarios foram previamente lavadas,
seguindo-se os critérios padronizados descritos a seguir. Uma aliquota de 0,25
mL de caldo BHI contendo os micro-organismos foi aplicada na superficie de
ambas as méos dos voluntarios que, friccionando-as durante 10 s, espalharam
a suspensdo de micro-organismos por toda a superficie das maos, deixando
secar por 20 s. O contato micro-organismo/voluntario e sabonete/voluntario foi
apenas epidérmico.

Padronizacao da limpeza das méos:
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- pré-lavagem em agua corrente;

- lavagem das méos por 30 s com sabonete neutro;
- enxadgue em agua corrente (trés vezes);

- enxague final com agua destilada esterilizada; e

- secagem natural das maos com agitacao.

Uma méao higienizada geralmente possui contagens inferiores a 10*
UFC/méo para mesofilos aerdbios, 102 UFC/méao para Staphylococcus aureus
e 102 UFC/méo para Escherichia coli (ANDRADE, 2005), valores préximos
aqueles encontrados nas maos dos voluntarios apdés o procedimento de
lavagem das méos.

Os sabonetes foram testados apés a aplicacdo da suspensédo de micro-
organismos na superficie das maos dos voluntarios. O volume do sabonete a
ser depositado na superficie das maos foi de 2,0 mL. O contato dos sabonetes
com 0S micro-organismos ocorreu por meio da friccdo de uma méao na outra, e
na regido dos dedos, contendo o sabonete, por 2 min, seguida de enxague em
agua corrente.

Para a coleta das amostras, utilizou-se um swab esterilizado com haste
de 12 cm de comprimento e algodao hidréfilo de 2,5 cm de comprimento e 1,5
cm de diametro. O swab foi umedecido em solucédo-tampéo fosfato e o excesso
removido, friccionando o algodao na lateral do tubo de ensaio. Para a coleta da
amostra partiu-se do punho até a extremidade de cada um dos dedos, num
total de trés vezes (ida e volta). Partindo-se do mesmo ponto do punho, o swab
foi passado por entre os dedos e retornado a posicdo de partida do punho
(Figura 3). Os micro-organismos coletados foram transferidos para um tubo
contendo 10 mL de tampéo fosfato, contendo 0,02 % (m/v) de carbonato de
calcio mais 2 % (m/v) de Tween 80 mais 0,05 % (m/v) de bissulfito de sodio,
para inativar possiveis residuos de antimicrobianos presentes nos sabonetes
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Em seguida, diluicdes adequadas foram
plaqueadas para meios de cultura, com posterior incubacdo a 35 + 2 °C por 24
h. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nias por
mao (UFC/méao) (ANDRADE, 2008).

Foram utilizados 24 voluntarios, sendo 12 para o estudo dos sabonetes
sobre o micro-organismo E. coli e 12 para o estudo dos sabonetes sobre o

micro-organismo S. aureus. A distribuicdo das amostras por voluntario foi
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aleatéria. A cada coleta, cada amostra do experimento foi testada por dois
voluntarios.

A eficiéncia foi avaliada ao comparar a contagem microbiana apds o0 uso
dos sabonetes, ou seja, medindo-se a capacidade de cada um dos produtos
testados reduzir a suspensao de micro-organismos aplicada na superficie das

maos dos voluntarios.

Fonte: Andrade (2008)

Figura 3 - Metodologia do swab para coleta em superficies de maos.

O experimento foi conduzido segundo o delineamento inteiramente

casualizado desbalanceado, com dez repeticdes (5 coletas x 2 pessoas/coleta).
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3.6. Adesao de Escherichia coli e Staphylococcus aureus nas maos de

voluntarios

Para avaliar a adesdo de suspensfes bacterianas nas maos de
manipuladores foram utilizadas culturas puras de Staphylococcus aureus ATCC
6538 e Escherichia coli ATCC 11229.

A partir de coldnias mantidas a temperatura de - 80 °C em tubo
Eppendorf contendo Brain Heart Infusion (BHI) e glicerol (80:20), foram
preparadas suspensdes para 0 uso no experimento. As suspensdes de células
vegetativas foram produzidas em duas repicagens consecutivas em caldo BHI,
por incubacgdo a 35 * 2 °C, por 24 h.

As suspensdes foram aplicadas na superficie das méos de voluntarios,
para obtencdo do niumero de micro-organismos.

Para a andlise, as maos dos voluntarios foram previamente lavadas,
seguindo-se os critérios padronizados descritos a seguir. Uma aliquota de 0,25
mL de caldo BHI contendo os micro-organismos foi aplicada na superficie de
ambas as maos dos voluntarios, que, por meio de friccdo durante 10 s,
espalharam a suspenséao de micro-organismos por toda a superficie das méos,
deixando secar por 20 s. O contato micro-organismo/voluntario foi apenas
epidérmico.

Padronizacao da limpeza das maos:

- pré-lavagem em agua corrente;

- lavagem das méaos por 30 s com sabonete neutro;
- enxague em agua corrente (trés vezes);

- enxague final com agua destilada esterilizada; e

- secagem natural das maos com agitacao.

Uma mao higienizada geralmente possui contagens inferiores a 10*
UFC/méo para mesofilos aerdbios, 102 UFC/méo para Staphylococcus aureus
e 102 UFC/méo para Escherichia coli (ANDRADE, 2005), valores proximos
aqueles encontrados nas maos dos voluntarios apds o procedimento de
lavagem das méos.

Para a coleta das amostras, utilizou-se um swab esterilizado com haste
de 12 cm de comprimento e algodao hidréfilo de 2,5 cm de comprimento e 1,5
cm de diametro. O swab foi umedecido em solugéo-tampao fosfato e o excesso

foi removido, friccionando o algodé&o na lateral do tubo de ensaio. Para a coleta
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da amostra partiu-se do punho até a extremidade de cada um dos dedos, num
total de trés vezes (ida e volta). Partindo-se do mesmo ponto do punho, o swab
foi passado por entre os dedos e retornado a posicdo de partida do punho
(Figura 2). Os micro-organismos coletados foram transferidos para um tubo
contendo 10 mL de tampéao-fosfato. Em seguida, diluicdes adequadas foram
plaqueadas para meios de cultura, com posterior incubacdo a 35 + 2 °C por 24
h. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colbnias por
mao (UFC/mao) (ANDRADE, 2008).

A adesao foi avaliada mediante a comparacdo da contagem microbiana
entre as duas bactérias, ou seja, medindo-se a capacidade de cada um dos
micro-organismos testados aderir na superficie das maos dos voluntarios. O

resultado do teste foi analisado de forma descritiva.

27



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Andlises fisico-quimicas dos sabonetes

Na Tabela 3 estdo os resultados para os testes de viscosidade, pH,
densidade e tensao interfacial dos sabonetes liquidos utilizados na discussao

dos resultados dos experimentos.

Tabela 3 - Viscosidade a 25 °C (centistokes), pH a 20 °C, densidade a 20 °C
(9/mL) e tensdo interfacial a 20 °C (mN/m) dos sabonetes liquidos.

Produtos Viscosidade pH Densidade Tensao Interfacial
1 775,96 6,20 1,0148 14,42
2 611,87 6,78 1,0223 23,94
3 728,44 6,55 1,0212 26,7
4 793,44 7,07 1,0131 26,89
5 268,06 6,43 1,0233 26,59
6 355,46 5,95 1,0175 20,47

4.1.1. Viscosidade dos sabonetes

A viscosidade dos sabonetes variou de 268,06 a 793,44 centistokes
(Tabela 3). A diferenca entre esses valores pode ser devido a composi¢cao dos
sabonetes testados, pois suas formulagbes séo diferentes. A viscosidade de
todos os sabonetes foi determinada na mesma temperatura. Entre os
componentes das formulacbes dos sabonetes testados que aumentam a

viscosidade esta o cloreto de sédio, assim como 0S agentes espessantes
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dietanolamida de acido graxo de coco, monoetanolamida de acido graxo de
coco, cocoamido propil betaina e glicol distearato (Tabela 1).

Os agentes espessantes sao substancias que aumentam a espessura
da porcdo aquosa ou oleosa de produtos cosméticos, aumentando a
viscosidade do produto. Os principais sdo as amidas, as betainas, o oleato de
decila, o &lcool laurilico etoxilado e os sais organicos (cloreto de sédio ou
amonio), derivados da celulose, as gomas e o0s polimeros carboxivinilicos
(KEDE; SABATOVICH, 2004).

O cloreto de soédio, principal constituinte do sal de cozinha, € um sélido
ibnico constituido por ions positivos e negativos. Quando diluido em agua, os
ions separam-se na solucdo, onde se encontram rodeados pelas moléculas do
solvente. Ele é capaz de aumentar a viscosidade do produto por meio da
interacdo com agentes tensoativos empregados (COUTO, 2007).

A grande importancia da reologia na area farmacéutica deve-se a
necessidade de os produtos apresentarem consisténcia e suavidade aceitaveis
pelos consumidores. A reologia esta diretamente relacionada com a formulagéo
do produto.

As propriedades reol6gicas de um produto influenciam a escolha do
equipamento a ser usado no seu processamento. O desenvolvimento do
equipamento a ser usado sem a correta apreciacdo das propriedades
reologicas do produto resulta em um produto indesejado, pelo menos em
termos de suas propriedades de fluxo.

Os estudos reolégicos sdo muito importantes para o controle de
qualidade em varias areas, por exemplo, cosméticos e higiene pessoal: 0 modo
como um creme se espalha, a duracdo da fixacdo, a aplicacéo, distribuicdo e
eficacia do produto, o tempo de escoamento do recipiente onde o produto é
armazenado e qual a temperatura de armazenamento, geralmente especificado
no rétulo do produto. Como exemplos tém-se creme dental, gel para cabelo,
shampoo, cremes hidratantes, sabonetes liquidos e batons (PEREIRA, 2005).

Observou-se que 0s sabonetes com menor viscosidade eram mais
faceis de espalhar nas maos e também mais faceis de serem removidos no

momento do enxague.
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4.1.2. pH dos sabonetes

As formulacdes apresentaram valores de pH entre 5,95 e 7,07 (Tabela
3). Dentre elas, apenas 0 sabonete neutro se aproximou do pH fisiolégico da
pele, que varia de 4,2 a 5,9, dependendo da area do corpo aferida (KORTING
& BRAUN-FALCO, 1996). Preconiza-se o uso de sabonetes com pH
ligeiramente &cido, préximo ao pH fisiolégico da pele, uma vez que nédo
interferem na microbiota cutdnea e sdo menos irritantes que os alcalinos
(SCHMID & KORTING, 1995; EFFENDY & MAIBACH, 1996; KORTING et al.,
1990).

Alguns micro-organismos como o Staphylococcus aureus e o
Propionibacterium acnes desenvolvem-se quando encontram pH 7,5 e pH entre
6,0 e 6,5, respectivamente (SCHMID & KORTING, 1995; KORTING & BRAUN-
FALCO, 1996). HA uma teoria de que o emprego repetido de agentes de
limpeza pode alterar o pH da superficie cutanea em longo prazo, ou seja, o pH
aumenta com o uso regular de um sab&o alcalino e diminui com o0 uso de um
produto acido (KORTING & BRAUN-FALCO, 1996). Logo, observa-se que
conhecer o pH do produto € importante para evitar irritacdes e a exposicao da
pele a agentes agressores, em especial micro-organismos.

Com isso, 0s outros produtos cujos valores de pH se apresentaram fora
do limite do pH fisiolégico da pele ndo sdo os mais indicados para o uso em
industrias de alimentos e hospitais, uma vez que podem propiciar um ambiente
favoravel a contaminacdo bacteriana da pele e causar irritacbes. Se isso
acontecer, aumentam-se as chances de ocorrer doengas causadas por
alimentos contaminados e infeccdes em pacientes em hospitais. Logo, o

sabonete neutro seria 0 mais indicado para a higienizacado das méaos.

4.1.3. Densidade dos sabonetes

A densidade entre os sabonetes variou pouco, de 1,0131 a 1,0233 g/mL
(Tabela 3), apesar de as formulacdes serem diferentes.

A andlise de densidade em sabonetes liquidos é importante para a
garantia da qualidade e manutengcdo das caracteristicas do produto durante
seu prazo de validade (BRASIL, 2004).
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4.1.4. Tensao interfacial dos sabonetes

As formulagcbes dos sabonetes apresentaram valores de tensao
interfacial entre 14,42 e 26,89 mN/m (Tabela 3).

A variacdo dos valores de tenséo interfacial nos sabonetes se deve as
diferentes formulagbes. Cada sabonete possui uma formulagdo diferente
(Tabela 1), alguns apresentam mais agentes tensoativos que outros, sendo o
motivo da diferenca entre os valores encontrados. O sabonete 1 obteve o
menor valor de tensdo interfacial (Tabela 3), isso pode ser devido a uma
quantidade maior de tensoativos presente em sua formulagcdo, quando
comparado aos outros sabonetes.

Agentes tensoativos tém como funcdo emulsificar residuos de gordura e
diminuir a tenséo interfacial da agua, melhorando a acdo de molhagem da
dgua. Sua presenca nos sabonetes é importante para a eficiéncia da
higienizagé&o, pois facilita o contato entre os agentes de limpeza e os residuos a
serem removidos.

A estrutura quimica de um tensoativo se caracteriza por apresentar uma
parte hidrofilica, ou seja, polar, e outra hidrofébica, isto é, apolar (Figura 4).
Essa caracteristica permite que esses agentes diminuam a tenséo interfacial
em interfaces liquido-liquido, liquido-gas e solido-liquido. Essa caracteristica €
muito importante para o procedimento de higienizacdo, que para ser eficiente
exige a ocorréncia de contato entre os agentes de limpeza e os residuos a
serem removidos (ANDRADE, 2008).

__’-"/‘B Parte
\ Hidrofobica

Parte
Hidrofilica

\y

Fonte: Andrade (2008)

Figura 4 - Interacdo agua e tensoativos.
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A molécula do tensoativo forma uma micela no interior de uma solugéo
aquosa (Figura 5), onde as partes hidrofobicas se direcionam para o interior da
micela e as polares interagem com a &gua. A formacdo dessa micela é
responsavel pela remocdo dos residuos de gordura pelo processo de
emulsificacdo realizado pelos tensoativos: a parte hidrofébica dessas
substancias interage com a gordura e 0s acidos graxos, insollUveis em agua, e
a hidrofilica com as moléculas de agua, formando as micelas, que séo sollveis

em agua. As micelas envolvem o residuo e o suspende em solucédo aquosa.

Fonte: Andrade (2008)

Figura 5 - Micelas formadas por tensoativos no interior de uma solugéo aquosa.

A concentracdo de tensoativo em que se inicia a formacdo de micelas
denomina-se “Concentracdo Critica de Micela” (CCM). Na CCM, a tensao
interfacial esta em nivel minimo (Figura 6), e a eficiéncia de limpeza esta
otimizada. O aumento na concentragdo de tensoativo em solu¢do além do
CCM néo causara diminui¢do significativa da tensdo superficial. No entanto, o
excesso de tensoativo € necessario para manter a CCM, desde que ele interaja
com o residuo a ser removido (ANDRADE, 2008).
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Tensao Superficial

CCM Concentragéo (log,, C)

Fonte: Andrade (2008)

Figura 6 - Tenséao superficial em funcéo da concentracdo de tensoativo.

Sabe-se que a agua ndo é um bom agente de molhagem, apresentado
uma tensao interfacial de 72 mN/m. Considera-se um bom tensoativo aquele
gue em baixas concentracfes reduz em 50 % esse valor. Por exemplo, o
dodecilbezeno sufonato de sédio, amplamente usado na industria de alimentos,
consegue essa redugcdo em concentracéo de 0,1%.

Todos os sabonetes testados apresentaram quantidades de tensoativos
suficientes para atingir valores abaixo de 36 mN/m. Menor tenséo interfacial é
indicativo de maior capacidade de molhar uma superficie. Logo, o sabonete 1
possui maior capacidade de molhar a superficie da mao que os outros

sabonetes estudados (2 a 6).
4.2. Teor de triclosan dos sabonetes antissépticos
A concentracao de triclosan nos sabonetes antissépticos variou de 0,451

% a 0,674 % (m/m) (Tabela 4), resultados diferentes daqueles encontrados nos
rétulos (0,5 % (m/m)).
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Tabela 4 - Teor de triclosan (% m/m) e sua variacdo (A) em relacdo a
concentracdo indicada nos roétulos dos sabonetes liquidos (0,5 % (m/m)).

Produtos Teor de Triclosan A
3 0,674 +34,80 %
5 0,658 +31,60 %
4 0,528 +5,60 %
2 0,526 +5,20 %
1 0,451 -9,80 %

+ acima de 0,5 %
- abaixo de 0,5 %

N&o existe uma monografia especifica para sabonete liquido contendo
triclosan na Farmacopeia Brasileira. Na auséncia de monografia oficial de
matéria-prima, formas farmacéuticas, correlatos e métodos gerais na quinta
edicdo da Farmacopeia Brasileira, admite-se, para o controle de insumos e
produtos farmacéuticos, a adocao de monografia oficial, em sua ultima edicao,
de cdbdigos farmacéuticos estrangeiros, na forma disposta em
normas especificas (BRASIL, 2010).

A Resolucdo RDC n° 79, de 11 de abril de 2003, adota a Farmacopeia
Americana (USP), e esta apresenta a metodologia de doseamento para a
matéria-prima triclosan em sua edicdo 29 (USP 29). A especificacdo dessa
substancia é conter no minimo 97 % e no maximo 103 % em relacdo a
substancia dessecada. Assim, aelaboracdo de uma metodologia para o
doseamento do triclosan em sabonete liquido deve ser fundamentada nessa
monografia e posteriormente validada.

A concentracao final de triclosan em todos os sabonetes antissépticos
ficou fora da faixa estabelecida pela USP 29 (Tabela 4), apresentando valores
de 9,80 % abaixo até 34,80 % acima do especificado no rétulo das embalagens
(0,5 % (m/m)). O aceitavel seriam valores de até 3 % abaixo ou acima de 0,5
%.

No Brasil, a RDC n° 211, de 14 de julho de 2005, classifica os produtos
cosmeéticos, de higiene e perfumaria quanto ao grau de risco que representam
a saude humana, correlacionando-o com sua seguranga de uso, em duas
categorias gerais de produtos: grau 1 e grau 2. Os sabonetes antissépticos se
enquadram em grau 2. Produtos classificados na categoria 2 devem ser
obrigatoriamente registrados na ANVISA.

E necessario a inclusdo de varios documentos, por exemplo, formulagdes,
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comprovacao de seguranca e/ou eficacia, bem como informacdes e cuidados,
modo e restricdes de uso e especificacbes técnicas organolépticas e fisico-
quimicas do produto acabado. Os documentos com o0s resultados
dessas avaliacOes sao apresentados a ANVISA durante o processo de registro.
Os sabonetes estudados passaram pelos testes de comprovacgao de seguranca
e eficacia, caso contrario ndo eles estariam no mercado. Porém, os valores de
triclosan verificados apresentaram-se fora da faixa estabelecida, indicando
que sdo produtos com desvio de qualidade, pois durante o processo de
fabricacdo, transporte ou armazenamento se afastaram dos parametros de
qualidade estabelecidos em seu registro na Anvisa.

A Anvisa exerce a atividade de fiscalizacdo sanitaria, cujo objetivo é
monitorar o mercado e apurar irregularidades em empresas e produtos sujeitos
a vigilancia sanitaria para evitar ou reduzir riscos a saude da populacao.
Assim, podem ser adotadas ac¢cfes como suspensdo da fabricagdo, do
comércio e do uso de produtos e a interdicdo cautelar parcial ou total de um

estabelecimento ou de um produto, por exemplo.

4.3. Determinacdo da atividade bacteriostatica/bactericida do triclosan a
0,5 % (m/v) sobre suspensdes bacterianas de Escherichia coli e

Staphylococcus aureus

Nas condi¢des deste experimento, ndo houve multiplicagdo microbiana
em nenhuma das placas, o que indica que o triclosan a 0,5 % (m/v) possui
efeito bactericida e ndo bacteriostatico sobre os micro-organismos Escherichia
coli e Staphylococcus aureus. Deve-se ressaltar, no entanto, que pode ocorrer
a presenca de bactérias VNC (viaveis nao cultivaveis).

Na natureza, geralmente 0sS micro-organismos encontram-se em
condicbes adversas e tem-se observado que varias respostas adaptativas
estdo envolvidas na sobrevivéncia dos micro-organismos, quando submetidos
a condicdes de estresse (ABEE & WOUTERS, 1999). Essas respostas incluem
alteracdes tanto na fisiologia quanto na morfologia celular, por exemplo, na
esporulacdo, na aquisicdo de competéncia, na produgéo de antibibticos, dentre
outras (DUBNAU & TURGAY, 2000).

Sistemas de efluxo, ou seja, bombear substancias indesejaveis para fora

da célula, constituem um mecanismo eficaz para eliminacdo de metais pesados
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da célula. Em E. coli, a sobre-expressédo do gene zntA que codifica a ATPase
tipo P foi encontrada como resposta adaptativa para melhorar a tolerancia
contra Zn e Cd (RENSING et al., 1997).

Ja foi relatado que concentracdes subinibitérias de penicilina aumentam
significativamente a taxa de mutacdo em Streptococcus pneumoniae, 0 que
indica que a exposi¢cdo a este antibiodtico poderia ajudar o patégeno a induzir
adaptacdes que conferem resisténcia a outros antibiéticos (CORTES et al.,
2008).

Em estudos realizados com S. aureus de origem humana, a clidamicina,
quando utilizada em concentragdes subinibitérias, eliminou a producao de
praticamente todas as exoproteinas secretadas e aumentou a producdo de
proteinas de superficie, aumentando a viruléncia do patégeno (HERBERT et
al., 2001).

Dependendo da intensidade e do tipo de estresse sofrido, as bactérias
podem entrar no estado viavel ndo cultivavel (VNC). Roszak e Colwell (1987)
definiram estado viavel ndo cultivavel como o estado fisiologico em que os
micro-organismos nao sao capazes de se multiplicar em meios utilizados pelos
métodos tradicionais disponiveis, mas que apresentam caracteristicas de
células vivas, como atividade respiratéria, manutencdo de potencial de
membrana, atividade enzimatica, entre outras.

Uma substancia bacteriostatica é aquela que detém a multiplicacao
bacteriana, mas o micro-organismo consegue se multiplicar quando é retirado
do contato com a substancia. J& um agente bactericida tem a capacidade de
inativar as bactérias, eliminando-as. Portanto o resultado obtido neste estudo
foi satisfatério, uma vez que € preferivel um produto bactericida a
bacteriostatico.

Em baixas concentrac¢des, o triclosan atua como bacteriostatico, inibindo
0 crescimento de bactérias, e em elevadas concentracbes age como
bactericida, inativando as bactérias por meio do rompimento da parede celular
(AIELLO et al., 2007). Como conservante a concentracdo maxima de triclosan
permitida pela legislagéo é de 0,3 % (BRASIL, 2006), logo sua concentragcdo
nos sabonetes antissépticos é considerada alta.

Tanomaru et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de

antissépticos bucais a base de triclosan (0,03 %) contra S. aureus, utilizando
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varias diluicbes. Os produtos apresentaram diferentes Diluicbes Maximas
Inibitérias (DMI), com inibigBes de até 100 % da populagcdo microbiana.

Fan et al. (2002) demonstraram que elevados valores de Concentracao
Minima Inibitéria (MIC) para triclosan contra S. aureus ocorreram em estirpes
gue conseguiram superexpressar 0s genes Fabl, que codificam a enoil-acil
transportador da proteina redutase, alvo do triclosan. Esses autores
demonstraram também que os maiores valores de MIC (1 a 2 mg/L) ocorreram
em estirpes que apresentaram mutacdes no gene Fabl.

Camilloto (2009) avaliou a capacidade dos micro-organismos E. coli e S.
aureus desenvolverem mecanismos de resisténcia apds sucessivas exposicoes
ao triclosan. A concentracdo minima inibitéria de triclosan para E. coli
aumentou de 0,125 para 16 pg/mL apds sete exposicdes, enquanto para S.
aureus aumentou de 0,25 para 16 pg/mL, apdés quatro exposi¢cdes subletais.
Segundo a autora, a diferenca entre o processo de adaptacéo de S. aureus e 0
de E. coli estda na velocidade com que estas bactérias desenvolvem o
mecanismo de resisténcia. A bactéria S. aureus tornou-se resistente mais
rapidamente do que E. coli, pois foi preciso um nimero menor de exposic¢oes.

Estudos tém indicado que o triclosan atua como um inibidor competitivo
da enzima enoil-(proteina carreadora de acil) redutase (Fabl), bloqueando a
sintese de acidos graxos em bactérias (MCMURRY, 1998). Segundo Kaylon e
Olgun (2001), se o triclosan é realmente um agente antimicrobiano especifico,
ele deve ser usado com critério e em concentragfes maiores que a minima
concentracao inibitdria, para evitar o aparecimento de estirpes resistentes.

As bactérias utilizam diversos mecanismos para desenvolver resisténcia
ao triclosan, incluindo mutacdes no alvo de acdo, maior expressao do alvo,
sistemas de efluxo, ou seja, bombear substancias indesejaveis para fora da
célula, e enzimas degradativas (SCHWEIZER, 2001).

4.4. Avaliacéo da eficiéncia dos sabonetes sobre suspensdes bacterianas

de Escherichia coli e Staphylococcus aureus

4.4.1. Teste de inibicdo da multiplicagdo microbiana por difusédo em Agar

Houve uma diferenca visual entre os tamanhos dos halos de inibicdo

para Escherichia coli e Staphylococcus aureus. A bactéria gram-negativa E. coli
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foi menos sensivel a acdo dos sabonetes do que a bactéria gram-positiva S.
aureus (Tabela 5). A parede celular das bactérias gram-positivas possui uma
estrutura mais simples quando comparada aquela das bactérias gram-
negativas, podendo explicar a maior resisténcia do micro-organismo E. coli.

A principal diferenca entre a parede celular de uma bactéria gram-
positiva e de uma gram-negativa é que a parede celular da primeira, embora
mais espessa, € quimicamente mais simples, ou seja, apresenta
predominantemente um unico tipo de macromolécula (90 % peptidoglicano). Ja
a parede celular de uma bactéria gram-negativa € mais complexa. E formada
por uma ou poucas camadas de peptidoglicano e por uma membrana externa,
separadas entre si por um espaco periplasmico, contendo uma série de
enzimas e proteinas. Enquanto nas gram-positivas o peptidoglicano representa
de 15 a 50 % da massa seca da célula, nas gram-negativas ele representa no

maximo 5 %.

Tabela 5 — Valores dos halos de inibicdo (cm) dos micro-organismos E. coli e
S. aureus devido & agdo dos sabonetes liquidos.

Produtos E. coli S. aureus
1 8,5 >8,5
2 8,5 >8,5
3 7,42 8,5
4 8,5 >8,5
5 7,6 >8,5
6 0,6 2,42

O sabonete 1 apresentou o menor teor de triclosan (Tabela 4), enquanto
0 3 apresentou o maior teor e 0 5 0 segundo maior, no entanto o resultado do
teste do halo para o primeiro foi superior ao dos outros dois (Tabela 5), o que
pode ter ocorrido devido as diferencas nas formulacdes (Tabela 1). Alguns dos
produtos presentes nas formulagdes possuem atividade antimicrobiana, como &
0 caso do EDTA e do tensoativo lauril sulfato de sédio. Se a concentragédo
dessas substancias no sabonete 1 for superior aos dos outros, isso pode elevar
a acao antimicrobiana do mesmo.

Os resultados obtidos neste experimento evidenciam a maior eficiéncia
do triclosan quando comparado as pesquisas de Camilloto (2009), Moreira e
colaboradores (2009), Simdes et al. (2011), que analisaram produtos contendo
triclosan.

38



Moreira et al. (2009) avaliaram um antisséptico bucal contendo triclosan
sobre S. aureus, utilizando a técnica por difusdo em agar. O produto foi
avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana sem diluicdo, conforme a
indicacdo de uso. Os autores verificaram que o antisséptico bucal contendo o
triclosan foi eficaz, tendo apresentado halo de inibicdo de aproximadamente 6
cm. Nao foi informada a concentracédo do triclosan no antisséptico bucal.

Em outro estudo avaliando antissépticos bucais, Simdes et al. (2011)
também obtiveram resultado positivo do produto contendo triclosan contra
micro-organismos S. aureus e E. coli, apresentando halos de inibicdo de 4,6 e
2,9 cm, respectivamente. Ndo foi informada a concentragéo do triclosan no
antisséptico bucal.

Camilloto (2009) estudou a atividade antimicrobiana do triclosan
incorporado em filmes produzidos por meio da extrusdo de uma mistura de
resinas de polietileno de baixa densidade (85 %) com polietileno de alta
densidade com alta capacidade de absor¢cdo (15 %). Ela também obteve
resultados positivos no teste de inibicdo da multiplicagdo microbiana por
difusdo em Agar. Os filmes contendo 0,460, 0,826 e 1,080 % de triclosan
apresentaram halos de 2,50, 3,18 e 3,53 cm para E. coli e 2,57, 3,00 e 3,25 cm
para S. aureus, respectivamente. Os filmes contendo triclosan apresentaram
eficiéncia antimicrobiana crescente em relagcdo a concentragdo do composto
antimicrobiano para ambos os micro-organismos. Os filmes contendo 0,826 e
1,080 % de triclosan apresentarem uma concentracdo do antimicrobiano maior
que aquela encontrada nos sabonetes, mesmo assim 0s resultados obtidos
nesse experimento mostraram uma maior eficiéncia. Este fato pode ter ocorrido
devido a menor difusdo dos triclosan no meio de cultura, resultado da forte
interacdo entre o filme e o triclosan.

Na Figura 7 encontram-se imagens dos halos de inibicdo contra os
micro-organismos estudados. Nas Figuras 7a e 7b estdo os halos de inibicéo
contra E. coli, utilizando os sabonetes 2 e 6, respectivamente. Na Figura 7a é
possivel verificar a multiplicacdo microbiana nas laterais das placas, formando
um halo de 8,5 cm. Ja na Figura 7b o halo de apenas 0,6 cm mostra a
resisténcia da E. coli ao sabonete 6. As Figuras 7c e 7d ilustram os halos de
inibicdo contra S. aureus, utilizando os sabonetes 2 e 6, respectivamente. Na
Figura 7c constata-se que o halo de inibicdo ultrapassou o diametro da placa

(8,5 cm), evidenciando menor resisténcia do micro-organismo ao sabonete
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antisséptico. Ja na Figura 7d percebe-se a formacao de um halo de 2,42 cm,
ou seja, o S. aureus apresentou sensibilidade ao sabonete 6. Este fato
provavelmente ocorreu devido a presenca de EDTA, de lauril sulfato de sodio e

do conservante presente no sabonete neutro.

Figura 7 — Imagem do halo de inibi¢do contra E. coli utilizando-se o sabonete 2

(a) e 0 6 (b) e contra S. aureus utilizando-se o sabonete 2 (c) e o0 6 (d).

4.4.2. Avaliacao da eficiéncia dos sabonetes liquidos sobre suspensdes
bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus, aplicadas na

superficie das méos de voluntarios

Uma vez que as pressuposi¢cdes de homogeneidade de variancia e de
normalidade da distribuicdo dos erros do numero de Unidades Formadoras de
Colbnias por mao (UFC/mao) para Escherichia coli e Staphylococcus aureus
ndo foram atendidas, os dados foram transformados para Ln(Y). Esta
transformacao foi empregada devido a proporcionalidade observada entre as
médias e variancias dos tratamentos. Esta transformacdo resultou no
atendimento das pressuposicoes sendo feita a ANOVA com os dados
transformados (Tabelas 6 e 7). Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre
os efeitos dos seis sabonetes (1 a 6) para as duas bactérias em estudo.

40



Tabela 6 — Andlise de variancia do logaritmo nepteriano do numero de
UFC/méo de células de E. coli nas maos dos voluntarios ap6s o uso dos
sabonetes.

FV GL QM p-valor
Tratamento 5 1,8850 0,366687
Residuo 53 1,70
Total 58

Tabela 7 — Analise de variancia do logaritmo nepteriano do numero de
UFC/méao de células de S. aureus nas maos dos voluntarios apds o uso dos
sabonetes.

FV GL QM p-valor
Tratamento 5 2,7480 0,261820
Residuo 52 2,0490
Total 57

De acordo com os resultados apresentados, pode-se afirmar que o uso
de sabonetes liquidos com atividade antimicrobiana ndo € necesséario no
processo de lavagem das méos, 0 que evidencia que seguir corretamente as
etapas do procedimento operacional padronizado para lavagem das maos é
mais importante que a presenca de sanitizantes nas formulacées.

Durante a lavagem das maos ha varios fatores que interferem na
otimizacdo do processo, como a acdo da agua e dos componentes dos
sabonetes, o tempo de contato do produto com a pele e a acdo mecéanica que
ocorre durante a friccdo de uma mé&o na outra. Todos esses fatores
contribuiram para o resultado do experimento, mostrando que ao realizar a
lavagem correta das méos o uso de antimicrobianos em sabonetes pode ser
dispensado, reduzindo custos para as empresas.

Considerando que foram adicionados entre 8-9 log de UFC/mL as méos
dos voluntarios e que a remocdo dos micro-organismos apés o uso dos
sabonetes (1 a 6) atingiu média de 2 log de UFC/méao (Figura 8) tanto para E.
coli quanto para S. aureus, pode-se afirmar que houve reducéo de 6-7 log de
UFC/mao para ambos os micro-organismos estudados.

Uma vez que ndo ha padrbes ou especificacdes, sdo sugeridas como
niveis aceitaveis de contaminacdo para as maos contagens inferiores a 10*
UFC/méo para mesofilos aerdbios, 102 UFC/mao para Staphylococcus aureus
e 102 UFC/mao para Escherichia coli (ANDRADE, 2005). Os resultados obtidos
apos o uso dos sabonetes pelos voluntarios (Figura 8) estdo bem préximos dos
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valores sugeridos por Andrade (2005), para todos os seis produtos testados, ou
seja, a lavagem correta das méaos seguindo as instru¢cdes do rétulo dos
produtos é suficiente para obter niveis abaixo ou préximos aos aceitaveis de

contaminacao nas maos.

W E. coli WS. aureus

s=0,60

Médias dos logaritmos decimais de
UFC/m3o

Sabonetes

s = desvio padrao

Figura 8 — Médias dos logaritmos decimais de UFC/mé&o para Escherichia coli e

Staphylococcus aureus recuperados apés o0 uso dos sabonetes.

A Associacdo Médica Americana, o Food and Drug Administration (FDA)
e varios pesquisadores de 13 universidades e instituicdes publicas mundiais
concluiram que sabonetes antimicrobianos ndo tém melhor efeito do que
sabonetes neutros e dgua no combate a infec¢bes ou na reducdo de bactérias
na pele (TAN et al., 2002; ALASTAIR, 2005; AIELLO et al., 2007; DRINKELA et
al., 2007; LAGES et al., 2008).

De acordo com essa associacdo, apesar do aumento do uso de
antimicrobianos em produtos de consumo, ndo ha estudos suficientes sobre o
efeito desses agentes. Estudos demonstraram o0 aumento da resisténcia de
bactérias a esses produtos, o que pode prejudicar os tratamentos em que séo
utilizados antibidticos. Considerando a natureza de algumas bactérias de
criarem resisténcia a antibidticos, € interessante evitar o uso de
antimicrobianos em produtos de consumo. Porém, mais estudos s&o
necessarios (TAN et al., 2002).
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Um dos membros do Nonprescription Drugs Advisory Committee, do
FDA, afirmou, apOs ter analisado diversos trabalhos, que nenhum dado o
convenceu de que o uso de antimicrobianos em sabonetes torna-os mais
efetivos que um sabonete neutro (ALASTAIR, 2005).

Aiello et al. (2007), Drinkela et al. (2007) e Lages et al. (2008)
demonstraram que sabonetes contendo triclosan ndo foram mais eficientes do
gue sabonetes neutros na prevencdo de infeccdes e na reducdo da carga
microbiana em maos, resultados estes semelhantes aos encontrados neste
trabalho.

Além de a selecdo de bactérias resistentes ser preocupante, ha também
a resisténcia cruzada aos antimicrobianos, que resulta da corresisténcia, ou
seja, da presenca de multiplos mecanismos de resisténcia em um Unico
hospedeiro, levando a resisténcia a multiplos farmacos (LIVERMORE, 2002;
MCGOWAN, 2006; FIGUEIREDO et al., 2007).

Gautério et al. (2008) estudaram o perfil de sensibilidade ao triclosan de
isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis resistentes a isoniazida, um
importante farmaco utilizado para o tratamento da tuberculose. O alvo de acao
de ambos esses antimicrobianos no micro-organismo estudado é uma enoil-
redutase. Nesse estudo, os autores determinaram a concentracdo minima
inibitéria (CMI) do triclosan e da isoniazida para 46 isolados clinicos de M.
tuberculosis previamente identificados como resistentes a isoniazida, e
observaram altos niveis de resisténcia para isoniazida e sensibilidade ao
triclosan para todas as cepas. Porém, os resultados do estudo ndo permitiram
estabelecer resisténcia cruzada entre isoniazida e triclosan.

Sader et al. (2001) avaliaram a sensibilidade a antimicrobianos de
bactérias isoladas no trato respiratorio baixo de pacientes com pneumonia,
internados em hospitais brasileiros. Entre as bactérias encontradas esta o S.
aureus. Cerca de metade das amostras de S. aureus foi resistente a oxacilina,
tendo a grande maioria apresentado resisténcia cruzada também a outros
antimicrobianos, como clindamicina, ciprofloxacina e
sulfametoxazol/trimetoprim.

Cardoso et al. (2002) estudaram 86 amostras de E. coli, isoladas de
sacos aéreos de aves com problemas respiratorios, com o0 objetivo de
apresentar diferentes perfis de resisténcia de E. coli aviaria as drogas

amoxicilina, acido oxolinico, fosfomicina, norfloxacina e sulfazotrim, utilizadas
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no tratamento das aves. O estudo mostrou o alto indice de resisténcia de E.
coli de origem aviaria para todas as drogas mencionadas, salientando assim a
importancia de que a recomendacdo de drogas antimicrobianas deve ser
precedida de teste de suscetibilidade, pois o uso Iinadequado de
antimicrobianos em aves causa resisténcia cruzada no tratamento humano
(PIDDOCK et al., 1990; ENDTZ et al., 1991; GARCIA-RODRIGUEZ et al.,
1995). O teste de suscetibilidade antimicrobiana in vitro faz com que se tenha
uma escolha precisa do uso de medicamentos apropriados para cada situacao
na &rea veterinaria (BLANCO et al., 1997).

4.5. Adesado de Escherichia coli e Staphylococcus aureus nas maos de

voluntarios

A capacidade de recuperacdo dos micro-organismos patogénicos das
maos dos voluntéarios foi diferente. A recuperacdo de E. coli atingiu média de
4,36 log UFC/mé&o, enquanto para S. aureus esse valor foi de 5,66 log
UFC/méo (Figura 9). Considerando que foram adicionados entre 8-9 log de
UFC/mL as maos dos voluntarios e que o procedimento de remoc¢do desses
micro-organismos estava muito bem padronizado, pode-se afirmar que a E. coli
foi a espécie mais dificil de ser removida, ou seja, a que aderiu mais fortemente

as maos.
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Figura 9 — Médias dos logaritmos decimais de UFC/mao para Escherichia coli e

Staphylococcus aureus recuperados das méaos dos voluntarios.

A adesdo microbiana ocorre devido a deposicdo de micro-organismos
em uma superficie de contato, onde eles se fixam e iniciam o crescimento. Sob
0 aspecto microbiolégico, a adesdo pode constituir-se de micro-organismos
alteradores e/ou, patogénicos, que resultam em sérios problemas de higiene,
de saude publica ou de ordem econémica.

Vérios fatores podem influenciar a adesdo de micro-organismos as
superficies, como as caracteristicas do micro-organismo, da superficie de
adesdo e do meio que envolve o micro-organismo. A espécie, 0 meio de
cultura, a idade da cultura e a concentracdo do micro-organismo podem afetar
0 processo de adesdo. Quanto a superficie, sua composi¢do, rugosidade e
porosidade sdo importantes no processo de adesdo. Em relacdo ao meio,
fatores como pH, concentracdo de sais organicos, compostos organicos,
agitacdo, tempo e temperatura de contato sdo importantes nesse processo.

No que diz respeito as caracteristicas dos micro-organismos, a presenca
de estruturas como pili, fimbria, flagelo e proteinas da parede celular pode
influenciar o processo de adesao, servindo de ligacdo entre a célula e o
substrato de adesédo (PEREIRA et al., 2000; ANDRADE, 2008).
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A presenca de flagelo, fimbria e pili na estrutura celular da bactéria E.
coli pode explicar sua maior adesédo nas maos dos voluntarios, nas condicdes
do experimento.

Bactérias flageladas possuem melhores condicbes para aderir,
chegando mais rapidamente ao local, e tém a vantagem sobre competidores
ndo moveis. A presenca de fimbria e pili superaria a forca de repulséo
eletrostatica entre célula e substrato, podendo auxiliar tanto na adesdo da
célula, quanto na busca por regides de maior estabilidade (ZOTTOLA &
SASAHARA, 1994).

Di Martino et al. (2003) demonstraram a relacdo existente entre a
producdo de fimbria tipo 3 por Klebsiella pneumoniae e sua capacidade de
formar biofilmes. Linhagens da mesma bactéria ndo produtoras de fimbria tipo
1 e 3, por outro lado, ndo foram capazes de formar biofilmes apés 48 h de
incubacéo.

Stone e Zottola (1985) mostraram que na adesdo em aco inoxidavel, em
fluxo continuo de leite, Pseudomonas fragi produz fimbria em 30 min, a 25° C,
e em 2 h, a 4° C. Em um estudo conduzido por Herald e Zottola (1988), ficou
evidenciado que P. fragi apresenta maxima adesdo ao aco inoxidavel, em pH
na faixa de 7 a 8, o que coincide com o pH étimo para o seu metabolismo.

Segundo Zottola e Sasahara (1994), Yersinia enterocolitica adere melhor
ao aco inoxidavel a 21° C do que a 35 ou 10° C. Observou-se que a 35° C as
células ndo possuiam flagelo, o que evidencia que essa estrutura € necessaria
para que a adesao ocorra. Os autores concluiram também que Y. enterocolitica
adere melhor em pH 8 a 9,5 do que em pH 6, nas temperaturas de 10, 21 e 35°
C. Em pH 6, poucos flagelos foram observados, o que pode ter tido influéncia
na adesdo (HERALD & ZOTTOLA, 1988).

Os mutantes de E. coli que ndo produziam pili do tipo 1 ou eram imoveis
ou nao formaram biofilme em cloreto de polivinil (PVC) (STICKLER, 1999). Este
estudo mostrou, ainda, que os mutantes deficientes em flagelos ou que tinham
o flagelo imobilizado foram bastante falhos na capacidade de formar biofilmes.
Nos experimentos com PVC foram encontradas poucas células, em pequenos
agrupamentos. Deve-se ressaltar que a mobilidade é importante para sobrepor
a forca de repulséo entre bactéria e substrato e que a pili do tipo 1 é necessaria

para estabilizar a adeséo.
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5. CONCLUSOES

Comparou-se a eficiéncia de sabonetes antissépticos e um sabonete neutro
para maos contra suspensbes bacterianas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus inoculadas na superficie das méos de voluntarios, em
condi¢cOes padronizadas.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, constatou-se que o0s
sabonetes apresentaram diferentes viscosidades, provavelmente devido as
diferentes formulacdes; a densidade variou muito pouco, apesar das diferencas
nas formulacdes; apenas o pH do sabonete neutro se aproximou do pH
fisiolégico da pele; a analise da tensao interfacial mostrou valores baixos; e
apenas um dos sabonetes antissépticos apresentou teor de triclosan abaixo do
especificado no rétulo da embalagem.

Em relacdo as andlises microbioldgicas, triclosan a 0,5 % (m/v) mostrou
efeito bactericida e ndo bacteriostatico sobre os micro-organismos E. coli e S.
aureus. A bactéria gram-negativa E. coli foi menos sensivel a acdo dos
sabonetes do que a bactéria gram-positiva S. aureus, no teste de inibicdo da
multiplicacdo microbiana por difusdo em agar.

Ja no teste utilizando voluntarios, ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os efeitos dos seis sabonetes (1 a 6) para as duas bactérias em
estudo, o que indica que o uso de sabonetes liquidos com adicdo de triclosan
nao € necessario no processo de lavagem das maos e que seguir corretamente
as etapas do procedimento operacional padronizado para lavagem das méaos &
mais importante que a presenca de sanitizantes nas formulacgées.

A capacidade de recuperacdo dos micro-organismos patogénicos das

maos dos voluntarios foi diferente no teste de adeséo. Pode-se afirmar que a E.
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coli foi a espécie mais dificil de ser removida, ou seja, a que aderiu mais
fortemente as méos.

Apesar do aumento do uso de triclosan em produtos de consumo, nao
ha estudos suficientes sobre a melhoria da acdo antimicrobiana dessas
formulacbes. Considerando a natureza de algumas bactérias criarem
resisténcia a antimicrobianos, esses produtos devem ser usados com critério
para evitar o aparecimento de estirpes resistentes. Ha também preocupacéo
em relacdo a toxicidade do triclosan em humanos, animais e no meio ambiente.
Estudos recentes tém demonstrado que o triclosan pode ser mais nocivo do
que benéfico, porém sao necesséarias mais pesquisas sobre o efeito toxico do

triclosan, principalmente em humanos.
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ANEXO |

Céalculo da viscosidade dos sabonetes em centistokes.

Tempo de Viscosidade em centistokes |Viscosidade em centistokes
Amostras| escoamento em (V) - Orificio 4: férmula (V) - Orificio 5: formula Média

segundos (t). V=3,85(t-4,49) V=12,1(t-2)
15 o005 T
A oo
- szt s
e
T e L
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ANEXO I

Calculo do pH dos sabonetes.

Amostras pH Média
BT oa | °
B ore | o7
e |
R Y
& esr | °
G| ses | o
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ANEXO 1l

Célculo da densidade dos sabonetes em g/mL.

Amostras|Peso Mg (g)|Peso M, (g) [Peso M, (g)|Densidade (g/mL)| Média
1A 32,538 61,884 62,283 1,0135 10148
1B 31,238 61,071 61,553 1,0161 ’
2A 31,225 61,097 61,748 1,0217 10223
2B 32,477 61,795 62,47 1,023 ’
3A 31,88 62,29 62,752 1,0151 10131
3B 31,826 62,266 62,744 1,0157 ’
4A 31,282 61,071 61,755 1,0229 10233
4B 31,225 61,05 61,758 1,0237 ’
5A 32,464 61,813 62,431 1,021 10212
5B 32,456 61,764 62,396 1,0215 ’
6A 31,859 62,297 62,818 1,0171 10175
6B 31,828 62,252 62,797 1,0179 ’
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ANEXO IV

Célculo da tenséao interfacial dos sabonetes em mN/m.

Amostras [Tenséao Interfacial (mN/m)| Média
i 1473
z e D
z e
- el
& 2664
e L
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ANEXO V

Célculo da concentracdo microbiana final apés a adicdo de 5 mL de uma
solugéo contendo triclosan a 1 % (m/v) e 50 pL da suspenséo contendo 0s
micro-organismos aos tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo Muller-Hinton.

Ci-Vi=Ci- Vi

onde:

Ci = concentracdo microbiana inicial
C: = concentragao microbiana final
V; = volume inicial

V; = volume final

Ci=1,0 x 108 UFC/mL

Cf:?
Vi =50 pL = 0,05 mL
Vi=10 mL

1,0x10%-0,05=Cs- 10
Ci = 5,0 x 10° UFC/mL
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ANEXO VI

Calculo da variagao (A) do teor de triclosan nos sabonetes antissépticos em
relacdo a concentracao indicada nos rétulos dos sabonetes antissépticos (0,5
% (m/m)).

A = [(Concentracéo de Triclosan Encontrada (%) x 100 (%)) / Concentracdo de
Triclosan no Rétulo da Embalagem (%)] — 100

A; = [(0,674 x 100) / 0,5] - 100 = + 34,80
A, = [(0,658 x 100) / 0,5] - 100 = + 31,60
As = [(0,528 x 100) / 0,5] - 100 = + 5,60
A4 =[(0,526 x 100) / 0,5] - 100 = + 5,20
As = [(0,451 x 100) / 0,5] - 100 = - 9,80
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