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RESUMO

SOUZA, Mylena Pazinato de. Estudo de compostos naturais de acerola
(Malphigia emarginata D.C.) para cosméticos. Defesa realizada em 2015. 56.
Trabalho de Conclusédo de Curso Bacharelado em Engenharia Quimica -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2015.

Os cosmecéuticos surgiram da necessidade da populacdo em aliar os
cuidados com o corpo a produtos que utilizam recursos naturais, garantindo um
desenvolvimento sustentavel das novas tecnologias exploradas pelo mercado de
HPPC (Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos). Seguindo este racional, o
projeto consistiu em estudar novas possibilidades de utilizacdo da matéria-prima da
fonte vegetal acerola como agente antioxidante de ocorréncia natural para produtos
cosmeéticos. Seus ativos enzimaticos e nao-enzimaticos, como a enzima SOD
(Superéxido Dismutase) e a Vitamina C, respectivamente, contribuem para que a
atividade de prevencdo de radicais livres seja possivel. Para a avaliacdo das
propriedades antioxidantes foram utilizadas polpas congeladas de acerola,
submetidas inicialmente ao processo de dialise para posterior liofilizacdo e analises
de quantificagdo da Vitamina C pelo método lodométrico e determinacdo da
atividade enzimatica da SOD pelo método da fotorreducdo do Azul de Nitrotetrazolio
(NBT), monitorada espectrofotometricamente. Através das andlises, os valores
encontrados se mostraram compativeis com a literatura, caracterizando-se assim a
matéria-prima escolhida como uma boa alternativa para o desenvolvimento do
produto, atendendo aos claims desejados. Com 0s resultados positivos das analises,
as bases cosmeéticas foram desenvolvidas de acordo com a formulacdo proposta e
finalmente submetidas ao processo de analise de estabilidade, durante 45 dias. Para
a realizacdo das andlises, as amostras foram armazenadas em acondicionamento
translicido (para melhor verificacdo macroscopica das possiveis alteracdes do
produto) em condicdes pré-estabelecidas de Estufa a 37°C, Temperatura Ambiente,
Geladeira 4°C e Luz Fluorescente. De acordo com o resultado pode-se concluir que
a base Gel Cremoso se configura como a melhor proposta por possuir maior
aderéncia a matéria-prima vegetal liofilizada e possuir melhor estabilidade nas
condi¢des acima mencionadas.

Palavras-chave: Cosmecéutico; Acerola; Vitamina C; Superoxido Dismutase (SOD).



ABSTRACT

SOUZA, Mylena Pazinato de. Estudo de compostos naturais de acerola
(Malphigia emarginata D.C.) para cosméticos. Defesa realizada em 2015. 56.
Trabalho de Conclusédo de Curso Bacharelado em Engenharia Quimica -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa, 2015.

The cosmeceuticals emerged from the population’s need to ally body’s care to
products that use naturals resources, ensuring a sustainable development of new
technologies explored by the HPPC'’s business (Personal hygiene, Perfumery and
Cosmetics). Following this thinking, this project consisted in study new possibilities of
utilization of this raw material of a vegetal resource, acerola, as an antioxidant agent
of a natural occurence to use in cosmetic products. The enzimatics and non
enzimatics actives, such as SOD (Superoxide dismutase) and Vitamin C,
respectively, contributes to the preserve free radical activity. To evaluate the
antioxidants properties, acerola frozen pulps was submitted to dialysis process, after
that, to lyophilization and vitamin C analysis by iodometric method and SOD activity
determined by Blue photoreduction of nitroblue tetrazolium  (NBT),
spectrophotometrically monitored. Through the analysis the found values was near
the values described in literature, characterizing the raw material chosen as a good
alternative to product development, attending to desired claims. According to the
positive results of the analysis, the cosmetic bases were developed with the
proposed formulation and finally subimitted to stability process analysis, during 45
days. To develop the analysis, the samples were stored in translucent packaging (for
better macroscopic examination of possible changes in the product) in pre-
established conditions of Greenhouse 37°C, Ambient Temperature, Refrigerator 4°C
and Fluorescent light. According to the result, creamy gel it's the better proposal
because it's have greater adherence to the lyophilized vegetable raw material and
better stability in the conditions above mentioned.

Key words: Cosmeceutical; Acerola; Vitamin C; Superoxide Dismutase (SOD).
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que vegetais e frutas possuem agentes fitoquimicos com acdes
terapéuticas, como por exemplo efeito antioxidante, o qual sera objeto de estudo do
presente trabalho. Portanto, extratos vegetais e seus constituintes isolados estao
sendo cada vez mais utilizados para a industrializacdo de produtos terapéuticos.

A capacidade antioxidante do tecido vegetal esta ligada tanto a atividades
decorrentes de enzimas antioxidantes quanto ao conteddo de compostos
antioxidantes ndo-enzimaticos, citando como exemplo a vitamina C.

A demanda por produtos que suavizam a acao decorrente da exposicado as
radiacoes ultravioleta (UV) é cada vez maior, uma vez que estas Sao responsaveis
por alteracOes cutaneas e envelhecimento celular precoce. Essa exposicdo sem
protecdo prejudica o bom funcionamento do organismo através da acdo decorrente
das espécies reativas de oxigénio (ERQO’s).

Para explorar este assunto, o trabalho sera dividido em sessdes: a inicial na
qual se encontra a introducéo, a caracterizagcdo do problema, objetivos e justificativa.
Na proxima sessdo sera apresentado o referencial tedrico com uma coletanea de
estudos bibliograficos sobre a fonte vegetal de estudo, a relacdo entre estresse
oxidativo e o sistema antioxidante e posteriormente, a aplicacdo de compostos
bioativos em cosméticos seguindo a sequéncia descrita para o experimento, onde
primeiramente 0 extrato proteico sera preparado para os experimentos de analise
quantitativa de vitamina C e determinacao da presenca da enzima SOD, em seguida
se dara a segunda parte experimental, onde as bases cosmeéticas creme anionico | e
gel cremoso serdo preparados com a incorporacdo da matéria-prima vegetal. De
acordo com este procedimento, objetiva-se caracterizar 0os compostos naturais
oriundos da acerola e a potencialidade de utilizacado destes em produtos cosméticos.
Com os seguintes dados, os resultados serdo apresentados e discutidos para dar

embasamento a conclusao.

1.1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O problema que se estuda neste projeto € a procura de antioxidantes

oriundos de fontes vegetais para a aplicagdo em cosméticos, caracterizando-se
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como uma tendéncia. O mercado precisa de fontes de moléculas naturais para suprir
a demanda do consumidor, que estd cada vez mais exigente. Para tanto se
estabelece a seguinte pergunta de pesquisa: A acerola apresenta compostos

bioativos em potencial para a aplicagdo em cosmeéticos?

1.2 OBJETIVO GERAL

Estudar compostos naturais provenientes de acerola (Malphigia emarginata

D.C.) para cosméticos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar Vitamina C da polpa da fruta;

e Determinar a presenca de enzima Superoxido Dismutase (SOD) na
polpa da fruta;

e Manipular uma formulacdo cosmeética com produtos naturais de
acerola;

e Avaliar a estabilidade da formulacao.

1.4 JUSTIFICATIVA

Este TCC apresentara um projeto de estudo da viabilidade de compostos
oriundos da acerola (Malphigia emarginata D.C.) como antioxidantes naturais para
aplicacdes em cosmeéticos.

Dentro da ampla area da Engenharia Quimica este projeto se enquadra no
desenvolvimento de produtos aliados as tendéncias atuais da biotecnologia,
buscando qualidade cientifica e desenvolvimento sustentavel.

Como as mudancas sdo cada vez mais rapidas e intensas, o setor industrial
necessita sempre pensar o futuro, compreendendo objetivamente o que se passa no
presente. Atendendo esse novo publico surgiram conceitos no desenvolvimento de
produtos que aliam beleza e bem estar, como é o caso dos cosmecéuticos, mais
recentemente conhecidos como nutracéuticos. Esses produtos se caracterizam

como a Ultima tendéncia da industria cosmética, trazendo uma convergéncia entre
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mundos que estdo cada vez mais proximos, a indudstria cosmética e alimentos
funcionais que possuem propriedades significativas para os cosmecéuticos. O
grande objetivo destes produtos € trazer a beleza de dentro para fora.

Justifica-se a escolha de uma fonte vegetal através dessa percepcdo e um
dos maiores destaques vegetais para atender aos requisitos do produto desejado é
a acerola (Malphigia emarginata D.C.). Analisada através de prévios estudos sobre
fontes vegetais que possuem caracteristicas importantes para tratamento e
prevencdo de fatores intrinsecos e extrinsecos que causam o envelhecimento
celular. A acerola é popularmente conhecida por seu elevado teor de Vitamina C, um
agente antioxidante natural. Porém, apesar de muito conhecida, esta substancia
natural € pouco utilizada da biodiversidade.

Além do fruto possuir todas essas importantes propriedades naturais,
extremamente benéficas ao organismo humano, também deve-se destacar o valor
agregado ao fruto, quando este passa a ser importante fonte de uma substancia
biologicamente ativa de um produto no mercado de cosméticos naturais. Ao agregar
valor a este cultivo, a remuneracdo do produtor passa a ser mais adequada,
tornando economicamente melhor a vida deste grupo que dedica seu trabalho a este
plantio.

A prética do desenvolvimento sustentavel se da através de esforgos em trés
pilares: Social, Ambiental e Econdémico. Entendendo a viabilidade econémica deste
setor em alto nivel de desenvolvimento o tema é tratado como fator de grande
importancia ao cenario nacional de desenvolvimento de produtos para a industria
cosmética e também para o plantio deste vegetal, fundindo areas do conhecimento e
agregando valor e tecnologia a produtos que proporcionam saude e bem estar a

populacdo e ao meio ambiente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

De acordo com o Caderno de Tendéncias (2010/2011) da Associacao
Brasileira de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC) o Brasil € um
mercado cosmético com grande potencial em relacdo ao mundo.

O Panorama do Setor Cosmético (ABIHPEC, 2015)° indica que o Brasil
ocupa a sexta posicao no ranking mundial de consumo de produtos para a pele, e
representa 9,4% do consumo mundial de produtos de higiene pessoal e cosméticos.
No caderno Panorama do Setor Cosmético foram divulgados dados do crescimento
médio deflacionado do setor cosmético composto préximo a 10% aa nos ultimos 19
anos, tendo passado de um faturamento "Ex-Factory”, liquido de imposto sobre
vendas, de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para R$ 43,2 bilhdes em 2014.

. iLLLLLlLlLlliiMll

1994 19%7  1¥98 1%¥% 1000 2001 003 2004 2005 2004 2007 2008 J00F 2000 2011 mz 2013 2004 (E)

B RS Bihdes ®USS BilhSes
Fonte: ABRIHPEC

Gréfico 1 - Panorama geral do Setor de HPPC em 2014.
Fonte: ABIHPEC (2015)".

Vérios fatores contribuem para isso, tais como a tendéncia de utilizacdo de
fontes de principios ativos e insumos, principalmente os de origem natural, busca
pela qualificacdo e o aumento de produtos de higiene pessoal, perfumaria e
cosméticos (HPPC) (ABIHPEC, 2015)%.
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Figura 1 - Mercado Cosmeético Brasileiro.
Fonte: Caderno de Tendéncias ABIHPEC (2015)%

A tendéncia de utilizacdo de principios ativos de origem natural em
cosmeéticos deve-se ao fato destes propiciarem beneficios a saude, como por
exemplo a reducdo do estresse oxidativo, neutralizando os radicais livres que
resultam de processos oxidativos intracelulares.

Existe um grande interesse no emprego de compostos biologicamente ativos
em formulacdes que oferecem beneficios a saude, seja na forma de alimentos
funcionais, tais como produtos nutracéuticos, farmacéuticos e/ou cosméticos ou
como medicinais para o tratamento de diversas doencas. Isso deve-se a composicao
de fontes vegetais que apresentam potenciais compostos, constituindo dessa forma
uma fonte alternativa de substancias bioativas empregadas em processos industriais
(CORREA, 2010).

A extracdo destes compostos € essencial para estudos que comprovam sua
composicdo e capacidade antioxidante. Portanto, o isolamento, quantificacéo,
identificacdo de fitoquimicos em fontes vegetais destes compostos e a avaliacdo dos
beneficios que estes apresentam a satde (CHISTE, 2011) demonstram a finalidade
de sua utilizacdo como cosmético com valor profilatico e terapéutico.

Segundo Santos (2007) a Resolucdo n° 18, de 30 de abril de 1999 da

Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define que a comprovacédo da
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alegacdo de propriedades funcionais ou de saude pode ser baseada em evidencias
abrangentes da literatura cientifica, organismos internacionais de saude e legislacao
internacionalmente reconhecida sobre as propriedades e caracteristicas do produto.

Estudos in vivo baseados em uma dieta antioxidante incluem dentre algumas
substancias naturais o acido ascérbico como agente de prote¢do contra danos
oxidativos ao organismo (ASSUMPCAO, 2014).

O poder antioxidante do acido ascorbico € bastante conhecido, portanto a
sua utilizacdo como agente antioxidante nao-enzimatico aliado antioxidantes
enzimaticos se torna uma alternativa sustentavel e eficaz que agrega valor ao cultivo

da acerola.

2.1 Malphigia emarginata D.C.

O Brasil é considerado o maior produtor, consumidor e exportador de
acerola no mundo, sendo uma fruta de alta oferta, pois a aceroleira possui floracédo
durante o ano todo e apds 3 ou 4 semanas ocorre sua frutificacdo. A formacdo do
fruto se processa rapidamente entre 22 e 25 dias (SOUSA, 2010).

Apesar de ser uma espécie facil de ser cultivada, existe pouco conhecimento
sobre a acerola. Ao contrario das frutas de exportacdo brasileiras, a acerola registra
um indice ascendente de consumo no mercado interno, e verifica-se a possibilidade
real e potencial de o Brasil conquistar e ampliar sua pauta de exportacdo de acerola
(MARTINS, 2013).

A fonte vegetal constitui a familia Malpighiaceae, sendo esta formada por
aproximadamente 800 espécies, distribuidas em 60 géneros, de ocorréncia em
regibes tropicais (Norte, Nordeste e Regido Central do Brasil, além da América
Central e Guianas). A maior parte das espécies dessa familia € conhecida por ser
utilizada com finalidade terapéutica e como alimento (NUNES, 2007). De acordo
com o Comité Internacional de Recursos Genéticos Vegetais (IBPGR) a acerola
pertence a espécie Malphigia emarginata D.C.

Conforme SEBRAE (2014) “o fruto € uma drupa de superficie lisa e dividida
em trés gomos. A coloracdo externa do fruto varia do alaranjado ao vermelho

intenso quando maduro com polpa carnosa e suculenta”.
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Figura 2 - Fruto da planta Malphigia emarginata D.C.
Fonte: Nunes, 2007.

Figura 3 - Sementes do fruto da planta Malphigia emarginata D.C.
Fonte: Nunes, 2007.

Com o aumento da demanda, a acerola tornou-se um produto agricola
gerador de lucro para o agricultor brasileiro, em especial para donos de
propriedades de menos de 50 hectares e empregadores de mao de obra familiar. Na
safra 2013/2014, o preco médio do quilo da fruta in natura negociada na Central de

Abastecimento e Armazéns Gerais do Estado e Sdo Paulo (Ceagesp) foi de R$ 4,21,
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enquanto o equivalente a R$ 0,87 por quilo foi o valor médio da acerola para

processamento pago pela indastria ao produtor (Globo Rural, 2015). A partir da

década de 90, um forte movimento de oferta da fruta justifica o estudo de

desenvolvimento de novos produtos, que na maioria das vezes concentram-se na

fruta in natura e na polpa (SOUSA, 2010).

O fruto da aceroleira possui importancia devido ao seu alto teor de Vitamina

C e a sua capacidade de aproveitamento industrial. Com destague entre os outros

frutos tropicais, a acerola contém uma quantidade de Vitamina C que varia entre
1.000 e 4.676 mg de acido ascorbico/100 g de frutos maduros (OLIVEIRA, 2008).

Acido Ascorbico (mg/ 100g)

Abacate
Abacaxi
Acerola
Amora
Banana
Camu-Camu
Cabeludinha
Caju

Laranja doce
Liméao

Maca
Manga
Mamaéao
Meléo
Melancia
Morango
Péssego
Tangerina

15,0
27,2
1000 - 4676
210,0
10,0
2950
706 - 2417
147 - 548
37-80
23-60
59-8,0
7,0 - 147
36 - 109
12,5 - 58,7
9,0
41 - 81
18,7 - 26,8
15- 56

Tabela 1 - Concentracédo de Acido Ascdrbico em algumas frutas.

Fonte: Figueirédo, 1998.

Além de constituintes naturais nao-enzimaticos com poder antioxidante

agregado, a fruta também possui

constituintes enzimaticos que promovem

beneficios ao organismo, tal como a enzima superoxido dismutase (OLIVEIRA,

2008).
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2.2 ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA ANTIOXIDANTE

A teoria dos radicais livres sugere que no envelhecimento cutaneo que
ocorre ao longo da vida ha acamulo no organismo de substancias que provocam
oxidacdo de proteinas, DNA e lipideos gerados pela acdo dos radicais livres.
Quando a pele entra em contato com a incidéncia de raios UVA e UVB h& um
aumento da quantidade de radicais livres, como o anion superoxido e radical
hidroxila, assim como também os oxidantes ndo-radicais, tais como o peroxido de
hidrogénio, causando diminui¢cdo da quantidade de enzimas antioxidantes (CORTE,
2006).

Ainda segundo Corte (2006) a pele envelhecida apresenta sinais
semelhantes ao processo descrito, portanto, o aumento do estresse oxidativo é
causado a medida que a pele € exposta a radiacdes ultravioleta, ionizantes, ozénio e
poluentes ambientais. O sistema antioxidante de defesa do organismo é composto
por dois grupos: enzimas antioxidantes e enzimas de baixo peso molecular, onde
possuem como funcao dissipar os oxidantes intracelulares e diminuir o dano celular

causado pelo estresse oxidativo, visando garantir a homeostase.

2.2.1 Envelhecimento cutaneo

O processo do envelhecimento pode ser considerado complexo, dinamico e
progressivo, do qual decorrem modificagcdes morfologicas, funcionais, bioquimicas e
psicolégicas que culminam em uma progressiva perda de capacidade de adaptacao
do ser humano ao universo que vive, ocasionando vulnerabilidade no individuo e
maior incidéncia de problemas de satude (CORTE, 2006).

A pele possui dois diferentes tipos de envelhecimento, o intrinseco e o
extrinseco. O envelhecimento intrinseco é relacionado ao processo cronoldgico
inerente a todos os 6rgaos. Ja o processo de envelhecimento extrinseco é aquele
qgue ocorre devido a fatores externos, onde o fotoenvelhecimento é destacado
devido & sua acdo agressiva para a pele, pois decorrente deste processo ha
formacdo de radicais livres que sao instaveis devido as suas caracteristicas

quanticas que reagem com moléculas organicas (SEGURA, 2011).
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O envelhecimento cronolégico cutaneo causa modificagdo na estrutura do
material genético por meio de enzimas, alteracbes proteicas e devido a ocorréncia
de um decréscimo da proliferacdo celular. Desta forma entdo o tecido perde
elasticidade, capacidade de regular trocas aquosas e a replicacédo do tecido se torna
deficitaria (FERREIRA, 2011).

De acordo com Segura (2011), vitaminas aplicadas de maneira tdpica
ajudam a combater doencas de pele, prevenir, retardar ou impedir algumas

mudancas degenerativas associadas ao processo de envelhecimento cutaneo.

2.2.2 Acao de Espécies Reativas de Oxigénio (ERQO’S)

As espécies reativas de oxigénio (ERO’S) sdo derivadas do oxigénio
molecular com atividade redox e maior reatividade (CHISTE, 2011). S&o altamente
reativas e potentes oxidantes de molécula. O excesso de espécies pro-oxidantes no
organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos da
dieta.

Ainda segundo Chisté (2011) no organismo as ERO’S possuem funcdes
como a producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biologicas importantes. Porém, se
forem produzidas em excesso, ou se as defesas antioxidantes enddgenas
funcionarem de forma deficiente, podem provocar oxidagdes de macromoléculas,
como os lipideos, proteinas ou DNA (estresse oxidativo) e as consequentes
disfuncdes bioldgicas e doencas associadas.

As espécies reativas de oxigénio (ERO’s) compreendem radicais livres, onde
se pode citar o radical hidroxila (OHe), o superdxido (02 -¢), o alcoxil (ROe), o
alquiperoxil (ROOe¢) e o hidroperoxil (HO2¢), bem como, também, por ndo-radicais
livres, como peroxido de hidrogénio. Esses radicais sdo qualificados como um
relevante causador do envelhecimento cutaneo, o dano oxidativo caracteriza-se por
reacgdes incontroladas e aleatorias de ERO’s combinados com alvos moleculares do
metabolismo. Leva a consequéncias multiplas no tocante ao ambito cutaneo, como a
despolimerizacdo do colageno, da elastina e do acido hialurénico, tambéem
conhecido como agente causador da ruptura de moléculas por inativacdo
enzimética, produtos toxicos ou formacao de agregados proteicos (CORTE, 2006).



ENVELHECIMENTO RADIACAO
Diminuigédo da atividade dos ULTRAVIOLETA (RLY)
sistemas antioxidantes Aumento do estresse
endogenos de defesa oxidativo
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g Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS)

Alteragao na estrutura
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Figura 4 - Papel do estresse oxidativo no envelhecimento e em resposta a exposicao a

radiacao ultravioleta.
Fonte: Dieamant, 2008.
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A Figura 4 contempla de maneira clara todo o processo que ocorre em

NOsSsSoO organismo através dos mecanismos descritos neste capitulo, bem como

também as disfuncdes que acarretam, desiquilibrando a homeostasia interna.

2.2.3 Antioxidante ndo-enzimatico

2.2.3.1 Vitamina C

Micronutriente hidrossoluvel requerido para varias funcdes bioldgicas. Esta

presente em grande quantidade nos tecidos em que a producdo de ERO’s é

importante, sendo conhecido como fator para adaptacao contra o estresse oxidativo.

Esta vitamina possui a habilidade de neutralizar ERO’s, e no interior da célula

reforca a atividade de outras substancias importantes para as funcdées do organismo,

tais como a vitamina E e a glutationa, regenerando suas formas ativas depois de

interagirem com as ERO’s (PICCHI, 2010).
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Nos tecidos vegetais pode estar presente na sua forma reduzida, como &cido
ascorbico ou na forma oxidada como desidroascorbato, exibindo atividade biolégica
em ambas. A vitamina C apresenta um alto potencial antioxidante com capacidade
para eliminar espécies reativas de oxigénio (ERQO’s). Além dessas funcdes, ainda
desempenha o importante papel de producdo e manutencdo do colageno,
cicatrizagcdo e reducédo da susceptibilidade as infec¢des (OLIVEIRA, 2008).

A vitamina C, além de composto estimulante de colageno e antioxidante
para produtos cosmeéticos que combatem o envelhecimento cutaneo, também tem se
tornado aditivo de formulacbes pdés-sol, pois € capaz de interferir na geragcdo de
espécies de oxigénio reativo, induzida pelos raios UV pela reagdo com o anion
superéxido ou radical hidroxila (CAYE; RODRIGUES, 2008).

Para a utilizacdo da matéria-prima vegetal em cosméticos, a Camara
Técnica de Cosméticos (CATEC) (ANVISA, 2001)* elaborou um parecer técnico
sobre a utilizagdo da vitamina C em produtos cosméticos para fins comerciais,
considerando que o consumidor tem o direito de ter acesso a veracidade de
informacbes sobre o produto que estda consumindo, levando em conta também o
interesse do consumidor nos beneficios propostos, o0 uso crescente do acido
ascorbico e seus derivados em produtos cosméticos com finalidades hidratante,
clareadora, antioxidante e estimulante da renovacdo da camada cornea e da sintese
de colageno e também avaliando que o uso da Vitamina C por um periodo
prolongado, mesmo em altas concentracdes, tem sido descrito como seguro.

Os produtos cosméticos contendo o acido ascoérbico e seus derivados, em
todas as suas formas de apresentacdo, devem ter sua eficAcia e seguranca
devidamente comprovadas (irritabilidade dérmica primaria e cumulativa), bem como
sua estabilidade quimica dentro de limites compativeis com as finalidades de uso,
quando a eles atribuidos beneficios. A utilizacdo de Vitamina C e de seus derivados
na formulacdo do produto, com a finalidade antioxidante (manutencdo da
estabilidade), ndo pode permitir que a mesma seja realcada na rotulagem, a
excecdo da mencdo na composicdo, de maneira igual tanto na forma, quanto na
dimenséao de caracteres, aos demais constituintes da formula. Para fins de registro,
os produtos contendo acido ascoérbico e seus derivados serdo classificados como
Grau 2, exceto quando se enquadrarem na situagcdo descrita no item 2. A Geréncia
Geral de Cosméticos adota o presente parecer como referéncia técnico-cientifica
(ANVISA, 2001)2.
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2.2.4 Antioxidante enzimético
2.2.4.1 Superoéxido dismutase (SOD)

A enzima de estresse oxidativo, superoxido dismutase (SOD) foi isolada pela
primeira vez por Mann & Kleilin em 1938, acreditava-se que essa enzima tratava-se
de uma proteina armazenadora de cobre. Entretanto em 1969 Mc Cord & Fridovich
descobriram a funcéo catalitica dessa enzima, desde entdo a SOD € conhecida por
catalisar a dismutacdo do superdoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio (EL-
BACHA; KIM, 2014).

A superoxido dismutase (enzima SOD) sdo metalo-enzimas presentes em
células aerdbicas que agem sobre o radical superéxido, dismutando-a a peroxido de
hidrogénio (NUNES, 2007), reduzindo assim a formacéo de ERO’s.

02_. +2H" —S0D _, H,O, + O,

A dismutase do superoxido atua na defesa do organismo contra injurias
mediadas por oxirradicais (OLIVEIRA, 2008) e também ¢é considerada defesa
primaria contra o estresse oxidativo (COELHO, 2013). Essas enzimas removem 0
radical superoxido e diminuem os riscos de formacdo do radical hidroxil através da
reacao de Haber Weiss (OLIVEIRA, 2008).

[] — Fi M _
Reacao de Haber Weiss
Através da reacao acima descrita promove a reduc¢do univalente do peroxido de

hidrogénio (H202), envolvendo uma interacdo entre H202 e -O2- catalisada por ions

metalicos ou quelatos como Cobre ou ferro (OLIVEIRA, 2008).
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2.3 APLICACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM COSMETICOS

A industria cosmética esta em constante busca por inovacdo aliada a
qualidade cientifica de produtos com compostos bioativos atraentes aos seus
consumidores. Portanto, a inovagdo tecnologica se configura como um fator
competitivo, elevando assim o0s investimentos em pesquisa para cosméticos que
possuem compostos que beneficiam a saude do ser humano, ainda mais quando
este também agrega desenvolvimento sustentavel para o planeta.

No Brasil, sdo classificados como produtos de grau de risco |, quando nao
necessitam de informacdes detalhadas quanto ao modo de uso (por exemplo: batom
labial, esmalte e mascara para cilios) e de grau de risco Il, quando necessitam de
comprovacdo de seguranca e/ou eficacia, aléem de informac¢cfes quanto ao uso e
restricbes. (MARTINEZ, 2013).

2.3.1 Cosmecéuticos

Os cosméticos que possuem caracteristicas terapéuticas ligadas a apelos
estéticos receberam a denominacdo de cosmecéuticos, designacao introduzida por
A. Kligman na década de 80. O autor define este tipo de produto aplicado
topicamente que possui capacidade de alterar o status da pele, porém nédo séo
meramente cosméticos e também ndo sdo medicamentos. Atualmente o0s
cosmeéticos definidos como cosmecéuticos vém sendo aplicados para representar a
realidade de modo a unir cuidados com a pele ao direcionamento de suas atividades
biolégicas. Estes servem para corrigir alteracbes fisioldgicas, tais como
envelhecimento cutaneo. Extratos botanicos vém sendo amplamente utilizados
nessa classe de cosméticos, apresentando maior eficacia que cosméticos
convencionais (KLEIN, 2013), dotados de propriedades bioativas provenientes de
fontes naturais.

A utilizacdo de matérias-primas vegetais tem se mostrado uma alternativa
eficaz para utilizacdo na indUstria cosmética, pois 0S mesmos apresentam
compostos ativos de ocorréncia natural. Portanto o setor cosmético tem, de forma
cientifica, explorado a flora brasileira em busca de novas matérias-primas de

ocorréncia natural capazes de garantir resultados satisfatérios ao consumidor. Deve-
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se considerar sua identificacdo, padronizacdo, e especificacado para realizacdo do
delineamento estratégico, além de contemplar um rigoroso controle da matéria-prima
(controle, condi¢des agricolas, ambientais e transporte) (KLEIN, 2013).

Muitas industrias farmacéuticas realizam pesquisas com produtos derivados
de plantas, devido a este fato, muitos medicamentos e cosméticos langados provém
direta ou indiretamente de plantas (FERRO, 2006).

Foco em Produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC)
com base em andlises do ‘Euromonitor International’, os principais movimentos
apontados pela ABIHPEC (2015) que vem ocorrendo no setor e sdo interessantes
para o estudo de desenvolvimento de novos produtos com base em agentes
bioativos sdo descritos por duas fortes tendéncias como o envelhecimento da
populacdo e o desenvolvimento de cosméticos verdes. Através do envelhecimento
da populacdo, ha um aumento na demanda de produtos anti-aging e anti-rugas,
devido a busca de alternativas para a prevencado do envelhecimento cutaneo em
detrimento das cirurgias plasticas. Com isso, iniciou-se o advento dos cosméticos
verdes que valorizou e adotou produtos naturais e organicos, garantiu maior
conhecimento dos componentes encontrados em produtos e maior aceitacdo de
produtos naturais em formulagdes cosméticas, contribuindo assim para o

desenvolvimento de tecnologia sustentavel do setor cosmético.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e a metodologia experimental
utilizada no desenvolvimento do produto cosmeético a base de compostos bioativos
provenientes de polpas de acerola. Esta se¢do é dividida em Preparo da polpa,
liofilizacdo da matéria prima, quantificacdo da vitamina C, determinag&o da atividade
enzimatica, desenvolvimento da formulacéo e incorporacdo da amostra liofilizada na
base cosmética e analise da estabilidade da formulacdo. A Figura 5 apresenta a
sequéncia dos experimentos realizados e os locais onde foram efetuados os
ensaios, todos realizados nos laboratérios da Universidade Tecnol6gica Federal do

Parana campus Ponta Grossa.

Preparo da polpa Liofilizagao da Matéria
Prima

Laboratério de
Bioengenharia Laboratério de Vegetais

Qual:\tific'agéo da Determinagdo da
vitamina C presenga da enzima SOD

Laboratério de Laboratério de Quimica
Bioengenharia Instrumental

Desenvolvimento da Anidlise de estab|~I|dade
formula¢do com a matéria das formulag¢des
prima

Laboratério de Laboratério de
Bioengenharia Microbiologia

Figura 5 - Fluxograma do desenvolvimento experimental
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3.1 MATERIAIS

3.1.1 Obtencéo da matéria prima

Os frutos foram adquiridos ja na forma de polpa de fruta congelada, em um
estabelecimento comercial onde esta polpa estava bem acondicionada e

armazenada adequadamente em local que a mantinha refrigerada.

3.1.2 Reagentes

Polpas congeladas de acerola, composto puro de Vitamina C, Acido
Sulfarico a 20%, lodeto de Potassio a 10%, Tampao Fosfato Monobasico, de
Potassio, EDTA 0,1%, Azul de Nitrotetrazolio — NBT, Tamp&o Fosfato de Potassio
Dibasico, Metionina, Riboflavina, Edetato dissddico, Solucdo conservante de
parabenos (Metilparabeno, Propilparabeno, Propilenoglicol), Cetilfosfato de
dietanolamina, Agua purificada , Triglicérides dos &cidos céaprico/caprilico, Alcool
cetoestearilico 30:70, Butil-hidroxitolueno, Solucdo conservante de imidazolidinilureia
a 50%, Butil-hidroxitolueno, Ciclometicona, Poliacrilamida, Isoalcanos C13-14 e
alcool laurilico etoxilado 7 OE, Solucdo de iodeto de potassio a 10%, m/v, Solucdo
de amido a 1%, m/v.

3.2 METODOS

3.2.1 Liofilizagéo

Para dar inicio & etapa de liofilizagdo as polpas foram submetidas ao
procedimento de didlise durante 72 horas, na propor¢cdo de 200 mL de agua para
100 gramas de polpa, congelamento a temperatura de -80°C durante 48 horas e
apos esse processo inicial as polpas estavam prontas para a liofilizacao.

O liofilizador utilizado para o processo € o modelo Liotop L101 da marca
Liobras™, ajustado para a pressédo de 78 mmHg e temperatura de aproximadamente

-50°C, levando em consideracao pequenas variacdes experimentais.
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3.2.20btencao dos extratos proteicos (amostra)

ApoOs a obtencdo de massa seca atraves do processo de liofilizacdo, a
quantidade de 0,2 gramas de massa seca, previamente mensurada em balanca
semi-analitica, foi colocada em banho de gelo, entdo foi macerada em um almofariz
com 5 mL de tampao fosfato monobasico de potéassio 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA
0,0001 M, durante 5 min, apos esse tempo, a solucdo tampao sera adicionada e o
material foi macerado por mais 5 minutos. A suspenséo foi centrifugada a 14.000
rpm em temperatura de 4°C por mais 20 min. O extrato proteico, sobrenadante foi
coletado, congelado em freezer doméstico a -18°C, posteriormente entdo ele foi
utilizado para a determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes (OLIVEIRA,
2008).

3.2.3 Quantificagao da Vitamina C

O método € aplicado para a determinagdo de vitamina C ou &acido L-
ascorbico quando a quantidade da referida vitamina for maior que 5 mg e baseia-se
na oxidac&o do acido ascorbico pelo iodato de potassio.

A amostra foi homogeneizada e uma quantidade de 0,5 g foi pesada em
balanca semi-analitica. Apos esse procedimento a amostra e aproximadamente 50
mL de agua foram transferidos para um Erlenmeyer de capacidade volumétrica de
300 mL, em seguida 10 mL de solucdo de acido sulfarico a 20% também foi
transferido ao Erlenmeyer. Para adicionar 1 mL da solucéo de iodeto de potassio a
10% e 1 mL da solucao de amido a 1% a amostra primeiramente foi homogeneizada
e o procedimento de adigdo das solucdes de iodeto de potassio e amido foi realizado
na sequéncia. Apos preparada a solucdo deu-se inicio a titulacdo com solucédo de
iodato de potassio 0,02 M até o ponto de viragem que propiciou a coloracdo azul
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

O procedimento foi realizado em triplicata para conhecimento real da

quantificacdo da Vitamina C.
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O calculo da quantidade de vitamina C foi realizado através da equacao:

100xV x F

Vitamina C mg por centro m/m =
ap p (1)

Equacgao 1 - Célculo da quantificagdo de Vitamina C
Sendo:

V = volume de iodato gasto na titulagéo
F = 8,806 ou 0,8806, respectivamente para KIO3 0,02 M ou 0,002 M

P = n° de mg ou mL da amostra

3.2.4 Ensaio antioxidante in vitro

3.2.4.1Determinacéo da enzima SOD

A determinacédo da atividade da SOD considera a capacidade da enzima em
inibir a fotorreducdo do NBT (Azul de nitrotetrazolio cloreto). A atividade foi
determinada pela adicdo de 50 mL de extrato proteico a uma solucao contendo 13
mM de metionina, 75 mM de NBT, 100 nM de EDTA e 2 mM de riboflavina em
tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8. A reacéo foi iniciada pela iluminacdo dos
tubos, por lampada fluorescente (20 W), a 25° C. Apos 5 minutos de incubacéo, o
final da catalise foi determinado pela interrupcdo da luz (BROETTO, 2014). O
composto azul formado (formazana) pela fotorredugédo do NBT foi determinado pela
leitura em espectrofotbmetro a 560 nm. Os tubos considerados branco para a
analise receberam os mesmos reagentes, porém foram mantidos cobertos com
papel aluminio, portanto, abrigados da luz. O método foi adaptado de acordo com 0s

equipamentos disponiveis nos laboratérios utilizados.

Para a andlise: Foram adicionados 50 mL de extrato proteico (amostra) a

2,950 mL da solucéo de trabalho.
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1° Tubo em branco — Solucéo de trabalho + amostra, este tubo foi preparado

na auséncia de luz e foi utilizado para zerar o espectrofotdmetro.

2° Tubo 100% de fotorreducdo (Controle) — Somente com a solugdo de
trabalho este tubo foi exposto & luz e foi utilizado para determinar a fotorredugéo
total do NBT.

3° Tubo da amostra — Solucdo de trabalho + amostra. Dependendo da
atividade da SOD, na amostra, a taxa de inibicdo da fotorredu¢cdo do NBT foi

determinada.

ApOs incubacédo sob luz por 5 minutos, as absorbancias foram determinadas
a 560 nm.

CONTROLE — AMOSTRA X100 = %INIBICAO
CONTROLE -7 - @)

Equacédo 2 - Porcentagem de Inibicdo da atividade enzimatica

Para determina a atividade Especifica da SOD o seguinte calculo foi realizado:

U % de inibi¢do x volume da amostra

ug de proteina  50% x concentragio de proteina (3)

Equacédo 3 - Atividade Especifica da enzima

Uma unidade de SOD é definida como a atividade da enzima necessaria
para a inibicdo de 50 % da fotorreducdo do NBT. O produto resultante da
fotorredugcéo do NBT, a formazana azul foi monitorado espectrofotometricamente a
560 mm.
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3.2.5Base cosmética
3.2.5.1 Preparacgdo da base cosmética

As bases desenvolvidas foram creme aniénico | e gel cremoso, com suas
férmulas definidas através do Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira da

Anvisa (2012)°. Em todas as bases, o0s extratos obtidos de acerola foram

incorporados e submetidos a testes de estabilidade.

3.2.5.2 CREME ANIONICO

3.2.5.2.1 Propriedades e aplicacao

Creme anibnico O/A, emoliente, de baixa irritabilidade e oleosidade, com boa

veiculacao de principios ativos que requerem veiculos com este carater.

3.2.5.2.2F6rmula

Tabela 2 - Formulacdo Creme anidnico |

Componentes Quantidade

Fase A (aquosa)

Edeato dissodico 01lg
Solugdo conservante de parabenos 3,39
Cetilfosfato de dietanolamina 15¢9
Agua purificada q.s.p. 100,0 g
Fase B (oleosa)
Triglicérides dos acidos caprico/caprilico 4049
Alcool cetoestearilico 30:70 9,09
Butil-hidroxitolueno 0,005g
Fase C (complementar)

Ciclometicona 209
Solugdo conservante de Imidazolidiniureia a 0,69
50%

Fonte: Formuléario Nacional da Farmacopéia Brasileira (2012)
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3.2.5.2.3 OrientagGes para o preparo

Aquecer, separadamente, a Fase B (oleosa) e a Fase A (aquosa) a
temperatura aproximada de 70 - 75°C. Sob agitacao lenta, adicionar a fase aquosa a
fase oleosa. Manter agitacao lenta até atingir aproximadamente 40°C e adicionar a
Fase C (complementar) (Anvisa, 2012)".
3.2.5.3 GEL CREMOSO

3.2.5.3.1 Propriedades e aplicacao

Gel cremoso nao ibnico, indicado para todos os tipos de pele. Nao altera a

viscosidade em presenca de alcool etilico e glicais.

3.2.5.3.2 Férmula

Tabela 3 - Formulagdo Gel Cremoso

Componentes Quantidade
Poliacrilamida, isoalcanos C13-14 e Aalcool
laurilico etoxilado 7 OE 109
Solucao conservante de parabenos 3,39
Solucdo conservante de imidazolidiniureia a 0649
50%
Agua purificada g.s.p. 100,0 g

Fonte: Formuléario Nacional da Farmacopéia Brasileira (2012)

3.2.5.3.3 Orientacdes para o preparo

Em recipiente adequado, dispersar o composto de poliacrilamida na agua e

adicionar os demais componentes, sob agitacdo (Anvisa, 2012)".
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3.3 SOLUCOES AUXILIARES

3.3.1Solucéo conservante de Imidazolidiniureia a 50%

3.3.1.1 Formula

Tabela 4 - Soluc&o Conservante de Imidazolidiniureia

Componentes Quantidade
Imidazolidiniureia 50,09
Agua purificada 100,0 mL

Fonte: Formuléario Nacional da Farmacopéia Brasileira (2012)

3.3.1.20rientagdes para o preparo

Dissolver a imidazolidilureia na agua, sob agitacdo. Transferir para recipiente

adequado e completar o volume (Anvisa, 2012)°.

3.3.2Solucéo conservante de Parabenos

3.3.2.1F6rmula

Tabela 5 - Componentes da Soluc&o Conservante de Parabenos

Componentes Quantidade
Metilparabeno 6,09
Propilparabeno 309
Propilenoglicol 9109

Fonte: Formuléario Nacional da Farmacopéia Brasileira (2012)
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3.3.2.2 Orientacdes para o preparo

Em recipiente adequado, sob agitacdo, aquecer os componentes até

completa solubilizacdo (Anvisa, 2012)".

3.4 Matéria-prima incorporada a base cosmeética

As férmulas das bases cosméticas foram adaptadas para a incorporacdo da

base cosmética. Portanto a formulacao final se caracteriza da seguinte forma:

Creme Anionico I:

Tabela 6 - Formulacdo Creme anidnico | com o Extrato de Acerola a 5%

Componentes Quantidade (em %/100g)

Edetato dissodico 0,1%
Solugdo conservante de parabenos 3,3%
Cetilfosfato de dietanolamina 1,5%
Triglicérides dos acidos caprico/caprilico 4,0%
Alcool cetoestearilico 30:70 9,0%
Butil-hidroxitolueno 0,005%
Ciclometicona 2.0%
Solucao conservante de imidazolidinilureia a

50% 0,6%
Extrato de Acerola 5,0%
Agua purificada g.s.p. 100,0%

Fonte: Autor

Gel Cremoso:

Tabela 7 - Formulacdo Gel cremoso com o Extrato de Acerola incorporado a 5%
(continua)

Componentes Quantidade (em %/100g)

Poliacrilamida, isoalcanos C13-14 e &lcool 4%
laurilico etoxilado 7 OE

Solugdo conservante de parabenos 3,3%
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(concluséo)

Componentes Quantidade (em %/100g)
Solugdo conservante de imidazolidiniureia a 0,6%
50%
Extrato de Acerola 5%
Agua purificada g.s.p. 100%

Fonte: Autor

3.4.1 Determinagdo fisico-quimica do produto em anélise de estabilidade

De acordo com o Guia de Estabilidade elaborado pela Anvisa (2004)°, o
estudo da estabilidade de produtos cosméticos fornece informa¢des que indicam a
estabilidade relativa de um produto nas variadas condi¢cdes a que possa estar sujeito
durante sua vida util, variando com o tempo e em funcéo de fatores que aceleram ou
retardam alteracbes nos parametros do produto. Modificacdes dentro de limites
determinados ndo necessariamente se configuram como motivo para reprovar o
produto.

Para os testes de estabilidade, as amostras foram submetidas a:

e Temperatura Ambiente: As amostras ficam armazenadas a
temperatura ambiente (23°C £2);

e Temperatura Elevada: Amostra acondicionada em Estufa de 37°C;

e Temperatura Baixa: Amostra acondicionada em geladeira de 4°C;

e Exposi¢cdo a Radiacdo Luminosa.
As condi¢coes foram adaptadas aos equipamentos disponibilizados no

campus. O tempo de avaliagcdo comeca em Tempo Inicial (TO) e vai até Tempo final

(T45), expresso em dias.

3.4.1.1 Analise macroscoépica das formulagdes

Inicialmente, logo apdés o preparo da formulacdo, e durante todas as

avaliacbes serdo observadas visualmente as caracteristicas fisicas das amostras,
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verificando se ocorreram modificacdes, tais como: alteracdo nas caracteristicas

organolépticas e homogeneidade da formulagéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultados experimentais obtidos
neste estudo e suas respectivas discussoes. Os resultados estdo subdivididos em
duas partes. A primeira delas trata dos aspectos inerentes a constatacdo da
presenca e atividade de componentes antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos
na matéria prima vegetal escolhida, a acerola. Na segunda etapa, o extrato liofilizado
foi incorporado em duas diferentes bases cosméticas (creme anibnico e gel
cremoso), sendo apresentados e discutidos os resultados dos testes de estabilidade
das formulacdes frente a condi¢cdes capazes de assegurar a qualidade e resisténcia

da base cosmética.

4.1 DIALISE DA POLPA

Com a finalidade de preparar uma solucao, as polpas foram dialisadas para
posterior liofilizacdo e obtencdo do extrato proteico. O aspecto inicial da dialise esta

representado abaixo na Figura 6:

Figura 6 - Preparo das polpas para obtencéo do extrato proteico.
Fonte: Autor.

Posteriormente a polpa dialisada foi congelada em ultrafreezer a -80°C e
logo depois submetida a processo de liofilizag&o.
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4.2 LIOFILIZACAO DA POLPA

Consistiu na remocéao da agua presente na polpa por sublimacao, passando
diretamente do estado solido para o estado gasoso, assim como observado na Figura
7

Figura 7 - Polpas em processo de liofilizac&o.
Fonte: Autor.

O processo de liofilizagdo, durou mais tempo que o estimado por se tratar de
uma grande quantidade de amostra. Para que o processo fosse completo, apés 72
horas de liofilizagdo as polpas foram extraidas do liofilizador, centrifugadas
manualmente e colocadas novamente no ultrafreezer durante 4 horas. Apos o
desgelo do equipamento elas foram novamente incorporadas e mantidas durante um
periodo de mais 24 horas.

O procedimento totalizou 96 horas e rendeu aproximadamente uma
guantidade de 5 gramas de massa seca a cada 100 gramas de polpa colocadas no
liofilizador, podendo sofrer pequenas variacbes a cada recipiente por se tratar de
condi¢cbes experimentais.

A quantidade de massa seca obtida experimentalmente foi considerada
normal para as condi¢cdes estabelecidas de preparo, pois a polpa foi diluida na

proporcao de 200 mL de agua para 100 gramas de polpa.
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A liofilizagdo ocorre geralmente em trés etapas: congelamento, secagem
priméria (sublimacdo) e secagem secundéaria. Na primeira etapa a amostra foi
resfriada de forma a garantir que a temperatura estivesse baixa o suficiente para que
ocorresse a sublimacdo do solvente na pressdo de operacao, ou seja, ela deveria
estar a aproximadamente -50°C para que ocorresse a sublimacdo da 4gua a uma
pressdao de 78 mmHg. Apdés o congelamento, o produto foi levado a camara de
vacuo do liofilizador para que o solvente fosse removido na etapa de secagem
primaria. Nesta etapa ocorre a remocéao de 80 a 90% da umidade do produto.

A Ultima etapa € a secagem secundaria que possui a funcdo de remover a
umidade residual que fica no produto mesmo apos a etapa de sublimacédo durante a
secagem primaria (por volta de 15%). Essa etapa de secagem é de fundamental
importancia para que o produto atinja valores finais de umidade suficientes para que
nao haja atividade microbiana (em geral abaixo de 2%). A energia necessaria para
remover essa umidade residual é maior que na sublimacéo e, por isso, as prateleiras
sdo mais aquecidas na parte final do processo, sendo essa etapa bastante
demorada e responsavel por aproximadamente 40 a 50% do tempo total da
liofilizagdo (EL-BACHA; KIM, 2014).

4.3 QUANTIFICACAO DA VITAMINA C

O teste foi realizado em triplicata para a quantidade aproximada de 0,5 g de
massa seca da polpa de acerola para cada analise. Apos o procedimento, foi
anotada a quantidade de iodato de potassio 0,002M gasto para cada titulacdo. A
guantidade de iodato utilizada permitiu o célculo da quantidade de Vitamina C na
amostra liofilizada.

A amostra comprovou o teor de Vitamina C enquanto agente antioxidante de
ocorréncia natural no fruto aliada a adicao de iodeto de potassio 10% e solucéo de
amido 1% quando titulada com iodato de potassio. Quanto mais acido ascoérbico a
amostra possuir, maior sera a quantidade de iodato gasto na titulacédo, pois quando
todo o &cido ascorbico tiver reagido, o excesso de iodo (formado pela adicdo de
mais uma gota de iodato de potassio) sera indicado pelo amido, que adquire
coloragéo azul na presenca de iodo livre.

A reacgdo que ocorre é descrita abaixo:
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5KI + 3H;SO, + KIO3 — 3K;SO, + 3H,O + 31
l, + CeHgOs (Acido Ascorbico) — CeHsOs (Acido Deidroascorbico) + 2 Hl

Equacédo 4 - Reacdo quimica do acido ascérbico indicado pelo lodato de potassio

Figura 8 - Quantidade de 500 mg de polpa de acerola liofilizada
Fonte: Autor

Figura 9 - Titulacdo da amostra com lodato de Potassio 0,002M
Fonte: Autor

O processo quimico que ocorre, tornando visual o ponto de viragem da amostra
gue anteriormente estava laranjada em azul, foi representado através da Equacgéo 4,
fornecendo embasamento teorico para a validacdo do método e dos resultados obtidos
experimentalmente.

Na Tabela 8 estdo descritas as quantidades utilizadas em cada titulagcdo de
iodato de potassio e a massa de polpa de acerola, respectivamente. Esses valores

foram posteriormente calculados para a quantificacdo da vitamina C na amostra.
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Tabela 8 - Resultado experimental da quantificacdo de vitamina C

Quantidade de amostra utlizada

Titulacéo Volume de lodato de Potassio
(polpa de acerola)
Primeira titulacdo 6,5 mL 500,30 mg
Segunda titulacdo 6,8 mL 500,65 mg
Terceira titulacdo 6,6 mL 500,45 mg

Fonte: Autor

Calculando através da Equac&o 1, o valor obtido em porcentagem de Acido
Ascoérbico na polpa variou entre 1,144094% e 1,21365%. Representando em
unidade de medida, a quantidade de Vitamina C variou entre 1.144,094 mg e
1.213,65 mg de acido asc6rbico/100g de polpa, estando de acordo com a literatura
proposta na revisdo bibliografica e apresentando valores significativos para a
finalidade especifica proposta no projeto.

Os resultados obtidos para o teor de vitamina C encontrado na polpa
liofilizada, sob condigdes que mantém suas caracteristicas durante maior periodo de
tempo, foram considerados ideais segundo a literatura descrita no referencial
tedrico.

De acordo com a tabela da quantidade de vitamina C encontrada em
algumas frutas, descrita por Figueirédo (1998), as quantidades encontradas nos
tratamentos realizados na polpa estédo dentro da faixa plausivel para a acerola.

Os valores encontrados nos experimentos estdo proximos ao menor valor da
faixa indicada na Tabela 1, pois h& variagbes da quantidade deste composto natural
de acordo com a maneira que a fruta estd sendo comercializada, a época da

colheita, entre muitos outros fatores.

4.4 DETERMINACAO DA ENZIMA SOD

A enzima fonte de estudo, Superéxido Dismutase (SOD), tem a capacidade
de neutralizar o excesso de radicais livres, que séo prejudiciais a saude e a
manutencdo da homeostase do organismo humano. A atividade enzimatica da SOD
se apresentou como alternativa ao desenvolvimento de um produto cosmético que

entrega beneficios relacionados ao combate de radicais livres.
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Para a andlise da fotorreducao relacionada a atividade enzimatica da SOD,
foi realizada a obtencdo dos extratos proteicos, de acordo com o procedimento
descrito no item 3.2.2 deste trabalho, e analise da capacidade de fotorreducédo do
Azul de Nitrotetrazolio — NBT através de espectrofotometria. Em uma cubeta de vidro
foi acrescentada a solucdo branco e o aparelho foi zerado. Apds o aparelho estar
devidamente calibrado, as analises da fotorreducdo total do NBT na amostra
controle e da inibicdo da fotorreducdo do NBT no tubo contendo a amostra foram
realizadas e obtidos os valores de absorbancia em comprimento de onda de 560 nm,

descriminados na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de absorbéncia obtidos experimentalmente

Solugédo monitorada Valor de absorbancia obtido (Abs)
Controle 0,318
Amostra 1 0,129
Amostra 2 0,130
Amostra 3 0,130

Fonte: Autor
Utilizando os dados para o calculo, através da equacao (2), obteve-se o
valor percentual de inibicdo da fotorreducdo do NBT, abaixo representados na

Tabela 10.

Tabela 10 - Valores percentuais de inibicdo da fotorreduc&do do NBT

Solucgéo Inibicdo da fotorreducao (%)
Amostra 1 59,434
Amostra 2 59,119
Amostra 3 59,119

Fonte: Autor

Considerando-se que 50% de inibicdo de fotorreducdo do NBT representa 1
unidade de SOD, através das analises encontrou-se o valor entre 1,188 e 1,182 U
de SOD.

Para determinar a atividade especifica da SOD, foram realizados os célculos

através da equacao (3), e o valor encontrado de acordo com os parametros obtidos
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durante o experimento estdo descritos na Tabela 10. Resultados estes considerados
satisfatdrios devido a proposta de conhecimento do contetdo da enzima presente na
Acerola e por estar de acordo com os valores encontrados na literatura para a

mesma espécie nas mesmas condigdes.

Tabela 11 - Resultado da atividade enziméatica da SOD

Analise 1 Analise 2 Andlise 3

251,33 UAE.mg-1 de proteina 250,0 UAE.mg-1 de proteina 250,0 UAE.mg-1 de proteina

Fonte: Autor

Os valores de atividade enzimatica descritos na Tabela 11 estdo de acordo
com a literatura descrita, mostrando que o experimento e as polpas utilizadas estao
de acordo com as quantidades ja encontradas. Os valores encontrados por Oliveira
(2008) foram muito proximos ao valor de 250,0 UAE.mg-1 de proteina no inicio do
armazenamento, mesmas condi¢fes do experimento deste trabalho, foram proximas
a 260,0 UAE.mg-1 de proteina, mostrando-se muito proximo ao valor obtido neste
experimento.

De acordo com a literatura, processos fisiolégicos como o amadurecimento e
a senescéncia dos frutos caracterizam alteragdes oxidativas induzidas por EROs e
durante esse processo a atividade de enzimas do sistema antioxidante diminuem,
levando a uma gradual perda na habilidade de remocao desses radicais. Por esse
motivo, ao utilizar a fonte vegetal deve-se levar em conta o periodo de
processamento e garantia de procedéncia para que a polpa esteja fresca, garantindo
maior atividade enzimatica e que o produto entregue de forma eficaz os beneficios

propostos.

4.5 PREPARACAO DAS BASES COSMETICAS E INCORPORACAO DA MATERIA
PRIMA VEGETAL

As bases cosméticas foram preparadas de acordo com a formulacéo
proposta e definida pelo Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira,
desenvolvido pela Anvisa (2004)°. As duas bases propostas seguiram propriedades

e aplicacdes especificas e inerentes & incorporagdo de principios ativos, ou seja,
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aguelas que melhor performam para entrega de resultados satisfatérios com a
utilizacéo de matéria prima oriunda de fontes vegetais, no caso a acerola.
As Figuras 10 e 11 mostram a formulag&o preparada antes de receber o extrato

de acerola e posterirormente com o extrato incorporado, respectivamente.

Figura 10- Formulag8es cosméticas prontas sem adi¢cdo de extrato. Creme e gel,
respectivamente
Fonte: Autor

g
‘— ]

Figura 11 - Formulagdes cosméticas prontas com o extrato incorporado. Creme e gel,
respectivamente
Fonte: Autor

A escolha de bases cosméticas simplificadas para a incorporagdo dos
compostos biologicamente ativos foi estratégica para que os ingredientes da base
interfiram o minimo na ac&do dos principios ativos da acerola, por se tratar de um
cosmecéutico, que visa unir cuidados com a pele ao direcionamento de suas

atividades biolégicas. Portanto, as bases atuaram como um veiculo para o0s
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biocompostos, permitindo que os compostos fossem incorporados em um meio que
garante boa espalhabilidade sobre a pele, melhor acondicionamento e conservacao

dos principios ativos.

4.6 DETERMINACAO DA ESTABILIDADE DA FORMULACAO

pY

Para as bases estudadas foram realizados os testes a temperatura
ambiente, em geladeira (4°C), em estufa (37°C) e exposi¢do a radiacdo luminosa.
Foram avaliadas também as caracteristicas organolépticas de aspecto, cor e odor.
Todas as amostras foram avaliadas e monitoradas durante 45 dias.

Todas as amostras foram preparadas com o0 mesmo extrato, advindo do
mesmo processo de liofilizacdo e incorporadas a base preparada uma Unica vez. A
base cosmética do tipo gel cremoso além de ter garantido melhores condi¢cdes no
momento do preparo, também se mostrou mais estavel com o passar do tempo, e a
comparagao se tornou valida uma vez o extrato possuia as mesmas caracteristicas
guando incorporado nas duas bases propostas, diferenciando apenas 0 seu
comportamento enquanto ativo nas diferentes formulacdes cosméticas.

De acordo com o estudo de estabilidade das bases cosméticas com o
extrato vegetal incorporado, a temperatura € um fator importante e influencia
diretamente no produto, que possui ingredientes naturais em sua formulagéo e estes
sdo sensiveis a esse parametro de analise. Esse fator foi determinado através das
duas ultimas leituras realizadas, onde foi verificado que o aspecto da formulacéo
creme anionico | foi levemente modificado nos tempos T30 e consequentemente,
T45. Analisando com relagéo a cor e odor, a amostra de creme sofreu modificacdo
consideravel, tornando o produto inapto a ser consumido. Desde a sua manipulacao,
a aderéncia da matéria-prima ndo se apresentou tdo efetiva quanto na outra
formulacédo, que apresentou resultados satisfatorios.

Através das verificagfes periddicas dos aspectos macroscopicos, percebeu-
se leve modificacdo na cor e odor da formulagdo gel, porém pouco significativas,
ocorrendo conforme o esperado, por se tratar de uma formulacdo que utiliza
compostos naturais e baixo teor de conservantes.

Na base Gel cremoso, desde a sua manipulagdo com o extrato de acerola,

houve maior aderéncia da matéria-prima a preparagdo cosmética, tornando seu
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aspecto inicial melhor e mais agradavel quando comparado a formulacdo creme
anidnico. As leituras realizadas comprovaram que uma formulagdo para ser
comercializada e utilizada pelos consumidores deve passar por esse crivo de analise
e somente depois determinar se a férmula esta aprovada e apta a ser consumida,
como neste caso que foi realizado para o gel cremoso, que se encontra apto e o

creme anionico, que foi considerado inapto.

4.6.1 ASPECTOS MACROSCOPICOS VISUAIS

Neste capitulo estdo disponibilizados o0s resultados perceptiveis

macroscopicamente, dispostos em tabelas contendo todas as condigbes

experimentais de cada andlise para os dois diferentes tipos de formulacdes

propostas.

Creme Anidnico:

Tabela 12 - Resultados de estabilidade das formula¢cGes das amostras expressos em dias

Amostra 1
TO T7 T15 T30 T45
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal Normal Leve_mente Leve_mente
modificado modificado
ASPECTO
. Levemente Levemente
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal . i
modificado modificado
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal Normal Leve_n_1ente Modificado
COR modificado
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal Levemente Modificado Modificado
ODOR modificado
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
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Amostra 2
TO T7 T15 T30 T45
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal Normal Leve_mente Levgmente
modificado modificado
ASPECTO
. Levemente Levemente
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal i .
modificado modificado
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal  Normal Normal Normal Normal
COR Estufa 37°C Normal  Normal Normal  Modificado Modificado
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal Normal Normal
Radiacéo luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal Leve_mente Modificado Modificado
ODOR modificado
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
Amostra 3
TO T7 T15 T30 T45
Temperatura Ambiente Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal Normal Leve_mente Levgmente
modificado modificado
ASPECTO
. Levemente Levemente
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal i o
modificado modificado
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal
COR Estufa 37°C Normal  Normal Normal  Modificado Modificado
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal Levemente Modificado Modificado
ODOR modificado
Geladeira 4°C Normal  Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal  Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente  Normal  Normal Normal Normal Normal

Fonte: Autor
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Tabela 13 - Resultados de estabilidade das formula¢cdes das amostras expressos em dias

Amostra 1
TO T7 T15 T30 T45
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal Normal Normal Normal Levemente
ASPECTO modificado
Geladeira 4°C Normal Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal  Normal Levemente Levemente
COR modificado modificado
Geladeira 4°C Normal Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal  Normal Levemente Levemente
ODOR modificado modificado
Geladeira4 11C Normal Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
Amostra 2
TO T7 T15 T30 T45
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal  Normal Normal Levemente
ASPECTO modificado
Geladeira 4°C Normal Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal  Normal  Normal Levemente Levemente
COR modificado modificado
Geladeira 4°C Normal Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal  Normal Normal Normal Normal
Estufa 37°C Normal Normal  Normal Levemente Levemente
ODOR modificado modificado
Geladeira 4°C Normal Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
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Amostra 3
TO T7 T15 T30 T45
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
ASPECTO Estufa 37°C Normal  Normal  Normal Normal Ir_:c\)/ghr‘]iqci\rgg
Geladeira 4°C Normal  Normal  Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
COR Estufa 37°C Normal Normal Normal Ir_r1e(\)/(jei?i1ceargg Iﬁqe(\)/dei?(ggg
Geladeira 4°C Normal Normal Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal Normal Normal Normal
ODOR Estufa 37°C Normal  Normal  Normal l&?g;??ggg Ir_:c\)/ghr‘]iqci\rgg
Geladeira 4°C Normal  Normal  Normal Normal Normal
Radiacao luminosa Normal Normal Normal Normal Normal
Temperatura Ambiente Normal Normal  Normal Normal Normal

Fonte: Autor



52

5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de utilizacdo de compostos naturais
provenientes da acerola em bases cosmeéticas. Primeiramente foi efetuada uma
andlise profunda da literatura para o conhecimento de quais compostos bioativos a
fonte natural possui e entdo foram determinados os atributos desejados para a
formulacdo, confrontando o composto identificado na acerola versus o claim
desejado para a possivel compatibilidade de atribuicdo de beneficio.

Inicialmente foram verificadas propriedades antioxidantes enzimaticas e nao-
enzimaticas, tais como a enzima SOD e a vitamina C. A metodologia de andlise foi
proposta e validada em banca de pré-projeto, e entdo se deu inicio a pesquisa
experimental.

Os experimentos revelaram que a polpa utilizada possui uma quantidade de
vitamina C e atividade enziméatica da SOD dentro da faixa plausivel especificada na
revisao bibliografica, tornando possivel a sua utilizacéo para a finalidade proposta.

De acordo com os testes de estabilidade realizados em trés amostras
preparadas para cada condicdo estabelecida, percebeu-se que a preparacao
cosmética gel cremoso € a melhor proposta, propiciando melhor aderéncia a
matéria-prima vegetal liofilizada e incorporada sob forma de extrato e maior

estabilidade da formulacao.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados apresentados neste trabalho, torna-se relevante a
continuacdo da pesquisa envolvendo este tema. Assim, as sugestdes aqueles que

dardo continuidade a este trabalho sao:

1. Teste de seguranca e eficacia in vitro da formulacao;
2. Teste de eficacia in vivo da formulagéo;
3. Analise de quantificacdo de vitamina C e atividade enzimatica da SOD

na formulagao.
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