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“METODO DE OBTENGCAO DE SHAMPOO CONTENDO TENSOATIVO NATURAL,
ISENTO DE SULFATO E COMPOSICAO DE SHAMPOO RESULTANTE”.

CAMPO TECNICO DA INVENGAO

[001] A presente patente de invencdo trata de método de obtencdo de shampoo
contendo tensoativo natural, isento de sulfato e composicdo de shampoo resultante
onde, notadamente, dito método de obtencdo compreende as etapas de: i) obtencdo
das saponinas a partir da mucilagem do sisal; ii) dissolucdo das saponinas do sisal para a
obtencdo de uma solugcdo tensoativa natural; iii) quantificacdo das saponinas; iv)
determinacdo da citotoxicidade das saponinas; v) obtencdo do shampoo contendo
solugdo tensoativa natural do sisal e isento de sulfato. A composicdo obtida de shampoo
livre de sulfato e contendo a solugdo tensoativa natural do sisal apresenta-se
extremamente satisfatéria, uma vez que, prevé excelente estabilidade, aparéncia e
viscosidade. Assim, a solucdo tensoativa natural do sisal pode ser utilizada em
formulacbes farmacéuticas e cosmética em substituicdo aos tensoativos sintéticos
sulfatados, que agridem a pele e couro cabeludo, em especial o Lauril Eter Sulfato de
Sédio.

HISTORICO DA INVENGAO

[002] A recente tendéncia do mercado de tensoativos por produtos livres de sulfato
vem crescendo cada vez mais. Substituir o principal tensoativo usado no mercado, o
laurel éter sulfato de sddio, tem sido um desafio para a industria nos ultimos anos.
Varios pesquisadores do mundo inteiro buscam uma solugao com custo vidvel para a
substituicdo deste tensoativo, de forma a criar produtos farmacéuticos e cosméticos que
danifiquem menos a pele e o couro cabeludo.

[003] Desta forma, as inovagbes na area de produtos naturais sdo importantes.
Estudos recentes realizados pela agéncia de protecdo ambiental - EPA - dos Estados
Unidos revelou que o sangue humano e os tecidos lipidicos contém até 400 substancias
quimicas perigosas originarias de medicamentos, cosméticos e produtos alimenticios.
Sendo que esses produtos quimicos podem causar varios tipos de cancer e varios
disturbios cronicos. Tais estudos incentivaram o desenvolvimento de composicées

cosméticas e farmacéuticas mais naturais; no entanto, até o momento, nenhuma das
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composi¢des disponiveis, particularmente aquelas consideradas essenciais, como
sabonetes/shampoos para o corpo, apresenta tensoativo 100% natural.

[004] Osshampoos e sabonetes liquidos contém como agentes de limpeza tensoativos
de carater anionico, anfotérico e/ou nao-iénico. O tensoativo aniénico é o agente de
limpeza principal que quando ionizado fica carregado negativamente. O tensoativo
aniénico mundialmente e amplamente utilizado é o Lauril Sulfato de Sédio e o Lauril Eter
Sulfato de Sddio que apresenta alto poder de espumacao sendo formacdo de espuma
rapida e volumosa, alto poder de detergéncia limpeza do sebo, sujidades e particulas,
facilidade de espessamento e baixissimo custo.

[005] Entretanto, devido seu alto poder de detergéncia, tensoativos sulfatados
acabam retirando em excesso lipideos, tanto da pele do corpo quanto do couro
cabeludo, além da gordura da prépria haste capilar, se mostrando como um importante
irritante  cutdaneo. Também, shampoos sulfatados podem ocasionar maior
desbotamento da coloracdo de cabelos tingidos e maior ressecamento em fios
naturalmente ressecados como cabelos cacheados ou crespos.

[006] Considerando que o tensoativo mais utilizado em formula¢Ges cosméticas trata-
se do Lauril éter Sulfato de Sédio, um produto altamente irritante, iniUmeras sdo as
pesquisas que buscam a sua substituicdo por tensoativos naturais, bem como, a redugdo
de tensoativos sintéticos nas formulagdes.

PESQUISA

[007] O Brasil é o maior produtor e exportador mundial do sisal, Agave sisalana, cujo
estado com maior producdo de sisal é a Bahia, que concentra 95,2% da producgdo
nacional. Embora o sisal represente uma das poucas op¢des econdmicas vidveis no clima
semidrido do nordeste brasileiro, com a introdu¢do no mercado da fibra sintética, sua
cultura tem sofrido grandes perdas de mercado nos ultimos anos por possuir baixo
aproveitamento e, consequentemente, elevado custo. Apds o desfibramento das folhas
do sisal, apenas 5% de seu peso converte-se em produto rentavel, ou seja, a fibra dura,
usada na industria automobilistica, na produgdo de cordas, artesanato, entre outros

produtos. O restante é descartado em forma de mucilagem —residuos sélidos e liquidos.
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[008] Diante de situagdes como essa, existe uma preocupag¢dao mundial quanto a busca
de estratégias inovadoras para o reaproveitamento de grande perda de residuos
agricolas. Entende-se a necessidade de reaproveitar esses residuos para promover a
sustentabilidade ambiental e o incremento social e econdmico de familias de baixa
renda.

[009] De acordo com a pesquisa denominada como ‘Avaliacdo fisico-quimica e
tecnolégica da fracdo saponosidica dos frutos de ilex paraguariensis A. St. Hil.:
potencialidade como adjuvante espumogeno’ publicada no
https://lume.ufrgs.br/handle/10183/10882 as saponinas sdo tensoativos naturais,
caracterizadas principalmente por sua atividade espumaédgena. llex paraguariensis A. St.
Hil, conhecida como "erva-mate", é uma espécie vegetal rica em saponinas e de
importancia econdmica e cultural para este Estado. Estudos anteriores demonstraram
que os frutos imaturos de |. paraguariensis, uma parte do vegetal sem valor comercial,
apresenta teores mais elevados de saponinas que as folhas da erva-mate. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a potencialidade das saponinas dos frutos imaturos de I.
paraguariensis como adjuvante espumogeno, sob o ponto de vista fisico-quimico e
tecnoldgico, bem como a avaliacdo do potencial de irritacdo dérmica. Para isso, foram
empregados um extrato bruto liofilizado (EXL) obtido por turbdlise na proporgdo de 1:10
droga-solvente em etanol:dgua (40:60 v/v) como liquido extrator e dois produtos
purificados ricos em saponinas, denominados Fr.7090 e P6, obtidos por um processo de
fracionamento em fase sélida e eluicdo com metanol-agua (método |) e por um processo
de complexacdo com polimero polivinilico por contato direto (método II),
respectivamente. Para a caracterizacdo do perfil das saponinas e monitoramento de
processos, foi desenvolvida uma metodologia analitica por CLAE em fase reversa C18,
em sistema gradiente acetonitrila: dcido fosférico 0,5 % com deteccdo em 205 nm. A
atividade de superficie das saponinas foi avaliada através do abaixamento da tensdo
superficial, CMC, excesso de superficie e area superficial. Os perfis de espumabilidade e
estabilidade da espuma das saponinas do EXL e da Fr. 7090 foram avaliados através de
medidas da espumabilidade, drenagem, tempo de permanéncia da espuma e

resisténcia. Como tensoativos de comparagao foram utilizados o laurilsulfato de sédio
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(LSS) e polissorbato 80 (Poli. 80), empregados nas mesmas condi¢des e concentracdes
gue as solugbes de saponinas. A influéncia de eletrdlitos sobre os perfis espumabgenos
foi avaliado utilizando NaCl, KBr, KNO3, MgCI2 e Na2HPO4, mantendo a forca i6nica
constante em 0,024 M. Para a anadlise das propriedades espumdgenas das saponinas, a
espuma foi gerada em coluna de vidro por insuflacdo de ar durante 20 segundos,
mantendo um fluxo de 2 L min-1. O perfil de drenagem das espumas das saponinas na
concentracdo de 10 CMC foi avaliado e expresso como percentual de volume de liquido
retido na espuma (VLE %), no tempo zero e ao longo de 60 minutos. A estabilidade da
espuma das saponinas de Fr.7090 e P6 foi avaliada considerando a altura da coluna de
espuma em funcdo do tempo e pelo registro e andlise fotograficos da espuma até 480
minutos. Para avaliar a influéncia do tamanho micelar sobre as propriedades
espumodgenas dos tensoativos, o diametro efetivo das micelas foi determinado por
medidas de espalhamento de luz dindmica. Dados adicionais sobre a sua estabilidade
foram obtidos mediante a analise fotografica bidimensional, em cdmara geradora de
espuma projetada para esta finalidade. A resisténcia da espuma foi caracterizada
mediante a velocidade de queda de uma esfera através da coluna de espuma, sob
condi¢cbes experimentais padronizadas. A Fr. 7090 apresentou um elevado grau de
espumabilidade semelhante ao LSS e superior ao Poli. 80. Quanto ao perfil de drenagem,
as saponinas apresentaram um valor de VLE % em 60 minutos (T1h) de 12,0 % e 15,2 %,
para o EXL e Fr. 7090, respectivamente, em relacdo a 7,15 % para ambos tensoativos
sintéticos. As saponinas apresentaram um perfil de estabilidade diferenciado, com
maior estabilizagdo estrutural com o tempo. As espumas das saponinas apresentaram
uma resisténcia superior aos tensoativos sintéticos, porém, somente a 25 CMC. A adicdo
de eletrdlitos as solugbes de saponinas influenciou negativamente os perfis
espumaogeno e de estabilidade da espuma das saponinas. As analises por espalhamento
da luz sugerem micelas de dimensGes maiores em relagdo aos tensoativos nao-iénicos
ou a possivel formacao de estruturas supramicelares, mesmo baixas concentracoes. Pela
analise bidimensional, a espuma do EXL apresentou menor alteracao da forma e nimero
das bolhas de ar com o tempo, comparado a espuma de LSS. O potencial de irritagdo

dérmica das saponinas foi avaliado pelo teste de irritagao primaria dérmica de Draize in
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vivo, em coelhos machos albinos. A avaliagao bioldgica classificou as saponinas como
produtos ndo-irritantes. Pelos resultados, concluiu-se que as saponinas dos frutos
imaturos de llex paraguariensis apresentam um potencial emprego tecnoldgico, tanto
pelas suas propriedades espumaogenas, como pela auséncia de irritagdo cutanea.

[010] Da mesma forma, a pesquisa denominada como ‘Estratégias de Processamento
Verde de Saponinas da Biodiversidade Brasileira’ e encontrada no endereco eletrénico
http://186.202.79.107/download/processamento-verde-de-saponinas.pdf revela duas
fontes vegetais da agrobiodiversidade brasileira para obtenc¢ao de saponinas e explorar
varios processos verdes de extracdo e concentracao de saponinas, além de identificar, a
partir de suas caracteristicas, quais aplicagdes poderiam ser mais apropriadas para as
saponinas.

[011] Outra pesquisa denominada como Obtengao de Extratos Contendo Saponinas
Obtidas a partir do Residuo do Sisal (Agave sisalana) e Atividade Bioldgica publicada no
endereco eletrénico  http://www?2.uefs.br/semic/upload/2011/2011xv-054pat734-
140.pdf revela que com estudos da espécie Agave sisalana e considerando os resultados
obtidos nota-se que ha potencial antifungico e antioxidante no extrato acetato de etila,
e por esse motivo novos ensaios devem ser efetuados visando a melhor exploracdo
desse extrato na busca de uma alternativa promissora para as atividades estudadas a
partir desta espécie.

[012] Um documento de n2 US 9.474.283 encontrado em banco de dados
especializados revela uma composigdo que inclui varios extratos naturais para uma
variedade de aplicagdes humanas onde dita composicdo é compreendida por uma
quantidade antibacteriana eficaz de um material de saponina de pelo menos uma planta
selecionada a partir do grupo que consiste em Camellia sinensis, Camellia oleifera,
Saponaria officinalis, e Sapindus mukorossi ou uma mistura dos mesmos, e uma
qguantidade antibacteriana eficaz de um extrato de planta de pelo menos uma planta
selecionada a partir do grupo que consiste em Lonicera, Populus, e Wasabia ou uma
mistura dos mesmos, em que a razao em peso entre o material de saponina e o extrato
vegetal estd entre cerca de 1: 100 e cerca de 100: 1.

ANALISE DO ESTADO DA TECNICA
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[013] Em pesquisa realizada em bancos de dados especializados foram encontrados
documentos referentes a método de obtencdo de shampoo contendo tensoativo
natural, isento de sulfato e composi¢ao de shampoo resultante onde os tensoativos
naturais mais citados nas pesquisas foram os biossurfactantes, metabdlitos de micro-
organismos (como bactérias e fungos) e classificados do ponto de vista quimico como
glicolipidios, lipopeptideos e lipoproteinas, fosfolipidios e surfactantes poliméricos.
[014] O documento de n2 CN103637963A refere-se a um gel de banho preparado a
partir de surfactantes verdes e seguros, ou seja, saponina de cha e alquil glicosideo,
surfactantes seguros e suaves, ou seja, 6xido de lauramidopropilamina, sab3do de
alifatato de potdssio e goma guar catidnica, assistentes, nomeadamente éster de acido
graxo de sacarose (uma espuma agente estabilizador e espessante) e solucdo de
extracdo de aloe vera, e outros assistentes seguros, como sal dissédico de acido
etilenodiaminotetracético, um conservante e dgua desionizada. O objetivo da invencao
foi o de desenvolver um gel de banho rico em saponinas, com sensacdo de sabado.
Apresentando abundancia de espuma, enxague facil e também com toque suave. Como
as saponinas tém vdrias acbes farmacoldgicas, promover acdo anti-inflamatéria e
protecdo da pele. O gel de banho é composto pela seguinte proporgado percentual em
peso: Cha de Saponina 25%; alquil poliglicosidicos 20%; Sabdo de potassio obtido a partir
de acidos graxos 10%; Ester de acido graxo 6%; Goma Guar Quaternizada 1%; N-6xido;
Dodecanamida, N- [3- (Dimetilamino) propil] — 8%; Agua — quantidade suficiente para
100%.

[015] A Tese de Doutorado. UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Faculdade de Farmdcia. Programa de Pds-Graduacdao em Ciéncias Farmacéuticas Porto
Alegre, 2007. Canto, Gizele Scotti do Avaliacdo fisico-quimica e tecnoldgica da fracdo
saponosidica dos frutos de ilex paraguariensis A. St. Hil.: potencialidade como adjuvante
espumodgeno revela que as saponinas sdo tensoativos naturais, caracterizadas
principalmente por sua atividade espumaédgena. llex paraguariensis A. St. Hil, conhecida
como "erva-mate", é uma espécie vegetal rica em saponinas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a potencialidade das saponinas dos frutos imaturos de I. paraguariensis como

adjuvante espumodgeno, sob o ponto de vista fisico-quimico e tecnolégico, bem como a

Peticao 870200135729, de 28/10/2020, pag. 17/33



7/14

avaliagdo do potencial de irritagdao dérmica. Para isso, foram empregados um extrato
bruto liofilizado (EXL) obtido por turbdlise e dois produtos purificados ricos em
saponinas, denominados Fr.7090 e P6. A Fr. 7090 apresentou um elevado grau de
espumabilidade semelhante aos surfactantes sintéticos. As saponinas apresentaram um
perfil de estabilidade diferenciado, com maior estabilizacdo estrutural com o tempo. As
espumas das saponinas apresentaram uma resisténcia superior aos tensoativos
sintéticos. As anadlises por espalhamento da luz sugerem micelas de dimensdes maiores
em relacdo aos tensoativos sintéticos. Pela andlise bidimensional, a espuma do EXL
apresentou menor alteracdo da forma e numero das bolhas de ar com o tempo,
comparado a espuma do tensoativo sintético. O potencial de irritagdo dérmica das
saponinas foi avaliado, sendo classificado ndo-irritantes. Pelos resultados, concluiu-se
que as saponinas dos frutos imaturos de llex paraguariensis apresentam um potencial
emprego tecnoldgico, tanto pelas suas propriedades espumoégenas, como pela auséncia
de irritacdo cutanea.

[016] A pesquisa académica RIBEIRO, Bernardo Dias. Estratégias de Processamento
Verde de Saponinas da Biodiversidade Brasileira. Rio de Janeiro, 2012. Programa de Pds-
Graduacdao em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos, Escola de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro consiste na busca por matérias-primas vegetais
oriundas da biodiversidade brasileira que possuam saponinas com potencial de
aproveitamento econdémico. Para isso, duas plantas, no maximo, foram selecionadas
pela comparagdo das suas propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas, e estas foram
caracterizadas e utilizadas como matéria-prima para o estudo e desenvolvimento de
métodos de extracdo e concentracdo verdes das saponinas. Posteriormente, foram
realizados testes de aplicacdo das saponinas como ativador e/ou inibidor enzimatico
para uso em alimentos e/ou cosméticos. Das 38 plantas avaliadas por critérios tais como
teor de saponinas e seus respectivos indices de emulsificacdo, tensdo superficial,
atividade antimicrobiana, além da sua sustentabilidade, duas foram escolhidas: jud e
sisal. Com isso, foi realizada a caracterizacdo destas saponinas, determinando suas
concentragdes micelares criticas (CMCs), 1,11 e 0,54 g/L, respectivamente. A extracdo

micelar tendo como condigdes em relagdo as saponinas de jua: 38,82C; 1 h; 0,272
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(relagdo jud/solvente), 300 rpm, 15% Triton; e em relagdo as saponinas de sisal: 509C; 4
h; 0,166 (relacdo sisal/solvente), 200 rpm, 7,5% Triton, obteve recuperacdes de 90,8 e
98,4%, respectivamente, sendo o método escolhido para concentracao por ponto de
névoa. Com os testes de alteracdo de atividade enzimatica, hidrdlise s sintese, as
saponinas do jud e sisal podem ser aplicadas nas industrias de alimentos, farmacéutica
e de cosméticos.

[017] O documento de n2. EP2648742 refere-se a formulacdes compreendendo
saponinas e suas utilizacdes em uma variedade de produtos cosméticos, terapéuticos e
aplicagbes conservantes. Os inventores descobriram surpreendentemente que
composi¢des compreendendo uma mistura de extratos de plantas dos géneros Lonicera,
Populus e Wasabia, plantas ricas em saponinas, exibem pelo menos uma atividade
bioldgica, por exemplo, atividade antimicrobiana. Sendo que atividade demonstrada é
superior ao de cada componente individualmente e superior as alternativas quimicas
comerciais.

[018] Assim, é fato que os documentos citados nos paragrafos acima, apesar de
pertencerem ao mesmo campo de aplicacdo, ndo apresentam nenhuma das
caracteristicas do método e composicao inovados, especialmente, quanto ao material
vegetal empregado, no caso, um residuo obtido do processo de desfibramento das
folhas do sisal garantindo, assim, que o mesmo atenda aos requisitos legais de
patenteabilidade.

OBJETIVOS DA INVENCAO

[019] E objetivo da invencdo apresentar um método de obtencdo de shampoo
contendo tensoativo natural, isento de sulfato e composicdo de shampoo resultante
cuja tecnologia empregada no desenvolvimento do tensoativo natural do sisal é
desenvolvida a partir de uma fonte renovavel, obtida por meio de processos de baixo
impacto ambiental, e possibilita atender a necessidade de mercado, ou seja, um produto
de baixo custo, com efetiva capacidade de limpeza e menor poder de agressdo sobre as
células.

[020] Diante disso, a metodologia desenvolvida contribui de forma expressiva para o

incremento social e econdmico dos que dependem do sisal para sua subsisténcia,
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especialmente, pela producdo de residuos de sisal no Brasil apresentar-se consideravel
e extremamente maddica. A regido sisaleira € uma das mais pobres do Brasil, assim o
aproveitamento desse residuo reflete positivamente na qualidade de vida das pessoas
que dependem do sisal para sua subsisténcia.

[021] E objetivo da invencdo apresentar uma composicdo de shampoo resultante que
apresenta eficiéncia na limpeza, uma espuma de quantidade e qualidade satisfatéria,
grande desafio para formulagGes tensoativas livre de sulfato e uma excelente sensacao
de limpeza. Assim, a solu¢cdo tensoativa natural do sisal pode ser utilizada em
formulagGes farmacéuticas e cosmética sem substituicdo aos tensoativos sintéticos
sulfatados, que agridem a pele e couro cabeludo, em especial o Lauril Eter Sulfato de
Sédio.

[022] E objetivo da invengdo apresentar uma composi¢io de shampoo resultante de
baixo custo, alta espumacado, espesso, com menor detergéncia, acdo limpadora mais
suave e menor potencial de irritacdo no couro cabeludo. Se mostrando, portanto, de
muito interessante para o tratamento do couro cabeludo com doenga infecciosa ou
couro cabeludo sensivel. Também, levam ao menor desbotamento da cor em cabelos
coloridos por tinturas permanentes e semipermanentes.

[023] Assim, o método de obtencdo de shampoo contendo tensoativo natural, isento
de sulfato e composigdao de shampoo se apresenta como uma importante opgao para as
industrias farmacéuticas e cosméticas, pois além do aproveitamento de um surfactante
vegetal, a saponina, cujo o poder de limpeza dessas moléculas é conhecido, esta sendo
apresentada através de uma nova formulacdo de limpeza do corpo e cabelo. Formulagdo
isenta do tensoativo idnico sulfatado e com baixa concentracdo do tensoativo laurel
glicosideo, um surfactante nao i6nico, isento de solventes, e que se mostrou compativel
com as saponinas.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[024] A complementar a presente descricado de modo a obter uma melhor
compreensdo das caracteristicas do presente invento e de acordo com uma preferencial
realizacdo pratica do mesmo, acompanha a descricdo, em anexo, uma figura, onde, de

maneira exemplificada, embora nao limitativa, se representou:
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[025] a figura 1 representa um diagrama de blocos das etapas que compde o método
inovado em questao.

DESCRICAO DA INVENCAO

[026] Com referéncia aos desenhos ilustrados, a presente patente de invengdo se
refere 3 “METODO DE OBTENCAO DE SHAMPOO CONTENDO TENSOATIVO NATURAL,
ISENTO DE SULFATO E COMPOSICAO DE SHAMPOO RESULTANTE”, mais precisamente
trata-se de método de obtencdo de shampoo (10) e composicdo de shampoo resultante
do tipo utilizado na industrias farmacéutica e cosmética.

[027] Segundo a presente invencdo, dito método de obtencdo de shampoo (10)
aproveita o descarte em forma de mucilagem —residuos sélidos e liquidos - da folha do
sisal apds a retirada das fibras onde sdo adicionados tensoativos secundarios
constituindo uma solugdo tensoativa natural do sisal para a obtencdo da composicdo de
shampoo isento de Lauril Eter Sulfato de Sédio, sendo que dito método (10)
compreende as etapas de preparacdo da solucdo tensoativa natural do sisal, quais
sejam:

.Mistura da mucilagem Umida do sisal compreendida pela sobra da folha do sisal apds a

retirada das fibras, em etanol PA na propor¢ao de 100 g de mucilagem para 300mL de
etanol PA;

ii.Promogao da agitagdo magnética da solugao alcodlica da mucilagem do sisal por 30
minutos a 1500 rpm;

iii.Separagao da mucilagem, parte sélida, da parte liquida, por meio de uso de peneira
granulométrica de aco inox 8X2" ASTM 60 MESH/TYLER 60 abertura 0,250 mm;

iv.Rotaevaporacdo da parte liquida, obtida do processo de separacdo por peneira, a 78,5
°C, para eliminag¢do do etanol PA e obtenc¢do do extrato do sisal;

v.Dissolucdo do extrato do sisal em 400 mL de dgua destilada, ou em quantidade suficiente
para sua completa dissolugao. Caso a dissolugdo nao tenha sido total realizar a filtracao
a vacuo da solucdo, em papel filtro, para total remocao da parte sélida;

vi.Reducdo da solubilidade das saponinas pela adicdo da acetona PA, na proporc¢ao de 1
parte de acetona para 4 da solugdo aquosa do extrato do sisal, ou seja, 100 mL de

acetona em 400 mL da solugdo com o extrato;
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vii.Agitacdo da solugao por 30 minutos a 1500 rpm;
viii.Rotaevaporacdo da solucdo a 56°C para completa eliminacdo da acetona;
ix.Ressuspensao do precipitado de saponinas em 10 mL de agua destilada, ou em
guantidade suficiente para retirar todo o precipitado do baldo;
x.Procedimento da filtracdo a vdcuo com papel filtro para separacao total do precipitado
de saponinas;
xi.Secagem do precipitado de saponinas retido no papel em estufa a 36°C;
xii.Preparacao da solugao tensoativa do sisal dissolvendo 10 gramas do precipitado de
saponinas em 100 mL de agua destilada (solucdo a 10%).

- Pesquisa qualitativa de saponinas

[028] Foi fervida 1 g do precipitado de saponinas com 10 mL de agua destilada por 3
minutos. A solugdo foi agitada energicamente, no sentido vertical, por 15 segundos e
deixada em repouso por 15 minutos. Foi observada a presenca ou ndao de espuma
persistente (por 15 minutos). Depois foram adicionadas 5 gotas de acido cloridrico 2M
e, apos agitacdo, foi observado se a espuma era persistente a presenca da solugdo acida.
A reacdo positiva é quando ocorre a permanéncia da espuma e negativa quando ocorre
o desaparecimento da espuma.

- Pesquisa Quantitativa de saponinas

[029] A presenca e concentracdo de saponinas foram avaliadas por meio de andlise
espectrofotométrica, de acordo com as recomendacdes da literatura (CLARK et al.,
1993; WATSON, 1999; VIGO; NARITA; MARQUES, 2003).

[030] A anadlise do precipitado de saponinas foi realizada em espectrofotdmetro UV-
Vis. Uma aliquota de 1 ml do precipitado nas concentracdes de 1mg/ml, 0,5 mg/ml,
0,25mg/ml e 0,125 mg/ml adicionada em 1 ml do reagente cromogénico cloreto de
cobalto 0,2% e 1 ml de acido sulfurico concentrado. A leitura da solugdo ocorreu em 284
nm apos 20 minutos do inicio da reacdo para verificacdo das absorbancias. A curva
padrdo foi elaborada com saponina padrdao (Merck) solubilizada em d4gua nas
concentrag¢des de 1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25mg/ml e 0,125 mg/ml e 0,065 mg/ml.

- Teste de citotoxicidade do precipitado de saponinas pelo método do MTT [3-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide]
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[031] Esse teste foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Mosmann (1983)
com algumas modificagdes (TSUBOQY et al., 2010).

[032] As células de fibroblastos normais murinos (linhagem NIH/3T3) foram cultivadas
em frascos de cultura estéreis em meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino), 1% de
antibidtico/antimicoético e 3 g/L de glicose, incubado a 37°C em atmosfera umidificada a
5% de CO2. Ao atingirem confluéncia de 60-80%, as células foram dissociadas com
tripsina-EDTA, ressuspendidas em meio completo e contadas em camara de Neubauer.
Este ensaio consistiu no plagueamento das células de fibroblastos normais murinos
numa densidade de 2x10* células/poco em placas de 96 pocos. As placas de cultura
foram entdo incubadas em estufa com 5% CO2 a 37°C com umidade de 85%. Apds uma
confluéncia de aproximadamente 75% (durante a noite), estas células foram expostas a
concentragdes diferentes do precipitado de saponinas por 24 h, sendo 100 pL o volume
final de cada poco.

[033] Foram testadas concentracdes diferentes concentragbes do precipitado de
saponinas diluido em meio de cultura completo, além do controle negativo (apenas
meio de cultura), do positivo (Tween 80 2% (v/v). O tempo de tratamento escolhido foi
24 h.

[034] Decorrido o tempo de tratamento, o meio foi retirado e foi adicionado 100 uL de
solucdo de MTT 0,5 mg/mL (CAS 298-93-1, Sigma Aldrich; 5 mg de MTT e 10 mL de meio
de cultura sem soro) em cada um dos pocos, sendo a placa incubada por 4 h a 37°C, 5%
Cco2.

[035] Apds este periodo, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100 uL de
dimetilsulféxido (DMSO) em cada um dos pocos para solubilizacdo dos cristais de
formazan. Em seguida, a leitura da absorbéancia foi realizada em leitor de microplacas
(PowerWave Epoch2, BioTek Intruments, EUA) a 570 nm.

A viabilidade celular foi calculada de acordo com a seguinte formula (HUANG; SHANG;
ZHEN, 2005):

VC (%)= AA/ACN . 100 (2)
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[036] Onde: VC é viabilidade celular (%); AA é a absorbancia das amostras; ACN é a
absorbancia do controle negativo, todos a 570 nm.

- Andlise Organoléptica

[037] A formulacdo foi observada visualmente quanto as alteragdes de cor, odor e
homogeneidade semanalmente por 30 dias (CHORILLI et al., 2006; LEONARDI, 1997). As
amostras foram mantidas a 4°C na geladeira, a 25°C (temperatura ambiente) e 40°C
(estufa).

- Andlise do pH

[038] A formulacdo foi diluida 1:10 em agua destilada, para obter-se uma solucdo
suficientemente aquosa. Entdo, o pH da solugao foi medido nos 4 primeiros dias e apds
este periodo, semanalmente até o 302 dia, sendo este teste realizado em triplicata
(LEONARDI, 1997). Esta medicdo se deu por meio do medidor de pH digital (TECNAL),
para analisar a variagao de pH sob as temperaturas 4°C, 25°C e 40°C ao longo dos 30
dias.

- Andlise da Viscosidade

[039] A viscosidade foi determinada por meio da utilizacdo do viscosimetro universal
rotativo e as amostras foram analisadas nos 4 primeiros dias e apds este periodo,
semanalmente até o 302 dia. Esta medicdo foi feita para ser analisada a variacdo da
viscosidade sob a temperatura de 252C.

[040] Os ingredientes que configuram a composicdo do shampoo resultante isento de
Lauril Eter Sulfato de Sédio sdo compreendidos por: i) Solu¢do tensoativa de saponinas
do sisal; ii) Lauril glicosideo; iii) Cocamido propil betaina; iv) Carbopol SF — 1 Aqua; v)
Trietanolamina; vi) Poliquarténio 7; vii) Metilparabeno; viii) Fragrancia; ix) Agua
destilada.

[041] Tendo sido descrito os ingredientes, deve ser compreendido que os mesmos

podem sofrer variagdes quantitativas e numa opc¢ao preferencial de porcentagem:

Solucdo tensoativa de saponinas do sisal a 10% 10%

Lauril glicosideo 9%
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Cocamido propil betaina 10%
Carbopol SF -1 Aqua 5%
Trietanolamina 0,3%
Poliquarténio 7 1%
Metilparabeno 0,1%
Fragrancia 0,3%
Agua destilada Qsp 100 mL

[042] E certo que quando o presente invento for colocado em préatica, poderdo ser
introduzidas modificacGes no que se refere a certos detalhes, sem que isso implique
afastar-se dos principios fundamentais que estdo claramente substanciados no quadro

reivindicatorio, ficando assim entendido que a terminologia empregada nao teve a

finalidade de limitacao.
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REIVINDICAGOES
1) “METODO DE OBTENGCAO DE SHAMPOO CONTENDO TENSOATIVO NATURAL,
ISENTO DE SULFATO E COMPOSICAO DE SHAMPOO RESULTANTE”, mais precisamente
trata-se de método de obtencdo de shampoo (10) e composi¢cdo de shampoo resultante
do tipo utilizado nas industrias farmacéutica e cosmética; caracterizado por método de
obtencdo de shampoo (10) aproveitar o descarte em forma de mucilagem — residuos
solidos e liquidos - da folha do sisal apds a retirada das fibras onde sdo adicionados
tensoativos secundarios constituindo uma solucdo tensoativa natural do sisal para a
obtencdo da composicdo de shampoo isento de Lauril Eter Sulfato de Sédio, sendo que
dito método (10) compreende as etapas de preparac¢do da solucdo tensoativa natural
do sisal, quais sejam:
i mistura da mucilagem umida do sisal compreendida pela sobra da folha do sisal
apods a retirada das fibras, em etanol PA na propor¢dao de 100 g de mucilagem para
300mL de etanol PA;
ii. promocdo da agitacdo magnética da solugao alcodlica da mucilagem do sisal por
30 minutos a 1500 rpm;
iii. separa¢do da mucilagem, parte sélida, da parte liquida, por meio de uso de
peneira granulométrica de aco inox 8X2" abertura 0,250 mm;
iv. rotaevaporacao da parte liquida, obtida do processo de separacdo por peneira,
a 78,5°C, para eliminacdo do etanol PA e obtencdo do extrato do sisal;
V. dissolugao do extrato do sisal em 400 mL de agua destilada ou em quantidade
suficiente para sua completa dissolucdo; caso a dissolugdo ndo tenha sido total realizar
a filtracdo a vacuo da solucdo, em papel filtro, para total remocdo da parte sélida;
Vi. reducdo da solubilidade das saponinas pela adicdo da acetona PA, na propor¢ao
de 1 parte de acetona para 4 da solucdo aquosa do extrato do sisal, ou seja, 100 mL de

acetona em 400 mL da solugdao com o extrato;

vii. agitacdo da solucdo por 30 minutos a 1500 rpm;
viii.  rotaevaporagdo da solugao a 56°C para completa eliminagdo da acetona;
iX. ressuspensao do precipitado de saponinas em 10 mL de agua destilada, ou em

quantidade suficiente para retirar todo o precipitado do balao;
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X. procedimento da filtragdo a vacuo com papel filtro para separagao total do
precipitado de saponinas;

Xi. secagem do precipitado de saponinas retido no papel em estufa a 36°C;

Xii. preparac¢ao da solugcdo tensoativa do sisal dissolvendo 10 gramas do precipitado
de saponinas em 100 mL de dgua destilada (solucdo a 10%).

2) “COMPOSICAO DE SHAMPOO RESULTANTE”, de acordo com a reivindicagdo 1 e
numa opcdo preferencial , caracterizado por ingredientes que configuram a composicdo
do shampoo resultante isento de Lauril Eter Sulfato de Sédio sdo compreendidos por
solucdo tensoativa de saponinas do sisal; lauril glicosideo; cocamido propil betaina;
carbopol SF — 1 Aqua; trietanolamina; poliquarténio 7; metilparabeno; fragrancia; agua
destilada.

3) “COMPOSICAO DE SHAMPOO RESULTANTE”, de acordo com a reivindica¢do 2 e
numa opc¢ao preferencial de porcentagem, caracterizado por ingredientes da
composicdo de shampoo apresentarem as porcentagens de 10% de solucdo tensoativa
de saponinas do sisal; 9% de lauril glicosideo; 10% de cocamido propil betaina; 5% de
carbopol SF — 1 Aqua; 0,3% de trietanolamina; 1% de poliquarténio 7; 0,1% de

metilparabeno; 0,3% de fragrancia; 100 mL de 4dgua destilada.

Peticdo 870200135729, de 28/10/2020, pag. 27/33



FIG.1

Peticio 870200135729, de 28/10/2020, pag. 28/33

11

\

\

\

\

N

3

<

<.

<.

X

X

x.

Xii

viii

10



1/1

RESUMO

“METODO DE OBTENGAO DE SHAMPOO CONTENDO TENSOATIVO NATURAL,
ISENTO DE SULFATO E COMPOSIGAO DE SHAMPOO RESULTANTE”.

Trata-se de método de obtencdo de shampoo (10) e composicio de shampoo
resultante do tipo utilizado nas industrias farmacéutica e cosmética; dito método
de obtencdo de shampoo (10) aproveita o descarte em forma de mucilagem —
residuos sdlidos e liquidos - da folha do sisal apds a retirada das fibras onde sdo
adicionados tensoativos secundarios constituindo uma solugdo tensoativa natural
do sisal para a obtencdo da composicdo de shampoo isento de Lauril Eter Sulfato de

Sédio.
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