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SILVA, Reginara Teixeira da. Aplicacdo de levana de Bacillus subtilis natto em
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RESUMO

A incorporacdo de moléculas naturais bioativas em formulagcbes cosmecéuticas é
uma tendéncia real do mercado de produtos cosméticos. A levana apresenta
propriedades hidratante e antioxidante e os Oleos de canela e améndoas
apresentam propriedades antioxidantes, antimicrobianas e hidratantes que
potencializam sua aplicacéo na area. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
desenvolver novas formulagbes cosmecéuticas a base de levana produzida por
Bacillus subtilis natto acrescidas do 6leo essencial de canela e 6leo de améndoas. A
producdo de levana por Bacillus subtilis natto atingiu 94,62 g L™, com uma
produtividade de 3,94 g / L.h * utilizando 400 g L™ de sacarose em 24 horas. A
levana e o 6leo essencial de canela (10 mg mL™) foram avaliados quanto & atividade
antioxidante, retencdo de umidade e atividade antimicrobiana pela concentracao
inibitéria minima. Os resultados para atividade antioxidante foram 58 % e 21 %,
respectivamente. A retencdo de umidade da levana foi de 92% apds 96 h e a
concentracdo inibitéria minima do 6leo de canela foi de 1 mg mL™ para todos os
patdgenos testados. A partir desses resultados foram desenvolvidas formulacées em
gel anionico com levana a 1 % e Oleo de canela a 0.5 %, 1% e 2 %, que
apresentaram boa estabilidade por 15 dias, pH compativel com a pele, atividade
antioxidante de 54 % e com atividade antimicrobiana para os patdogenos testados.
Uma segunda formulacdo cosmecéutica do tipo emulsédo 6leo/dgua multifuncional foi
também desenvolvida para aplicacdo facial. Esta foi avaliada por planejamento de
mistura com as variaveis levana e os 6leos canela e améndoas, onde os resultados
definiram a formulagéo ideal com 75% de levana, sem adi¢céo de 6leo de canela e
25% de 6leo de améndoas. A acdo antioxidante maxima foi de 72 % e a capacidade
hidratante foi de 100,3 %. A levana e o 6leo de améndoas mostraram forte potencial
de aplicagcdo como ingredientes ativos de formulacdes cosmecéuticas, mantendo
estabilidade e biocompatibilidade com a formulac&o desenvolvida durante 90 dias.

Palavras-chave: Moléculas Bioativas. Antioxidante. Antimicrobiana. Hidratante.
Cosmeéticos.



SILVA, Reginara Teixeira da. Application of Levan of Bacillus subtilis natto in
cosmeceutical formulations. 2019. 81 p. Dissertation (Master's degree in
Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The incorporation of bioactive natural molecules in cosmeceutical formulations is a
trend of cosmetic products market. Levan has moisturizing and antioxidant properties
and cinnamon and almond oils have antioxidant, antimicrobial and moisturizing
properties that enhance their application in the area. Thus, this work aimed at
developing new levana-based cosmeceutical formulations produced by Bacillus
subtilis natto plus cinnamon and almond oil. Levana production by Bacillus subtilis
natto reached 94.62 g L™, with a yield of 3.94 g / L.h " using 400 g L™ sucrose within
24 hours. Levan and cinnamon essential oil (10 mg mL™) were evaluated for
antioxidant activity, moisture retention and antimicrobial activity by minimum
inhibitory concentration. Results for antioxidant activity were 58% and 21%,
respectively. Levan moisture retention was 92% after 96 h and the minimum
inhibitory concentration of cinnamon oil was 1 mg mL™ for all pathogens tested. From
these results anionic gel formulations with 1% levan and 0.5 %, 1 % and 2 %
cinnamon oil, were developed, which presented good stability for 15 days, skin
compatible pH, 54% antioxidant activity and antimicrobial activity for the pathogens
tested. A second multifunctional oil/water emulsion cosmeceutical formulation has
also been developed for facial application. This was evaluated by planning the
mixture with levana and cinnamon and almond oils where the results defined the
ideal formulation with 75% levan, without added cinnamon oil and 25% almond oil.
The maximum antioxidant action was 72% and the hydrating capacity was 100.3%.
Levan and almond oil showed strong application potential as active ingredients of
cosmetic formulations, maintaining stability and biocompatibility with the formulation
developed for 90 days.

Key-words: Bioactive molecules. Antioxidant. Antimicrobial. Moisturizer. Cosmetics.
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1 INTRODUCAO

A industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos obteve
aumento de 1,5% entre janeiro e julho de 2019, em comparacdo com o resultado
registrado no mesmo periodo do ano passado, de acordo com os dados divulgados
pela Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos (ABIHPEC). Além disso, a ABIHPEC tem abordado questdes ligadas a
biotecnologia e quimica verde, reconhecendo a grande importancia da producédo de
matérias-primas que visem a sustentabilidade do processo produtivo e garantam a
biodiversidade do planeta.

Dessa forma, a demanda por ingredientes naturais e bioativos na
indUstria cosmética € crescente. Segundo a Londres Future Market Insights (FMI),
esse crescimento se deve principalmente pela constante preocupacdo do
consumidor em relacdo aos efeitos colaterais de produtos quimicos em cosméticos,
a disseminacdo de conhecimento sobre os beneficios dos ingredientes naturais e
aumento do consumismo ético.

Aplicacdes de biomoléculas, ndo apenas de processos extrativos,
mas também de outras fontes, como processos biotecnoldgicos, sdo extremamente
importantes em processos industriais modernos. Logo, 0s exopolissacarideos
microbianos recebem grande destaque neste setor, pois se tratam de biomoléculas
com vaérias funcbes para aplicacbes em formulacbes cosmecéuticas, dentre as
funcdes incluem como estabilizadores de emulsdo que impedem a coalescéncia das
goticulas de 6leo e a separacdo de ingredientes, formador de filme, aglutinante e
agente de aumento de viscosidade.

A levana é um exopolissacarideo que apresenta propriedades
biolégicas relevantes para sua aplicagdo como ingrediente ativo em formulacdes
cosmecéuticas, incluindo acdo antioxidante, clareadora, anti-inflamatéria e
hidratante. Na sua estrutura a levana € composta principalmente por mondémeros de
frutoses, unidos por ligagdes glicosidicas 3-(2,6) e ramificagcdes com ligacdes B-(2,1).

A levana é produzida por diversos microrganismos, incluindo Bacillus
subtilis natto, Bacillus methylotrophicus, Bacillus licheniformis, Brachybacterium
phenoliresistens, Brenneria goodwinii, Halomonas smyrnensis, Lactobacillus reuteri,
Pseudomonas fluorescens Zymomonas mobilis. Sua sintese ocorre principalmente

pela acdo da enzima extracelular levanasacarase (E.C.2.4.1.10), que hidrolisa a
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sacarose em glicose e frutose e posteriormente, polimeriza a frutose em levana.

Apesar da levana apresentar excelentes propriedades bioldgicas, a
associacdo de outros principios ativos ho mesmo sistema representa inovacdo na
cosmetologia, pois o0 aumento da acdo bioativa € uma condicdo obrigatoria para
projetar novas formulagdes cosméticas.

Os Oleos essenciais apresentam amplo reconhecimento na industria
cosmeética por seus efeitos benéficos. Sao compostos promissores para estudos de
associacdo em formulacdes cosmecéuticas, oferecendo mdultiplas vantagens, como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e grande potencial como principio ativo.
Dentre eles, o 6leo de améndoa e Oleo essencial de canela sdo excelentes
candidatos. O Oleo de améndoa por apresentar propriedades relevantes como,
atividade antioxidante, hidratante, fotoprotetora e emoliente e o 6leo de canela por
demonstrar alto potencial antimicrobiano, efeitos antioxidante, anti-inflamatério e
atuar como conservante natural, substituindo conservantes sintéticos como o
metilparabeno.

Considerando as propriedades bioldgicas da levana de Bacillus
subtilis natto e a busca por novas moléculas bioativas, que agreguem valores ao
produto final, esta pesquisa prop6s estudar as propriedades dermocosméticas da
levana e do 6leo essencial de canela para desenvolver novas formulacbes
cosmecéuticas sustentaveis, com alta propriedade antioxidante, hidratante e

antimicrobiana, além de ser um produto sustentavel.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades biologicas da levana produzida por
Bacillus subtilis natto e do 6leo essencial de canela e desenvolver formulacées

cosmecéuticas multifuncionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir a levana por Bacillus subtilis natto;

e Testar as propriedades antioxidante, antimicrobiana e retencdo de
umidade da levana;

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do 6leo essencial de
canela;

e Desenvolver e caracterizar formulacdes cosmecéuticas em gel aniénico
com adicao de levana e 0Oleo de canela;

e Desenvolver por planejamento de misturas e caracterizar as formulagoes
cosmecéuticas em emulsdo 6leo agua, com adicdo de levana, Oleo
canela e 6leo de améndoas;

e Avaliar a estabilidade das formulagcdes cosmecéuticas por 90 dias em

diferentes condi¢des de exposigao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEVANA: CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS E BIOSSINTESE

Levana é um polissacarideo extracelular formado
principalmente por monémeros de frutose, onde sua estrutura quimica foi
determinada pela primeira vez em 1990, pelos pesquisadores Simms, Boyko e
Edwards, que com base nas pesquisas feitas com a levana produzida por
Streptococcus salivarius SS2, concluiram que esta € constituida por uma
cadeira principal de residuos de B-D-frutofuranosideos unidos por ligacdes B-
(2,6) e ramificacbes com ligacbes B-(2,1), conforme pode ser observado na

Figura 1.

Figura 1. Estrutura linear de levana contendo as ligacfes principais do tipo -
(2,6) e suas ramificacdes unidas por ligacdes B-(2,1).

B-(2,8] B-(2.6)
’ 0
CH20H Hz 4
H H H A
H
H CH;OH
H CH-®H CHz OH H
OH H °N\OH H n
C B-(2.1)
CH-OH
H H
H
CH20H
OH H

Fonte: (Silva et al. 2019).

A levana € produzida por uma ampla gama de microrganismos
e em algumas plantas como reservatorio de carboidratos (BANGUELA et al.,
2011). Em geral, as plantas produzem levanas de baixo peso molecular,
enquanto os microrganismos produzem levanas de alto peso molecular
(CHIDAMBARAM et al., 2019). Levanas de origem microbiana geralmente
apresentam uma massa molecular de 10’ Dalton, correspondente a
aproximadamente 60.000 unidades de frutose unidas por ligagbes B-(2,6)
(ERNANDES, GARCIA-CRUZ, 2005; GU, et al., 2017).

A Dbiosintese da levana ocorre principalmente pela
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levanasacarase (E.C. 2.4.1.10), uma enzima multifuncional, possuindo
atividade de: (1) hidrélise (quebra da molécula de sacarose em: glicose e
frutose na ligagao B-1,2), (2) transfrutosilacao (transferéncia do grupo frutosil
para uma molécula aceptora) e (3) polimerizacdo (sintese das frutanas, como
frutooligossacarideos e levana) (LI et al., 2015), conforme demonstrado na
Figura 2. Na reacdo de transfrutosilacdo realizada pela levanasacarase, ha
uma variedade de aceptores do residuo frutosil, resultante da hidrolise da
sacarose, incluindo glicose, sacarose e frutanas (MARTINEZ-FLEITES et al.,
2005). A levanasacarase pertence ao grupo das hidrolases glicosidicas na
familia 68, podendo também ser classificada como uma frutosiltransferase
(ERNANDES, GARCIA-CRUZ, 2005; GU, et al., 2017).

Figura 2. Reac0es catalisadas pela levanasacarase

1. Hidrdlise
@ o — @) o @
Sacarose Glicose Frutose

2. Transfrutosilagao

)+ o+ ) — R %+

Glicose  Frutose Frutose Glicose

3. Polimerizagao

e i 92

Na natureza, a levana foi encontrado muitas vezes associados

Levana Glicose

a outros exopolissacarideos, fazendo parte de biofilme de espécies do solo,
como Bacillus subtilis. A levana tem uma funcdo que protege o0s
microrganismos da dessecacdo a medida que o nivel da agua muda, também
auxilia na fixagdo das células em um ambiente favoravel, evitando que a
comunidade fique exposta a organismos predadores (DOGSA et al., 2013).
Como papel secundario, mas ndo menos importante, a levana nos biofilmes

também constitui um reservatério de nutrientes extracelulares que pode ser
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usado como fonte alternativa de carbono, em condi¢cdes precarias de glicose
(ONER, HERNANDEZ, COMBIE, 2016).

3.2 PRODUGAO DE LEVANA E MICRORGANISMOS PRODUTORES

Em relacdo a producdo de levana, a quantidade produzida
pelos microrganismos estd intimamente relacionada com as condi¢cdes
especificas de crescimento celular e com a composicdo do meio de cultura
(SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011). Normalmente, é produzida direto
pelo microrganismo via fermentagcdo ou pela enzima isolada, na maioria dos
casos utilizando a sacarose, xaropes ou melaco como substrato. O seu peso
molecular, grau de polimerizacdo e a ramificacdo da unidade de repeticdo
podem variar conforme a fonte de producdo e outros parametros utilizados
(TOMULESCU et al., 2016; ONER, HERNANDEZ, COMBIE, 2016).

Segundo os estudos de Shih; Hih; Yu (2005), Lu et al. (2014),
Zhang et al. (2014) e Bersaneti et al. (2017), os fatores que mais influenciam na
producdo de levana, sdo a fonte de carbono e a sua concentracao,
temperatura, pH, tempo, fonte de nitrogénio, a presenca de sais no meio,
agitacao e aeracao.

Para a producéo de levana € necessaria uma fonte de carbono,
sendo a sacarose a mais empregada na maioria das producdes, sempre em
altas concentracdes (300 a 500 g L), para obter boa produtividade e com
caracteristicas de alto peso molecular. Destacando que a sacarose tem baixos
efeitos inibidores contra a levanasacarase, aumentando assim a possibilidade
de alcancar altos rendimentos de polissacarideos (SRIKANTH et al., 2015a).

Quando a sintese de levana for por atividade enzimética (in
vitro), o pH ideal é 6,0 ou outro préximo da neutralidade e a temperatura varia
entre 35 °C a 40 °C (ZHANG et al., 2014; LU et al., 2014; LIU et al., 2017,
BERSANETI et al., 2017; KIRTEL et al., 2018; NI et al., 2018). Porém, quando
a producdo de levana for através de microrganismos, as condi¢cdes de
fermentacdo empregadas sdo de grande importancia para se obter as
caracteristicas do produto desejado. A Tabela 1 descreve os diferentes
microrganismos produtores, as condi¢des de producao e a concentracdo obtida

de levana.



Tabela 1. Producdo de
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levana por diferentes microrganismos e suas
respectivas condi¢gdes de cultivo

Microrganismos Condigdes Levarlla Referéncia
(gL)

pH 6,0-7,0; 30 °C; Ernandes et
Zymomonas mobilis 200 rpm; 200 g L* 854 al. (2011)

sacarose; 72 h

pH 7; 37 °C; 150 rpm; Santos et al.
Bacillus subtilis natto 400 g L' sacarose; 16 h 1116 (2013)

pH 6,0; 37 °C; 300 g L* Zhang et al.
Bacillus methylotrophicus sacarose; 16 h 100,0 (2014)

Meio sélido com 20 g L™ Taguett et
Pseudomonas sacarose, 120 h 4,5 al., (2015)
fluorescens

pH 7,0; 37 °C; 200 rpm; Sarilmiser et
Halomonas smyrnensis 50 g L™ sacarose, 150 h 8,84 al. (2015)

pH 6,0; 35 °C; 500 g L* Liu et al
Brenneria goodwinii de sacarose, 12 h 185,0 (2017)
Brachybacterium pH 7,8; 30 °C; 150 rpm; Moussa et
phenoliresistens 300 g L™ sacarose, 72 h 7,97 al. (2017)

pH 6,0; 35 °C; 500 g L™ Ni et al
Lactobacillus reuteri sacarose, 12 h 183,0 (2018)

pH 7,0; 37 °C; meio a Gojgic-

base de melaco de Cvijovic et
Bacillus licheniformis beterraba com adicdo de 53,2 al. (2019)

200 g L™ sacarose, 48 h

ApoOs a producdo da levana sdo necessarias as etapas de
purificacdo e caracterizacdo para possivel aplicacdo, assim, varios métodos
tém sido desenvolvidos para obter os exopolissacarideos mais puros. As
técnicas de extracdo devem ser testadas e otimizadas de acordo com o
objetivo final, seja ela qualitativa ou quantitativa. A purificacdo de
exopolissacarideos do extrato bruto (meio fermentado) pode ser feita por
cromatografia de troca anidnica DEAE-52 e Sephadex G-100 (RAHI et al.,
2018) ou ainda ser fracionada com uma coluna de Q-Sepharose de fluxo
rapido, dentre muitas outras técnicas (PRATHYUSHA, SHEELA,
BRAMHACHARI, 2018).

Para a caracterizacdo geral dos exopolissacarideos, as
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propriedades quimicas, fisicas e bioldégicas devem ser conhecidas para futuras
aplicagbes. Uma técnica comumente utilizada é a analise de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) empregada para examinar
a estrutura basica dos exopolissacarideos. Para definir o peso molecular tem
sido usada a cromatografia de permeacdo em gel (GPC) e analise de
espectrometria de massa por ionizacéo e dessorcao a laser assistida por matriz
(MALDI-TOF MS) (SONG et al.,, 2011). Pela metodologia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) é possivel observar onde cada carbono/hidrogénio
estdo posicionados, auxiliando na caracterizagdo. Também na etapa de
caracterizagao a microscopia eletronica de transmisséo (MET) e a microscopia
de forca atdmica (AFM) (SLETMOEN et al., 2003) séo técnicas frequentemente
empregadas. A associacao dessas tecnologias tem possibilitado a identificacao

e caracterizacdo das biomoléculas de interesse industrial.

3.3 PROPRIEDADES DA LEVANA PARA APLICAGCAO NA INDUSTRIA DE COSMETICOS

Suas atividades biolégicas na pele incluem efeitos de
proliferacdo celular, hidratacdo e alivio da irritagdo (KIM et al., 2003), efeitos de
clareamento (FURUKAWA; TSUBOI, 2006), atividade anti-inflamatéria e
antioxidante (KANG et al., 2009; SRIKANTH et al., 2015a; Domzat-Kedzia et
al., 2019). A levana também apresenta uma boa capacidade de retencdo de
umidade (Domzat-Kedzia et al., 2019), biocompatibilidade, biodegradabilidade
e alta solubilidade em diferentes solventes. Desta forma, representa uma
alternativa na aplicacdo em cosméticos, principalmente no tratamento para
retardar o envelhecimento facial, tratando rugas e linhas de expressao.

Dessa forma, a levana apresenta alto potencial como
ingrediente ativo a ser aplicado em formulagbes cosmecéuticas e
farmacéuticas. No entanto, apesar de apresentar muitas propriedades que a
revelam como um O6timo exopolissacarideo de aplicagdo em produtos

cosmeéticos, a sua utilizacdo, nesta area, ainda € pouco descrita na literatura.

3.3.1 Capacidade de Retencdo de Umidade (Hidratag&o)

A pele é um 6rgdo vital para o organismo humano, sendo
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considerado um revestimento complexo e composto essencialmente por trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme, além do sistema celular. Este
complexo forma uma “barreira cutdnea” como uma ferramenta de prote¢ao do
nosso corpo e apresenta como funcdes: prevencdo de entrada de
microrganismos e substancias quimicas, resisténcia as forcas mecanicas,
protecdo contra radiagdo ultravioleta, descamacdo progressiva (renovacgao
celular), controle da perda de &gua transepidérmica e retencdo de &gua
intraepidérmica. Assim, o termo hidratacdo se refere ao mecanismo da
epiderme em reter agua, sobretudo no estrato corneo, bem como evitar a perda
de 4gua para o meio externo, de modo que a sua taxa de evaporacao sempre
se mantenha num nivel normal (OLIVEIRA, 2009)

O conteudo aquoso do estrato corneo é um dos mais
importantes parametros na avaliacdo da funcédo barreira, além da chamada
perda transepidérmica de agua (OLIVEIRA, 2009). O que faz a pele
permanecer saudavel, macia, com flexibilidade e elasticidade é o equilibrio que
existe no mecanismo de sua hidratacdo, na capacidade que o organismo tem
de promover a renovacao celular e nas substancias que compdem a epiderme.

Kim et al. (2005) verificaram o efeito hidratante de levana
avaliando a perda de agua transepidérmica e o contetdo de agua na pele,
usando um vapometer e um corneémetro (modelo CM825), respectivamente.
Os resultados desses testes para a levana aplicado a pele foram comparados
com os resultados de 0,2% de acido hialurénico e agua destilada. De acordo
com a andlise estatistica dos dados, houve uma diminuicdo significativa na
perda de agua da pele resultante da aplicacdo de levana e acido hialurdnico.
Os resultados do teor de agua na pele usando um cornebmetro mostraram a
mesma tendéncia de diminui¢cdo da perda de agua. Com base nesses dados,
0s autores concluiram que a levana apresenta um efeito hidratante substancial
(KIM et al., 2005; KANG et al., 2009).

Segundo Yoo et al. (2004) e Calazans et al. (2000) a levana
como componente ativo em produtos cosméticos demonstra exercer excelentes
efeitos sobre a pele como: suavizagcdo, melhora da proliferagdo celular,

hidratacéo e alivio da irritag&o.
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3.3.2 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante de levana tem sido estudada para a
sua aplicacdo industrial. Abdel-Fattah et al. (2012) avaliaram o efeito
antioxidante de levana produzida por Bacillus subtilis NRClaza, por meio do
método de 1,1-difenil-2-pirocril-hidrazil (DPPH), constatando uma alta atividade
antioxidante do polimero. Liu et al. (2012) também verificaram a atividade
antioxidante em levanas com diferentes pesos moleculares, produzidas pela
bactéria endofitica Paenibacillus polymyxa EJS-3, os autores concluiram que
todas as amostras testadas apresentaram boa atividade antioxidante.

Srikanth et al. (2015b) avaliaram a capacidade antioxidante de
levana produzida por Acetobacter xylinum NCIM2526, utilizando também o
método do DPPH, e concluiram que a levana isolada pode ser empregada
como um forte antioxidante para aplicacdes farmacéuticas e biomédicas.
Levanas de B. subtilis HMNIG-2 e B. subtilis MENO2 foram avaliadas pelo
método do DPPH e demonstraram atividades de 48% e 40% respectivamente
na concentracdo de 3 mg mL™ (HAMDY et al. 2017)

Celligoi et al. (2018) desenvolveram a patente (BR 10 2018
069609 2) do preparo de uma nova formulacdo biocosmética facial com a
levana sintetizada pela levanasacarase do Bacillus subtilis. A levana foi
incorporada em uma formulacdo biocosmética a base de ammonium
acryloyldimethyltaurate/VP  copolymer. Na formulacdo cosmecéutica foi
comprovada alta atividade antioxidante (aproximadamente 60 %) fornecida pela

levana.

3.3.3 Atividade Anti-inflamatéria

A atividade anti-inflamatéria da levana obtida de varias fontes
também ja foi relatada. Tal propriedade é importante para aplicacdes na
industria farmacéutica, que apresenta atualmente uma grande demanda por
produtos com essas caracteristicas. Com o intuito de examinar a natureza anti-
inflamatoria de levana obtida de Acetobacter xylinum NCIM 2526, Srikanth et
al. (2015b) realizaram um ensaio anti-inflamatério in vitro utilizando o método

de desnaturacao da proteina albumina do soro bovino (BSA) e o diclofenaco de
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sédio como padrdo. O farmaco padrao utilizado para o ensaio, mostrou um
efeito inibitério na desnaturacdo da BSA de 100 % na concentracdo de 0,25
mg/mL e para levana foi observado uma atividade anti-inflamatéria de 71,18 %
na mesma concentracdo. Dessa forma, os autores consideraram a levana
produzida por A. xylinum um eficiente agente anti-inflamatério.

Kim et al. (2005) também avaliaram o efeito anti-inflamatério de
levana, no entanto, utilizaram um método diferente de Srikanth et al. (2015a).
Os autores usaram uma pele bioartificial tridimensional contendo queratinocitos
e fibroblastos humanos para testar a atividade anti-inflamatoria de levana.
Depois de induzir uma irritacdo primaria na pele bioartificial, aplicaram 0,01
mg/mL e 0,05 mg/mL de solugdo levana, e subsequentemente foi medida, a
quantidade de interleucina (IL-1a), mediador pro-inflamatério durante o
transporte do sinal intercelular secretada. A pele bioartificial tratada com 0,01
mg/mL e 0,05 mg/mL de levana exibiu quantidade reduzida de IL-1a, em
comparagcdo a pele ndo tratada com levana. Diante disso, os resultados
observados pelos autores, sugerem que a levana exerce um efeito anti-
inflamatorio na pele irritada. No entanto, o mecanismo deste fenbmeno nao é
claro. Apesar da levana testada possuir alto peso molecular, ela consegue
proporcionar uma proliferacao celular e efeitos anti-inflamatérios. Isto pode ser
atribuido a sua capacidade de penetracdo, que € devido a distribuicdo de
tamanho de particula menor (170 a 300 nm), quando comparada com a de

outros polissacarideos (KANG et al, 2009).

3.3.4 Solubilidade

Os exopolissacarideos tem sua solubilidade relacionada com o
peso molecular e ramificacdes, que geralmente apresentam grupos carregados
(ALMEIDA, 2015). Levana é soluvel tanto em agua como em 6leo devido suas
ligagdes B (2—6). No entanto, a sua solubilidade em agua é diferenciada,
apresentando baixa solubilidade em &gua gelada e alta solubilidade em &agua
quente (SRIKANTH et al., 2015a).

As solucbes de levana em agua normalmente permanecem
liguidas em temperatura ambiente, enquanto concentracdes semelhantes de

outros polissacarideos formam pastas ou géis espessos. Como muitos
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polissacarideos, a levana ndo é solGvel na maioria dos solventes organicos,
como metanol, acetona, etanol, n-propanol, metiletilcetona, isopropanol, lactato
de etila, tolueno, sendo o dimetilsulfoxido (DMSO) uma excecgdo
(MANANDHAR; VIDHATE; SOUZA, 2009).

Devido as propriedades de solubilidade e baixa viscosidade
intrinseca deste polimero, estudos recentes estdo explorando uma nova
aplicacdo de levana como hidrogéis soluveis em agua, que estdo ganhando
destaque nas industrias de alimentos, cosméticos e farmacéuticas (OSMAN et
al., 2017; PENG et al., 2018).

3.4 PROPRIEDADES DOS OLEOS ESSENCIAIS E FIXOS EM FORMULACOES

COSMECEUTICAS

Os oleos fixos sdo amplamente reconhecidos por seus efeitos
benéficos na indulstria cosmética, oferecendo multiplas vantagens, como
propriedades  antioxidantes, nutracéuticas, antienvelhecimento, anti-
inflamatorias, antimicrobianas e emolientes (LACATUSU et al., 2018). Além
disso, quando incorporados em formulagcdes cosmecéuticas, impedem a perda
da agua através da pele. Isso acontece devido a capacidade desses
compostos de formarem uma camada protetora na epiderme (ZIELINSKA;
NOWAK, 2014).

O o6leo de améndoas por exemplo, é usado na industria de
cosméticos em cremes para a pele e produtos antienvelhecimento, devido as
suas propriedades como emoliente, hidratante e antioxidante (AHMAD, 2010).
Também foi relatado o efeito fotoprotetor do 6leo de améndoas, Sultana et al.
(2007) observaram que ap6s alteracBes visiveis na pele de camundongos,
provocadas por exposicao a radiacao ultravioleta (UV), os resultados dos testes
bioguimicos, estimativa da glutationa e peroxidacao lipidica mostraram que o
6leo de améndoa reduzia o efeito do fotoenvelhecimento induzido pela luz UV
na pele. Além disso, os estudos histopatoldgicos também indicaram um efeito
fotoprotetor do 6leo de améndoa na pele apds a exposi¢céo aos raios UV.

Os Oleos essenciais também apresentam excelente
biodegradabilidade, biocompatibilidade e grande potencial como principio ativo,

agindo como antimicrobianos e antioxidantes (XU et al., 2019).
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O Oleo essencial de canela, geralmente reconhecido como
seguro (GRAS), tem recebido muita atencdo devido ao seu melhor
desempenho sensorial e capacidade antimicrobiana (PANDEY, JAGTAP,
POLSHETTIWAR, 2011; HERMAN et al., 2013; ZHANG et al.,, 2016;
VAHEDIKIA et al., 2019; XU et al., 2019).

Avaliando a capacidade antimicrobiana de extratos vegetais
(Matricaria chamomilla, Aloe vera, Calendula officinalis) e Oleos essenciais
(Lavandulla officinallis, Melaleuca alternifolia, Cinnamomum zeylanicum)
comparados com o metilparabeno, Herman et al. (2013) relataram que os Oleos
essenciais apresentaram maior atividade inibitéria contra bactérias e leveduras
do que os extratos vegetais e o metilparabeno. Sendo o 6leo de canela
(Cinnamomum zeylanicum) o inibidor mais potente do crescimento de S.
aureus, E. coli e C. albicans apés 28 dias de incubacéo.

Devido a atividade antimicrobiana do 6leo de canela agregado
as formulacdes cosmecéuticas (benéficas ao consumidor), pode atuar também
como conservante natural, garantindo a inibicdo microbiolégica do produto
cosmeético sob seu uso e armazenamento. Assim conservantes sintéticos como

o metilparabeno podem ser substituidos (HERMAN et al., 2013).

3.5 FORMULACOES SEMI-SOLIDAS CUTANEAS

As preparacdes semi-sOlidas cutdneas sdo formuladas de
modo a promoverem a liberagdo local ou transdérmica das substéncias ativas
incorporadas. Podem ser de varios tipos, incluindo as pomadas, cremes, géis,
pastas, cataplasma e emplastos medicamentosos. Devido as suas
caracteristicas de facil espalhabilidade e alta estabilidade, os cremes e 0s géis
constituem os sistemas semi-sélidos mais utilizados na producédo de produtos
cosméticos (OLIVEIRA, 2009).

3.5.1 Creme
Entre as diferentes formas farmacéuticas semi-solidas

disponiveis no mercado, as formula¢cdes em creme continuam recebendo

atencao crescente como sistemas lucrativos para a liberacdo de drogas e
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agentes cosmeticos ativos a pele. S8o descritos como sistemas bifasicos,
constituidos por dois liquidos imisciveis, onde um é disperso uniformemente
pelo outro para formar emulsGes 6leo em &gua (O/A) ou 4gua em Oleo (A/O)
(SIMOES; VEIGA; VITORINO, 2019).

O processo de fabricacdo de formulacbes em creme
geralmente comeca com a preparacao de duas fases separadas: a fase oleosa
e a fase aquosa. Em seguida, as duas fases sdo misturadas para formar a
emulsdo (COSTA; SANTOS, 2017).

A composicao de uma emulsédo afeta muito suas propriedades
fisicas que, por sua vez, afetam o comportamento do produto durante a
fabricacéo, embalagem e aplicacdo (DUBUISSON et al., 2018). As formulagbes
de creme basico com funcéo de hidratacéo da pele séo tipicamente compostas
por ingredientes simples, como emolientes (10 a 40%), umectantes (1 a 5%),
espessantes (0,1 a 0,5%), emulsificantes (1 a 6%), estabilizadores (0,01-0,2%),
conservantes (0,01-0,5%) e neutralizadores (0,01-0,05%) (CHENG et al.,
2009). Ingredientes ativos biolégicos, como antioxidantes, antimicrobianos e
clareadores também podem ser incorporados para agregar algum valor ao
produto. Além disso, o uso de fragrancias e corantes pode tornar o produto
mais atraente para o consumidor (COSTA; SANTOS, 2017).

3.5.2 Gel

Os géis sdo obtidos pelas misturas de materiais naturais ou
sintéticos na agua ou mistura de solventes, em um processo chamado
geleificacdo. Normalmente, as substancias formadoras de géis sdo polimeros
naturais, semi-sintéticos e sintéticos (Tabela 2) que, quando dispersos em um

meio aquoso doam viscosidade a preparacao (PERES; DIAS, 2011).

Tabela 2. Polimeros naturais, semi-sintéticos e sintéticos empregados em
formulacéo gel

Naturais Semi-sintético Sintético
Caseina Metilcelulose Carbdmero (Carbopol®)
Gelatina Hidroxietilcelulose Co-polimero do &cido sulfénico acriloil-dimetil-
taurato (Aristoflex®)
Goma guar Hidroxipropilmetilcelulose Polivinilpirrolidona (PVP)

Amido Carboximetilcelulose Carboxivinilicos
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Os géis tém sido muito utilizados em produtos cosmeéticos e
como base dermatoldgica, pois tém boa espalhabilidade, ndo sdo gordurosos e
podem veicular principios ativos hidrossolUveis ou lipossomas (AMIRALIAN;
FERNANDES, 2018). Além disso, as formulacbes em gel sdo muito bem
aceitas pelo consumidor devido ao seu aspecto transparente, na maioria das
vezes, e a sua facilidade de aplicacdo. Sdo bem tolerados, facilmente lavaveis
e produzem uma sensacéao de frescor sobre a pele (OLIVEIRA, 2009).

Os géis de Aristoflex® apresentam boas caracteristicas fisicas
e mecanicas e constituem uma base dermatoldgica eficiente para a
incorporacdo de moléculas bioativas (OLIVEIRA, 2009; KULKAMP-
GUERREIRO et al., 2012). Apresentam carga anionica e excelentes
caracteristicas de estabilidade para uma faixa de pH entre 4 e 9. Séo
transparentes e incolores, conferindo uma agradavel sensacédo a pele, sem o

toque pegajoso dos polimeros tradicionais (OLIVEIRA, 2009).

3.6 CARACTERIZACOES DE FORMULAGOES COSMECEUTICAS

Em geral, o desenvolvimento de uma formulag&o deve levar em
consideracdo o tipo, a finalidade do uso e a compatibilidade entre os
ingredientes utilizados simultaneamente, o que, como um todo, leva a
necessidade de estudos de estabilidade e seguranca (GARBOSSA; CAMPOS,
2016).

Cada componente, ativo ou ndo, pode afetar na estabilidade do
produto. Conforme a origem, as alteracbes podem ser classificadas como
extrinsecas, quando determinadas por fatores externos (temperatura, tempo,
umidade, material de acondicionamento, microrganismos, vibracdo, luz e
oxigénio), ou intrinsecas, quando determinadas por fatores inerentes a
formulagdo, como incompatibilidade quimica envolvendo o pH, reacgbes de
oxido-reducdo, reacdes de hidrélise e interagcbes entre os ingredientes da
formulacdo e o material de acondicionamento (ANVISA, 2004).

Os estudos de estabilidade de produtos cosmeéticos apds a
fabricacdo envolvem a analise de varios fatores, como separacdo de fases,
variacdo fisico-quimicas (pH e densidade), propriedades organolépticas e

reolégicas e monitoramento microbioldégico (ANVISA, 2004). Normalmente a
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avaliacao de separacao de fases é feita em centrifuga 3000 rpm por 30 minutos
a temperatura ambiente (ANCHISI et al., 2001; GARBOSSA, CAMPOS, 2016).

As propriedades organolépticas geralmente sdo avaliadas pelo
aspecto, cor e odor, e abrangem a medicéo, interpretacdo e compreensao das
respostas humanas as propriedades do produto detectadas pelos sentidos
(DAUDT et al., 2015).

As caracteristicas reoldgicas das formulagdes também
fornecem informacbes valiosas sobre propriedades de estabilidade,
consisténcia e capacidade de expansao a longo prazo (MILAN et al., 2007).
Além disso, o estudo da estabilidade de produtos cosméticos, contribui para:
orientar o desenvolvimento da formulagdo e do material de acondicionamento
adequado; fornecer subsidios para o aperfeicoamento das formulacoes;
estimar o prazo de validade e fornecer informacfes para a sua confirmacao;
auxiliar no monitoramento da estabilidade organoléptica, fisico-quimica e
microbiolégica, produzindo informagdes sobre a confiabilidade e seguranca dos
produtos (ANVISA, 2004).

3.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA MISTURAS SIMPLEX-CENTROIDE

O conceito de experimentos para mistura e sua analise foram
introduzidos pela primeira vez por Scheffe em 1958. Com base nesses
experimentos, alguns meétodos de projeto de mistura modificados foram
desenvolvidos, incluindo o método simplex-centroide. Esse método de
delineamento € comumente aplicado em formulacdes de produtos industriais,
por exemplo, processamento de alimentos, formulacdes quimicas, fibras téxteis
e medicamentos (JIAO et al., 2018).

O espaco experimental do simplex-centroide, consiste em
diferentes pontos distribuidos sobre um tridngulo equilatero, representando as
propor¢cdes dos materiais utilizados, onde estas, devem estar entre O e 1 e a
soma da proporcao de todos os componentes da mistura deve ser igual a 1 ou
100% (DIAS et al., 2019).

Se a mistura for composta por trés componentes, 0
delineamento simplex-centroide € construido para formar um triangulo com

pontos de dados localizados nas trés vértices (componentes puros), trés pontos
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meédios laterais (misturas binarias dos componentes) e um ponto central
(mistura ternérias dos componentes), totalizando sete experimentos (JIAO et
al., 2018).

As sete execucdes do planejamento simplex-centroide de trés
componentes séo: (1, 0, 0), (0, 1, 0), (0, O, 1), (0.5, 0.5, 0), (0.5, 0, 0.5), (0, 0.5,
0.5) e (1/3, 1/3, 1/3), conforme mostrado na Figura 3. Dessa forma, o desenho
de misturas simplex-centroide possibilita a obtencdo de formulagdes com um
namero exato de experimentos, possibilitando a escolha da melhor condicdo
para uma dada resposta através de variacdes na formulacdo de componentes
especificos (MORAES FILHO et al., 2018).

Figura 3. Delineamento simplex-centroide para misturas de trés componentes

(0,0, 1)

(0.5,0, 0.5) (0,0.5,0.5)

>
(1/3,1/3,1,3)

L 2
(1,0,0) (0.5,0.5,0) (0,1, 0)

Além da restricdo de que a soma dos componentes variaveis
deve ser igual a 100% numa experiéncia de mistura, restricdes adicionais, tais
como a determinacao de limites superiores ou inferiores de cada componente

também podem ser aplicadas (JIAO et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAS-PRIMAS UTILIZADAS NAS FORMULAGCOES COSMECEUTICAS

Para o desenvolvimento das formulacbes cosmecéuticas em
gel anidnico e emulsdo o6leo/agua foram utilizados os ingredientes: glicerina
(Anidrol), &lcool cetilico (Infinity pharma), alcool estearilico (All chemistry),
Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE (Infinity pharma), monoestearato de
gliceril (Aqgia), olivem 1000 (Biovital), oleato de decila (Galena), blend de
conservante (Via farma), ciclometicone (Galena), Aristoflex® AVC (Pharma
special) 6leo essencial de canela (Laszlo) e 6leo de améndoas (Galena).

4.2 MICRORGANISMO E PRESERVACAO

O Bacillus subtilis natto foi isolado no Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina — PR e
identificado pela Fundacdo André Tosello Pesquisa e Tecnologia - Campinas
SP. O microrganismo foi preservado em meio contendo (g L™): peptona 50,
extrato de carne 30 e agar 20, mantido a 4 °C em camara refrigerada. O

repigue ocorriam a cada quarenta e cinco dias.

4.3 INOCULO E QUANTIFICACAO DA BIOMASSA

Para a obtencdo do indculo foi utilizado o meio em (g L™):
sacarose comercial 100; extrato de levedura 2; KH,PO,4 2, (NH4)2SO4 1; MgSO,4
(7H20) 0,5 (CALAZANS et al., 2000). O in6culo foi preparado em Erlenmeyer
de 125 mL, contendo 25 mL de meio, incubado a 150 rpm, 24 h a 37 °C.

Posteriormente, o0s cultivos foram interrompidos por
centrifugacédo (9000 rpm, 15 min a 4 °C), onde a biomassa obtida apds a
centrifugacéo foi lavada com agua destilada e ressuspensa em solucado salina
cloreto de sédio (NaCl 0,9 %). Uma aliquota de 1 mL foi submetida a diluicdes
seriadas para obter leituras de 0,2 a 0,8 de absorvancia em A= 600 nm.
Paralelamente, 3 aliguotas de 1 mL foram distribuidas em cadinhos,

previamente tarados, e levados a estufa (70 °C), até atingir peso constante. Em
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seguida, os dados foram plotados em um grafico relacionando a absorvancia
(abs) e peso seco (g L™). Dessa forma, o inéculo foi padronizado em 0,2 g L™

para a processo fermentativo.

4.4 PRODUCAO DE LEVANA POR BACILLUS SUBTILIS NATTO E DETERMINAGCAO DA

ATIVIDADE DA LEVANASACARASE

A producéo de levana por B. subtilis natto foi no meio contendo
(g L™Y): sacarose 400, extrato de levedura 2, KH,PO, 1, (NH4),SO. 3,
MgSO4(7H,0) 0,6, MnSO,4 0.2, citrato de amoénio 0.25 (BERSANETI et al.,
2017). Foi utilizado 0,2 g L™ de inéculo em frascos de Erlenmeyer (2 L)
contendo 500 mL de meio, em pH 7,0, 150 rpm, 37 °C por 24 h (BERSANETI,
2016). O cultivo foi interrompido por centrifugacédo a 9000 rpm, 15 min a 4°C. A
levana foi obtida a partir do sobrenadante e a atividade da levanasacarase
estimada por meio dos acucares redutores liberados durante a hidrélise da
sacarose, em um ensaio reacional contendo 250 pL de sobrenadante, 250 pL
de sacarose (1 M) e 500 pL de tampao de acetato (pH 5,0), incubada a 30 °C
durante 30 min (ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999). Os acUcares
redutores foram determinados pelo método de Somogyi (1952) e Nelson (1944)
e uma unidade de atividade (U) foi expressa pela quantidade de enzima
necessaria para a liberacdo de 1 pg de acucares redutores em 1 minuto, nas

condi¢des do ensaio.
4.5 SEPARACAO E QUANTIFICACAO DE LEVANA

Apés a interrupcdo do cultivo, a separacdo de levana do
sobrenadante ocorreu por precipitagdo em etanol absoluto, na proporcédo de
1:1,5 (sobrenadante : etanol), com predominancia de levanas altas massas
(PORRAS-DOMINGUES et al.,, 2015). Posteriormente, foram mantidas em
repouso por 12 horas a 4°C e centrifugadas em 9000 rpm por 20 minutos,
sendo o etanol descartado e evaporado das amostras. Em seguida, a levana
precipitada foi dialisada contra agua destilada por 48 horas, posteriormente
liofilizada.

Para a quantificacdo da levana, essa foi submetida a hidrolise
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acida com HCI 0,1 M durante 1 h, a 100° C (VIIKARI; GISLER, 1986).
Posteriormente, a solucdo foi neutralizada com NaOH 1 M e a frutose
resultante foi quantificada através de acucares redutores segundo Somogyi
(1952) e Nelson (1944).

4.6 CARACTERIZAGOES DAS PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS ATIVOS (LEVANA E OLEO

DE CANELA)

4.6.1. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante da levana e do Oleo de canela foi
determinada pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), conforme
descrito por Srikanth et al. (2015b), nas concentracdes de 1; 2; 4; 5; 8 e 10 mg
mL™, uma solucdo de acido ascérbico foi utilizada como padrdo avaliada nas
mesmas concentracoes (SPAGNOL et al.,, 2019). A mistura reacional era
composta por 1 mL da solugéo teste e 0.3 mL da solucdo de DPPH, incubada
em ambiente escuro por 30 min em temperatura ambiente. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a A=517 nm. Para o branco, foi utilizado 1 mL
da amostra e 0,3 mL de etanol. O controle foi utilizado 1 mL de etanol e 0,3 mL
da solucdo de DPPH. A taxa de inibicdo (%) do radical livre foi calculada

conforme a equacao 1:

% inibicio = (Abs.do controle - Abs.da amostra) %100 (Eq 1)

Abs.do controle

4.6.2. Atividade Antimicrobiana

Foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa para o teste
de atividade antimicrobiana, por meio da técnica de antibiograma segundo as
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). As cepas
bacterianas foram replicadas em 2 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e
incubadas a 37° C até atingir turvacéo correspondente ao tubo 0,5 da escala de
MacFarland (1,5x10® UFC/mL). Em seguida, aliquotas foram plaqueadas por
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swab em meio agar Mueller-Hinton. Discos contendo 15 pL dos ativos levana
(10 mg mL™) e 6leo de canela puro foram dispostos na placa e incubadas a 37
°C por 24 h. A atividade antibacteriana foi avaliada pela presenca de halos de
inibicdo (Bauer et al., 1966).

Também foi avaliada a Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
do dleo essencial de canela, onde, em microplacas, foram adicionados 100 pL
do inéculo (1,5x10® UFC/mL) diluidos em caldo BHI e 100 pL de diferentes
concentracfes do 0leo, incubadas a 37 °C por 24 h. Uma coluna de pocos foi
utilizada como controle de crescimento, adicionando 100 pyL do in6culo e 100
ML de BHI, e outro como controle de esterilidade do meio de -cultura,
adicionando apenas 200 pyL de BHI. A Concentragdo Inibitéria Minima foi
definida como a menor concentracdo do 6leo de canela testada, capaz de

impedir o crescimento microbiano (CLSI, 2012).
4.6.3. Capacidade de Retencédo de Umidade (Hidratacdo) da Levana

Para determinar a capacidade de retencdo de umidade da
levana foi utilizada 100 mg de levana produzida, do padréo de levana comercial
de Erwinia herbicola (Sigma) e da glicerina (Shi et al., 2010). As amostras
foram secas a 100 °C por 4 h. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de
agua e homogeneizado, colocados em dessecador de umidade selado com
solugcdo saturada de K,COs; (43% umidade relativa - UR) em temperatura
ambiente, durante 96 h (Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2013). A capacidade de
retencdo de umidade (Ru) foi avaliada pela percentagem de agua residual nas

amostras, calculado pela equacéo 2:
Pt
Ru (%) = 5-x 100 (Eq. 2)

Onde, PO é o peso da agua destilada adicionada as amostras e Pt € 0 peso da

agua apos 96 h.

4.7 FORMULACOES COSMECEUTICAS
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4.7.1 Formulacdo Tipo Emulsdo em Oleo/Agua (O/A)

A formulagdo em emulsdo foi desenvolvida com o0s
componentes citados na Tabela 3. Para o preparo as fases 1 e 2 foram
aguecidas simultaneamente até atingirem a temperatura de 75 °C.
Posteriormente, a fase 2 foi vertida sobre a 1. Em seguida, as fases 3 e 4 foram
adicionadas na temperatura inferior a 40 °C, sob agitagao.

Tabela 3. Formulacéo base do tipo emulsao 6leo/agua (O/A)

Fases Componentes Concentragao / 100 mL
1 Agua destilada 72,3 mL
1 Glicerina 3,09
2 Alcool cetilico 409
2 Alcool estearilico 3,89
2 Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE 3,09
2 Monoestearato de glicerila (MEG) 20g
2 Olivem 1000 5009
2 Cetiol V (Oleato de decila) 5009
3 Phenogard 0,4 mL
4 Silicone volatil DC 245 1,5mL

Para estudar as melhores concentragfes dos principios ativos
(levana, oOleo de canela e de améndoa) foi utilizado um planejamento de
misturas simplex-centroide com as trés variaveis, sendo: x1 - Levana; x2 - Oleo
essencial de canela; x3 - Oleo de améndoas, nas concentracbes maximas de
1%, 0,5% e 8%, respectivamente. A propor¢cdes dos ativos nas formulacdes
cosmecéuticas estdo apresentados na Figura 4, os pontos 1, 2 e 3 (vértices
triangulares) correspondem aos componentes puros. Os pontos 4, 5 e 6
representam as misturas binarias de dois ingredientes e o ponto 7 (o centro do
tridngulo) corresponde a mistura ternaria de trés ingredientes. Os pontos 8 e 9
sao as repeticbes do ponto central. Apds preparadas, os pH das formulacdes
foram ajustados dentro da faixa de 4,5 a 5,5 (pH médio da pele) com solugéo

de acido citrico. A resposta avaliada pelo planejamento foi a viscosidade.
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Figura 4. Planejamento de misturas simplex-centroide para o desenvolvimento
da emulsdo 6leo/dgua com as proporcdes dos ativos Levana (x1); Oleo
essencial de canela (x2) e Oleo de améndoas (x3)

:3 Proporgao da mistura (%)
7 \\ Ensaios = <2 =
/ \\ 1 1 0 0
/ % 2 0,5 0
\ 3 0 0 8
2 B 4 05 0.25 0
/ 7 \\ 5 0,5 0 4
6 0 0,25 4
\\\ 7 0.33 017 2,67
# ‘ 8 0,33 0,17 2,67
1 4 2 9 0,33 0,17 267
x1 x2

4.7.2 Formulacao Gel Anidnico

Foram preparadas trés formulagbes em gel anibnico com os
componentes da Tabela 4. Inicialmente foram misturadas agua e glicerina e
aguecidas a 70 °C. Em seguida o Aristoflex® foi pulverizado sobre a mistura
aquecida que estava sendo homogeneizada com o auxilio de agitador
mecanico, até a formacéo do gel. Apds o preparo dos géis foram incorporados
0s principios ativos: levana 1,0 g (baseado na atividade antioxidante) e 6leo
essencial de canela em 0,5; 1 e 2 mL (5, 10 e 20 vezes acima da concentracéo

inibitéria minima).

Tabela 4. FormulagBes de gel aniénico com levana (1,0 g) e 6leo de canela
(0,5;1e2mL)

Componentes Concentragao / 100 mL
Formulacdo 1 Formulagéo 2 Formulacéo 3
Aristoflex® 209 20g 209
Glicerina 20g9 20g9 209
Silicone volatil DC 245 109 109 109
Levana 1,09 1,09 109
Oleo de canela 0,5 mL 1 mL 2 mL

Agua 93,5 mL 93 mL 93 mL
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4.8 CARACTERIZAGOES DAS FORMULAGOES DO TIPO EMULSAO EM OLEO/AGUA (O/A)

A formulacdo selecionada pelo planejamento foi caracterizada
por 90 dias nas condicbes de exposicdo: temperatura alta (37 + 2 °C),
temperatura baixa (5 £ 2 °C), com exposicdo indireta ou direta a radiacéo
luminosa e em temperatura ambiente (28 + 2 °C). Cada formulacdo (100 g) foi
exposta as diferentes condi¢goes (ANVISA, 2004).

Os parametros analisados foram  estabilidade e
espalhabilidade, propriedades fisico-quimicas, atividade antioxidante,
capacidade de retencdo de umidade (hidratacdo) e propriedades
organolépticas nos tempos de 2, 30, 60 e 90 dias.

4.8.1 Analises de Estabilidade e Espalhabilidade

A estabilidade das formulacbes cosmecéuticas foram
determinadas pelos testes de separacdo de fases e espalhabilidade. Para
verificar se houve a separacédo de fases das formulacdes, foi utilizado o método
de centrifugacéo (3000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente), com
cinco gramas da formulacdo. O resultado foi observado por visualizacdo
macroscopica, apos a centrifugacdo e 24 h de repouso. Os resultados foram
dados como: N (normal, ou seja, sem separacdo de fases), SF (separacdo de
fases ou coalescéncia) ou CR (cremeado) (ANVISA, 2004).

Para o teste de espalhabilidade, foram utilizadas placas de
vidro sob papel milimetrado, cujo diametros perpendiculares formados por 1 g
da amostra, foram medidos para determinar a superficie abrangente, em
temperatura de 25 + 2 °C (BORGHETTI; KNORST, 2006). Este método foi
repetido utilizando pesos pré-determinados (2, 4 e 10 g) em intervalos de um

minuto, Os calculos seguiram a equagao:

T4

Ei (Eq. 4)
Onde:
Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso em

milimetro quadrado (mm?); d: Diametro médio em milimetro (mm).
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4.8.2 Analises Fisico-quimicas

As caracteristicas fisico-quimicas avaliadas neste trabalho,
incluem o pH, densidade e viscosidade.

O pH foi por pHmetro digital em temperatura ambiente nas
amostras diluidas em agua destilada 1:10 (V / V) (GARBOSSA; CAMPOS,
2016).

A densidade (d) foi avaliada utilizado um picnémetro de vidro
com volume de 10 mL em 20 °C, sendo utilizada como padrdo a densidade da
agua. O picnémetro vazio foi pesado (M), em seguida foram adicionadas até
transbordar, secadas e pesadas a agua destilada (M;) e posteriormente as

formulacdes (M;) (ANVISA, 2007). Para o célculo foi utilizado a equacgéo 5:

_ M2-Mo
d = (Eq. 5)

A viscosidade foi avaliada por viscosimetro rotacional digital
modelo Marte MDV-8. No qual, foram utilizados 200 g das amostras dispostas
em um recipiente cilindrico totalmente preenchido, neste foi imerso o spindle
adequado de numero 4 com velocidades de 0,3; 0,6; 1,5; 3,0; 6,0 e 12,0 rpm,
em 25 °C (ANVISA, 2007).

4.8.3 Atividade Antioxidante e Capacidade de Retencdo de Umidade
(Hidratacao)

A atividade antioxidante das formulacbes foi avaliada em
triplicata pela técnica do DPPH na concentracdo de 2,5 mg mL™, conforme
Srikanth et al. (2015b) e a capacidade de retencdo de umidade de acordo com
Zhang et al. (2012) e Zhao et al. (2013), utilizando 1 g da formulagéo
(triplicata).

4.8.5 Propriedades Organolépticas

As propriedades organolépticas de cor e odor foram avaliadas

no tempo inicial e final. A cor através da analise visual (luz branca) e o odor
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utilizando o olfato. Os resultados foram interpretados como: normal, levemente

modificada, modificada e intensamente modificada (ANVISA, 2004).

4.9 CARACTERIZACOES DAS FORMULACOES EM GEL ANIONICO

As formulacdes em gel passaram por condicdes desestabilizadoras
visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de instabilidade, sendo submetidas
a ciclos alternados de resfriamento e aquecimento. Ciclos de 24 horasa 45+ 2 °C, e
24 horas a5 £ 2 °C, durante 15 dias (7 ciclos) (ANVISA, 2004). Durante esse periodo,
as formulacbes foram avaliadas quanto a estabilidade, pH e propriedades
organolépticas (cor e odor).

A estabilidade foi verificada pelo teste de separacdo de fases,
utilizando o método de centrifugacdo (5 g de amostra, 3000 rpm por 30 minutos em
temperatura ambiente) (ANVISA, 2004).

O pH foi medido nas amostras diluidas 1:10 (V / V) em agua
destilada em temperatura ambiente (Garbossa; Campos, 2016). O aspecto e a cor
foram averiguados através da analise visual, em luz branca. A analise de odor pelo
olfato (ANVISA, 2004).

Também foram avaliadas as atividades antioxidante e
antimicrobiana. A atividade antioxidante na concentracéo de 20 mg mL™ conforme a
técnica descrita por Srikanth et al. (2015) e a atividade antimicrobiana foi de acordo
com as normas do CLSI (2012), utilizando as cepas S. aureus, Staphylococcus spp,
E. coli e P. aeruginosa (Bauer et al, 1966). A esterilidade das formulacGes

cosmecéuticas foram avaliadas em placas de agar sangue por 48 h em 37 °C.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do delineamento de misturas simplex-centroide foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e andlise de regressao utilizando o
software Statistica versao 7.0.

Graficos de contorno e de otimizagdo de respostas foram gerados a
partir dos dados de viscosidade. O modelo foi validado usando o teste t, onde o valor
da melhor resposta dos experimentos foi comparado com as respostas apresentadas

pela formulac&o cosmecéutica otimizada (estimadas pelo modelo).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados em

forma de patente, capitulo de livro e artigos cientificos.

5.1 PATENTE

Titulo: “Biocosmético facial multifuncional de levana e 6leo de canela”
Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Reginara Teixeira da Silva,
Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni, Ulisses de Padua Pereira, Gabrielly
Terassi Bersaneti, Briani Gisele Bigotto, Roberta Torres Chideroli, Nathalia
Ramos Domingos e Julia Klarosk Helenas.

Protocolada em: 06/ 11/ 2019

Resumo: A invengdo se baseia em uma nova formulacdo cosmética facial
multifuncional, com levana e O6leo essencial de canela, como ingredientes
ativos. Esse novo cosmético tem propriedades antioxidante, hidratante e
antimicrobiana, em um Unico produto. Os efeitos antioxidante e hidratante
serdo dados pela levana, que irdo auxiliar no processo de antienvelhecimento
da pele e atuando na eliminacdo de radicais livres. A atividade antimicrobiana
sera dada pelo 6leo essencial de canela, que auxilia no tratamento de
infecgbes e processos inflamatérios da pele além de ser conservante natural do
biocosmético. Assim poderia dispensar o uso de compostos sintéticos, como 0s
parabenos (metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, isopropilparabeno,
butilparabeno, isobutilparabeno e benzilparabeno) e fenoxietanol. A levana foi
produzida por um microrganismo do género Bacillus (GRAS), um processo
eficiente, sustentavel e economicamente viavel. Esse cosmético multifuncional
vem em resposta as buscas da industria de cosméticos e dos desejos dos
consumidores, um Unico produto com diferentes propriedades para a saude da
pele. Os testes realizados nesta formulacdo facial demonstraram alta
estabilidade, boa espalhabilidade e propriedades bioativas antioxidante e

antimicrobiana.
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5.2 CAPITULO DE LIVRO

Titulo do livro: A Produgéo do Conhecimento nas Ciéncias Biologicas

Titulo do capitulo: Producéo de levana e sua aplicagcdo em cosméticos
Autores: Reginara Teixeira da Silva, Gabrielly Terassi Bersaneti, Audrey
Alesandra Stinghen Garcia Lonni e Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi
Publicado em: Atena Editora, 2019.

DOI: 10.22533/at.ed.7911925044

Link: https://www.atenaeditora.com.br/wp-content/uploads/2019/04/E-book-A-

Producao-do-Conhecimento-nas-Ciencias-Biologicas.pdf

Resumo: Atualmente, o Brasil ocupa a 42 posicdo no ranking mundial no
consumo de cosmeéticos 0 que demonstra a grande procura por produtos
principalmente os formulados com ingredientes bioativos, que n&o tragam
danos ao meio ambiente e que confiram efeitos benéficos a salude da pele dos
consumidores. Com o surgimento de novas matérias-primas a levana é uma
biomolécula que tem sido estudada, por apresentar propriedades
industrialmente

importantes, como capacidade de retencdo de agua, atividade antioxidante,
anti-inflamatéria, além de poder ser aplicada como estabilizante e espessante,
0 que a torna gradativamente competitiva quando comparada com moléculas
sintéticas. A levana € um exopolissacarideo de frutose produzida com
substratos de baixo custo e apresenta aplicacdes industriais nos setores de
cosmeéticos, farmacéutico, nanotecnologia, alimentos, entre outros. Sendo

assim, o objetivo desta revisdo € descrever a producdo microbiana do

polissacarideo levana e a inovacao de aplicacdo em cosméticos.



39



40

5.3 ARTIGO 1 (ACEITO NA REVISTA BRAZILIAN JOURNAL OF DEVELOPMENT)

Propriedades bioldgicas da levana de Bacillus subtilis natto e do éleo
essencial de canela para aplicacdo em formulac¢des cosmecéuticas

Biological properties of levan Bacillus subtilis natto and cinnamon
essential oil for application in cosmeceutical formulations

Reginara Teixeira da Silva®, Gabrielly Terassi Bersaneti , Roberta Torres
Chideroli °, Ulisses de Padua Pereira °, Audrey Alesandra Stinghen Garcia

Lonni¢; Briani Gisele Bigotto®; Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi &

% Department of Biochemistry and Biotechnology, bDepartment of Preventive Veterinary
Medicine, © Department of Pharmaceutical Sciences, Londrina State University- Parana, Brazil

Resumo

“ Corresponding author at: Department of Biochemistry and Biotechnology, Centre of Exact Science,
Londrina State University, Londrina, Brazil.
E-mail address: macelligoi@uel.br



41

A levana e 0 Gleo essencial de canela sdo principios ativos que apresentam grande
potencial de aplicacdo em produtos cosméticos por serem moléculas naturais com
propriedades bioldgicas relevantes. O objetivo desse trabalho foi avaliar as propriedades
antioxidante, hidratante e antimicrobiana da levana de Bacillus subtilis natto e do 6leo
essencial de canela e desenvolver de um cosmético multifuncional. As
formulacGes cosmecéuticas  foram  desenvolvidas a  base  de ammonium
acryloyldimethyltaurate/\VP copolymer, contendo levana a 1 % e 6leo de canela a 0.5 %,
1% e 2 %. Os ativos levana e o 6leo de canela apresentaram atividade antioxidante
méxima de 58 % e 21 % respectivamente na concentracdo de 1 % (10 mg mL™Y). A
levana demonstrou alta capacidade de hidratacdo de 92 % e o 0Oleo essencial de canela
com atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp.,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. A incorporacdo de 1% de levana nas
formulacdes garantiu as atividades antioxidante e hidratante e com a associacao do 6leo
de canela acrescentou atividade antimicrobiana. As formulagdes cosmecéuticas
mostraram boa estabilidade por 15 dias, sendo assim a associacao da levana e do 6leo de
canela resultou em um cosmético multifuncional.

Palavras—chave: Levana; Cosméticos; Antioxidante; Antimicrobiano; Oleo De Canela.

Abstract

Levan and cinnamon essential oil are active additives with high potential to application
in cosmetic products to be natural molecules and present relevant biological properties.
The aim of this study was to evaluate the antioxidant, moisturizing and antimicrobial
properties of Bacillus subtilis natto levan and cinnamon essential oil to develop a
multifunctional cosmetic. Cosmeceutical formulations were made based on ammonium
acryloyldimethyltaurate / VP copolymer with levan at 1% and cinnamon oil at 0.5%,
1% and 2%. Levan and cinnamon oil showed a maximum antioxidant activity of 58%
and 21% respectively at a concentration of 1% (10 mg mL™). Levan presented
moisturizing capacity of 92% and the cinnamon essential oil showed antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa. Levan incorporated at 1% in the formulations guaranteed the
antioxidant and moisturizing activities and with the association of cinnamon oil added
the antimicrobial activity. Cosmeceutical formulations showed good stability for 15
days, thus the combination of levan and cinnamon oil resulted in a multifunctional
cosmetic.

Keywords: Levan; Cosmetics; Antioxidant; Antimicrobial; Cinnamon Oil.

1. INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a saude da pele, principalmente em relagdo a sua
aparéncia e ao envelhecimento, vem refletindo em uma grande demanda por novos
produtos cosmeéticos, principalmente de origem natural, pois causam menos efeitos

colaterais e ndo provocam danos ao meio ambiente (Morone et al., 2019).
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Polissacarideos possuem propriedades que os tornam adequados para uso em
aplicagdes cosméticas. Em estudo realizado por Domzat-Kedzia et al. (2019) a levana
de Bacillus subtilis demonstrou grande potencial pelas suas propriedades bioldgicas,
incluindo atividade antioxidante, capacidade de retencdo de umidade, com
citotoxicidade e atividade hemolitica baixa, podendo ser aplicada como principio ativo,
sem apresentar riscos a salde dos consumidores. As propriedades da levana como
atividades de proliferacdo celular, hidratacdo e alivio da irritagdo (Kim et al., 2003),
efeito clareador da pele (Furukawa; Tsuboi, 2006) e atividade anti-inflamatdria
(Srikanth et al., 2015) tem sido descritas.

A levana sintetizada pela levanasacarase de B. subtilis foi incorporada como
principio ativo de formulacdo biocosmética facial a base de ammonium
acryloyldimethyltaurate/\VVP copolymer. Os resultados demonstraram alta atividade
antioxidante, sendo 3,6 vezes maior do que a atividade da formulacdo base, onde o
biocosmético permaneceu estavel por 15 dias e a espalhabilidade do produto aumentou
com a adicdo de levana (Celligoi et al., 2018).

Apesar da levana apresentar excelentes propriedades dermocosmeéticas, a
associacdo de principios ativos no mesmo sistema de entrega representa inovacdo na
cosmetologia, pois aumenta a acao bioativa pré-existente, podendo ainda agregar novas
propriedades ao produto (Lacatusu et al., 2018).

Os o6leos essenciais sao componentes naturais, com excelente potencial como
principio ativo, agindo como antimicrobianos e antioxidantes (Xu et al., 2019) e
apresentam grande biodegradabilidade, biocompatibilidade o que podem ser agregados
a outros compostos, como a levana, potencializando as propriedades do produto.

O dleo essencial de canela exibe uma variedade de atividades bioldgicas
benéficas comprovadas, como acdo antimicrobiana, antioxidante, atividades
antitumorais e anti-inflamatérias (Nabavi et al., 2015; Ribeiro-Santos et al., 2017;
Chuesiang et al., 2019). No entanto, a aplicacdo do dleo essencial de canela em
formulacBes cosmecéuticas e/ou biomédicas é devido principalmente a sua alta
eficiéncia na inibicdo do crescimento microbiano (Pandey et al., 2011; Herman et al.,
2013; Zhang et al., 2016; Chuesiang et al., 2019; Vahedikia et al., 2019; Xu et al.,
2019).

Formulagdes do tipo hidrogel contendo 6leo essencial de canela, revelaram
uma excelente atividade antibacteriana a longo prazo contra Staphylococcus aureus e

Escherichia coli (Wang et al., 2018). A atividade antifingica de nanoemulsbes
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acrescidas de oleo essencial de canela também atuam na inibicdo de Aspergillus niger,
Rhizopus arrhizus, Penicillium sp. e Colletotrichum gloeosporioides (Pongsumpun;
Iwamoto; Siripatrawan et al., 2019).

Diante disso, o trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades
antioxidante, hidratante e antimicrobiana da levana produzida por B. subtilis e do éleo

essencial de canela para desenvolver uma formulagéo cosmecéutica multifuncional.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Producdo da levana por Bacillus subtilis natto

A levana foi produzida por Bacillus subtilis natto em meio de fermentagéo em
(g L™): sacarose, 400; extrato de levedura, 2; KH,PO4, 1; (NH4)2S04, 3; MgSO, (7H,0),
0,6; MnSO,, 0,2; citrato de amonio, 0,25 (Bersaneti et al., 2017). As fermentacdes
foram em frascos de Erlenmeyer de 2 L com 500 mL do meio, pH 7,0, 150 rpm, 37 °C,
durante 24 h (Bersaneti, 2016). As fermenta¢des foram interrompidas por centrifugacédo
a 9000 rpm por 15 min a 4 °C, do sobrenadante foi precipitada a levana com etanol
absoluto (1:1,5 v/v) (sobrenadante: etanol) por 12 horas a 4°C e centrifugada a 9000
rpm por 20 minutos, predominando levana de alta massa (Viikari; Gisler, 1986). A

levana foi dialisada contra agua destilada por 48 h e liofilizada.

2.2. Atividades bioldgicas dos principios ativos
2.2.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante da levana e do 6leo de canela foram testadas nas
concentracdes de 1; 2; 4; 5: 8 e 10 mg mL™ (solubilizadas em dimetilsulfoxido -
DMSO) pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) descrito por Srikanth et al.
(2015). A mistura reacional foi composta por 1 mL das diferentes concentragoes e 0,3
mL da solucdo de DPPH, incubada em ambiente escuro por 30 min em temperatura
ambiente. As leituras foram realizadas em espectrofotometro a A=517 nm. Para oS
brancos, foram utilizados 1 mL de levana ou 1 mL de 6leo de canela e 0,3 mL de etanol.
O controle foi 1 mL de etanol e 0,3 mL da solucdo de DPPH. A solucdo de acido
ascorbico foi utilizada como padrédo (Spagnol et al., 2019). A taxa de inibicdo foi
calculada pela equacgéo 1.
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% inibicdo = (Abs.do controle - Abs.da amostra) <100 (Eq. 1)

Abs.do controle

2.2.2. Atividade antimicrobiana

As cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa foram utilizadas, seguindo as normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). As cepas bacterianas foram repicadas em
2 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a 37° C até atingir turvagdo
correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland (1,5x10° UFC/mL). Em seguida,
aliquotas foram plaqueadas por swab em meio agar Mueller-Hinton. Discos contendo
15 pL dos ativos levana (10 mg mL™ e 6leo de canela puro foram dispostos na placa e
incubadas a 37 °C por 24 h. A atividade antibacteriana foi avaliada pela presenca ou
auséncia de halos de inibicdo (Bauer et al., 1966) e posteriormente determinada a

concentracdo inibitoria minima (CIM) de acordo com as normas do CLSI (2012).

2.2.3. Retencao de umidade (hidratacao)

A levana de B. subtilis, os padrfes de levana de Erwinia herbicola (Sigma) e a
glicerina (Shi et al., 2010) foram secos em estufa a 100 °C por 4 h (100 mg).
Posteriormente, foram adicionados 1 mL de &gua, homogeneizado e levados ao
dessecador com solucdo saturada de K,COs (43% umidade relativa - UR), temperatura
ambiente durante 96 h (Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2013). A capacidade de retencédo
de umidade (Ru) foi calculada pela equagéo 2:

Ru (%) = 2-x 100 (Eq. 2)
Onde, PO é o peso da agua destilada adicionada as amostras e Pt é o peso da

agua apos os tempos testados.

2.3. Preparo das formulagdes cosmecéuticas

Os ingredientes para as formulagbes cosmecéuticas: Ammonium
acryloyldimethyltaurate/\VVP  copolymer (Pharma Special), Glycerin  (Anidrol),
Cyclomethicone (Galena Quimica e Farmacéutica Ltda) e Cinnamomum Cassia oil
(Laszlo).

As formulacbes em gel anibnico foram preparadas com a base de ammonium
acryloyldimethyltaurate/\VVP copolymer (Aristoflex®) (2,0 g), Glycerin (2,0 g) e
Cyclomethicone (1,0 g). A concentracdo de levana utilizada foi definida de acordo com
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a resposta antioxidante e a concentracdo do 6leo essencial de canela foi utilizada 5, 10 e
20 vezes acima da CIM.

Para o preparo da formulagdo foram misturadas agua e glicerina e aquecidas a
70 °C. Em seguida o Aristoflex® foi pulverizado sobre essa mistura (homogeneizada
por agitador mecanico) até a formacao do gel, em seguida adicionado o cyclomethicone
em temperatura inferior a 40 °C e a levana e o Gleo essencial de canela foram

incorporados ao gel.

2.4. Caracterizacdo das formulagdes cosmecéuticas
2.4.1. Estabilidade preliminar

As amostras passaram por condicdes de estresse visando acelerar o surgimento
de possiveis sinais de instabilidade, sendo submetidas a ciclos alternados de
resfriamento e aquecimento. Ciclos de 24 horas a 45 + 2 °C, e 24 horas a 5 £ 2 °C,
durante 15 dias (7 ciclos) (Brasil, 2004). Durante esse periodo, as formulagdes
cosmecéuticas foram avaliadas quanto a estabilidade, pH e propriedades organolépticas
(aspecto, cor e odor).

A estabilidade foi verificada pelo teste de separacdo de fases, utilizando o
método de centrifugacdo (5 g de amostra, 3000 rpm por 30 minutos em temperatura
ambiente). O resultado foi observado por visualizagdo macroscépica, apos a
centrifugacdo e 24 h de repouso, sendo interpretados como: normal (sem separacdo de
fases), separacao de fases ou coalescéncia e cremeado (Brasil, 2004).

O pH foi medido nas amostras diluidas 1:10 (V / V) em &gua destilada em
temperatura ambiente (Garbossa; Campos, 2016). O aspecto e a cor foram averiguados
através da analise visual, em luz branca. A analise de odor pelo olfato (Brasil, 2004).
2.4.2. Propriedades biologicas

A atividade antioxidante foi avaliada nas formula¢Ges cosmecéuticas (20 mg
mL™) conforme a técnica descrita por Srikanth et al. (2015) e a atividade antimicrobiana
foi de acordo com as normas do CLSI (2012) utilizando as cepas S. aureus,
Staphylococcus spp, E. coli e P. aeruginosa (Bauer et al., 1966). A esterilidade das
formulaces cosmecéuticas foram avaliadas em placas de agar sangue por 48 h em 37
°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Atividades biologicas dos principios ativos
3.1.1. Atividade antioxidante

Os resultados da atividade antioxidante da levana e dleo de canela comparado
ao padréo de acido ascérbico estdo apresentados na Figura 1. A atividade aumentou com

0 aumento da concentracao dos ativos.

Figura 1. Atividade de eliminacdo do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) da levana, padréo de
acido ascorbico, e dleo essencial de canela
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A levana de B. subtilis natto demonstrou um aumento da atividade antioxidante
com o aumento da até 10 mg mL™ onde a inibigdo foi de 58 %. A atividade antioxidante
da levana ja foi descrita por Liu et al. (2012), Srikanth et al. (2015), Domzat-Kedzia et
al. (2019) e Taylan, Yilmaz e Dertli (2019).

Levanas de B. subtilis HMNIG-2 e B. subtilis MENO2 foram avaliadas pelo
método do DPPH e demonstraram atividades de 48% e 40% respectivamente na
concentracdo de 3 mg mL™' (Hamdy et al. 2017b), resultados semelhantes aos
encontrados nesse trabalho.

O oleo essencial de canela apresentou atividade antioxidante maxima de 21 %
na concentracdo de 10 mg mL™, assim a associacdo dos ativos pode potencializar a
acdo. Os autores Moarefian et al. (2011), Subki et al. (2013) e El amrani et al. (2019)
relatam a eliminac&o de radicais livres pela acdo do 6leo essencial de canela. Segundo

Nurdjannah et al. (2012) essa acdo se deve aos principais componentes do 6leo o
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eugenol e o acetato de eugenil.

3.1.2 Atividade antimicrobiana

O oleo essencial de canela mostrou atividade antimicrobiana contra todas as
cepas testadas (Figura 2). Os halos de inibicdo foram de 32, 30, 29 e 21 mm (incluindo
5 mm do didmetro do disco) para Staphylococcus spp (A), E. coli (B), S. aureus (C) e P.
aeruginosa (D) respectivamente.

Figura 2. Halos de inibicdo para Staphylococcus spp (A), Escherichia coli (B), Staphylococcus aureus
(C) e Pseudomonas aeruginosa (D) frente ao 6leo essencial de canela puro.

Os resultados aqui encontrados sdo semelhantes aos de Herman et al. (2013)
que utilizando 6leo essencial de canela, verificaram os halos de inibicdo de 44, 32 e 24
mm para S. aureus E. coli, e P. aeruginosa, respectivamente.

A concentracdo inibitéria minima do 6leo de canela foi de 1 mg mL™ para
todos os patdgenos testados, resultados semelhantes aos de Zhang et al. (2016).

A concentragdo de levana testada (10 mg mL™) ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra os patdgenos multirresistentes utilizados. Em concentragdes
maiores de 200 mg mL™ e 300 mg mL™ existem relatos que a levana de Bacillus sp.
apresentou agdo antimicrobiana contra Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi, Escherichia coli, Candida albicans e Asperigllus niger (Hamdy et al.,
2017a).

3.1.3. Retencéo de umidade (Hidratagéo)

A capacidade de retencdo de umidade (%) da levana produzida de B. subtilis,
Erwinia herbicola (padrdo) e a glicerina (padrdo umectante) foram 92, 90 e 94%,
respectivamente, em 96 h. Com base nesses resultados pode-se afirmar que em 43%
(UR), a levana de B. subtilis retém uma grande quantidade de agua em suas ligacGes de

hidrogénio conforme citado por Domzat-Kg¢dzia et al. (2019).
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A capacidade de retencdo de umidade pode variar conforme a estrutura
quimica dos exopolissacarideos. A presenca de grupos polares e orientacBes espaciais
sdo extremamente importantes para uma boa retencéo de agua (Chi et al., 2019).

Domzat-Kedzia et al. (2019) avaliaram a reten¢do de umidade em levana de
alto peso molecular de B. subtilis natto KB1 e relataram uma porcentagem de retencéo
de umidade de 99,16 %. Os dados obtidos no presente estudo demonstram que a levana
apresenta uma alta capacidade de hidratag&o para uso em formulagdes cosmecéuticas.

3.2. Caracterizacdo das formulacbes cosmecéuticas
3.2.1. Estabilidade preliminar

As formulagdes se mantiveram estaveis durante os 15 dias, observado pela ndo
separacdo de fases. A Tabela 1 mostra os valores de pH das formulacGes durante os 15

dias.

Tabela 1. Valores de pH das formula¢des cosmecéuticas de gel aniénico contendo levana (1%) e 6leo de
canela (0,5; 1 e 2%) durante 15 dias.

Formulacdes cosmecéuticas Odias 3dias 6dias 9dias 12dias 15dias
Formulag&o 1 (levana + 0,5 % 6leo de canela) 5,06 4,76 4,67 4,65 4,65 4,63
Formulacéo 2 (levana + 1 % 6leo de canela) 4,54 4,21 4,18 4,17 4,15 4,15

Formulagdo 3 (levana + 2 % 0leo de canela) 4,15 3,93 3,90 3,87 3,85 3,82

Inicialmente, as formulacGes contendo 05 e 1 % de Oleo de canela
apresentaram pH de 5,06 e 4,54 respectivamente, valores dentro da faixa do pH da pele
(4,5 a 55) (Jurgelane; Sevjakova; Dzene, 2017). Com o aumento do tempo foi
observado a reducdo de pH nas formulacGes cosmecéuticas e com 15 dias apenas a
formulacdo 1 manteve o pH compativel com o da pele facial. As formulacdes com 1 e 2
% de canela, necessitariam de um pequeno ajuste de pH para aplicacdo industrial como
formulacéo facial.

Com relacdo ao odor, as formulacfes apresentaram aroma caracteristico de
canela proporcional a concentracdo e manteve constante durante os 15 dias de teste. A
cor e aspecto das formulagdes cosmecéuticas preparadas estdo na Figura 3. O aumento
da concentracdo de 6leo de canela elevou a turbidez do gel, passando de translucido
para gel-creme. Com relacdo a cor houve uma leve modificagdo, passando de branco

para amarelo palido apos 15 dias.
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Figura 3. Propriedades organolépticas (cor e aspecto) das formulagdes 1 (0,5 %), 2 (1 %) e 3 (2 %) de
6leo essencial de canela e levanaa 1 %

3.2.2 Propriedades bioldgicas

A atividade antioxidante das formulacdes 1, 2 e 3 foram de 30 %, 35 % e 54 %
e apds 15 dias 35 %, 41 % e 59 % respectivamente. Essa propriedade que se manteve
estavel ird contribuir no retardo do envelhecimento da pele, considerando que o0s
radicais livres estdo fortemente associados a esse processo (Ni et al., 2018).

A atividade antimicrobiana aumentou proporcional a concentracdo de 6leo de
canela incorporada e contribuiu par a garantir a esterilidade do produto gerado, como
um conservante natural. A atividade antimicrobiana do 6leo de canela foi descrita por
Herman et al., 2013 que relaciona o aumento da atividade com a concentragdo. Neste
estudo os autores incorporaram o 2,5% de 06leo de canela em uma emulsdo e observaram
a inibicdo das linhagens testadas, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. Thormar (2011) afirma que a maioria dos
6leos essenciais exibe atividade antimicrobiana na concentragdo abaixo de 5% (V / V).

O aumento da concentracdo do 6leo de canela aumentou a acdo antioxidante e
acrescentou a atividade antimicrobiana e a levana garantiu as atividades antioxidante e
hidratante, gerando assim um cosmético multifuncional.

4. CONCLUSAO

A levana de B. subtilis e 0 6leo essencial de canela séo bioativos com alto
potencial de aplicacdo em cosméticos por apresentarem propriedades bioldgicas de
grande interesse para a area, como atividade antioxidante, hidratante e antimicrobiana.
As atividades antioxidante da levana e do 6leo de canela foram de 58 % e 21 %
respectivamente, na concentracdo de 10 mg mL™. O 6leo de canela apresentou forte

inibicdo contra S. aureus, Staphylococcus spp., E. coli e P. aeruginosa, e a levana
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demonstrou um potencial de retencdo de umidade de 92 %.

As formulagBes acrescidas de levana e Oleo de canela apresentaram boa
estabilidade e o aumento da concentragdo do Gleo de canela reduziu o pH, o que
necessitaria de um pequeno ajuste para aplicacdo industrial, como um cosmético facial.

A atividade antioxidante das formulacfes 1, 2 e 3 permaneceram estaveis apos
15 dias atingindo 35 %, 41 % e 59 % respectivamente. A atividade antimicrobiana do
6leo de canela inibiu os patégenos multirresistentes S. aureus, Staphylococcus spp., E.
coli e P. aeruginosa.

A levana de B. subtilis e o 0Oleo de canela associados geraram o
desenvolvimento de uma formulacdo cosmecéutica com as propriedades antioxidante,

hidratante e antimicrobiana em um Unico produto cosmético natural e sustentavel.
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Incorporacdo de moléculas bioativas em formulacdo cosmecéutica
facial utilizando o delineamento simplex centroide
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Resumo

A adigdo de moléculas naturais bioativas em cosméticos é uma tendéncia no mercado
atual. Isso adiciona propriedades e aprimora o produto. O objetivo desta pesquisa foi
produzir uma formulagdo cosmecéutica facial com levana e 6leos de canela e améndoas
por um delineamento de mistura simplex-centroide. A viscosidade foi avaliada como
resposta do planejamento. As formulacdes foram desenvolvidas nas concentragdes
méaximas de 1 g, 0,5 ml e 8 ml de levana, d6leo essencial de canela e 6leo de améndoa,
respectivamente. A melhor formulacdo com a viscosidade desejada foi de 75% de
levana, sem a adicao de 6Oleo de canela e 25% de 6leo de améndoas. Esta formulacao foi
caracterizada por 90 dias sob diferentes condi¢cdes de exposicdo. A formulagéo
apresentou alta estabilidade no periodo, com espalhabilidade de 805 mm? pH e
densidade ideais para a area de aplicacdo cosmética, viscosidade com comportamento
ndo-newtoniano, propriedades organolépticas normais, atividade antioxidante maxima
de 72% e capacidade de hidratacdo de 100,3%, quando armazenado em temperatura
ambiente e baixa, sem exposicdo a radiacdo luminosa. As formulaces faciais
desenvolvidas apresentaram potencial de aplicacdo na area facial, com altas
propriedades hidratantes e antioxidantes e importante estabilidade por um longo
periodo, uma caracteristica fundamental para aplicacdo em formulagGes cosméticas.

Palavras—chave: Levana; Oleo de améndoas; Cosméticos; Antioxidante; Hidratante.
Abstract

Bioactive natural molecules in cosmetics are a trend in the current market. This adds

properties and enhances the product. The aim this research was produce a facial

cosmeceutical formulation with levan, cinnamon and almonds oils by a simplex-
centroid mix design and the viscosity with response. Formulations were developed in

’ Corresponding author at: Department of Biochemistry and Biotechnology, Centre of Exact Science,
Londrina State University, Londrina, Brazil.
E-mail address: macelligoi@uel.br



54

the maximum concentrations of 1 g, 0.5 ml and 8 ml of levan, cinnamon essential oil
and almond oil respectively. The best formulation with the desired viscosity was 75%
levan, without the addition of cinnamon oil and 25% almond oil. This formulation was
characterized for 90 days under different exposure conditions. The formulation showed
high stability during the period, with 805 mmz2 spreadability, ideal pH and density for
the application area of cosmetic, viscosity with non-Newtonian behavior, normal
organoleptic properties, maximum antioxidant activity of 72% and hydrating capacity of
100.3% , when stored at room and low temperature, without exposure to light radiation.
Facial formulation developed showed potential for application in the face area, with
high moisturizing and antioxidant properties and important stability over a long time, a
fundamental characteristic to application on cosmetic formulation.

Keywords: Levan; Almond oil; Cosmetics; Antioxidant; Moisturizer.

1. Introducéo

A pele sofre progressivas alteracdes morfologicas e fisioldgicas com o aumento
da idade e fornece a primeira evidéncia Obvia do processo de envelhecimento
(Zouboulis et al., 2019), podendo este, ser causado por fatores genéticos
(envelhecimento enddgeno) e por fatores extrinsecos ao estilo de vida (envelhecimento
exogeno), como exposicdo cronica a luz, poluicdo, radiacdo ionizante, produtos
quimicos ou toxinas (Im et al., 2018; Zouboulis et al., 2019).

Embora existam varias teorias sobre 0s mecanismos que contribuem para esse
processo, a teoria da oxidacao considera que os radicais livres devem ser o ponto chave
para o envelhecimento da pele (Amarowicz et al.,, 2004). Os radicais livres sao
subprodutos normais dos processos metabélicos e por serem quimicamente instaveis,
possuem a capacidade de capturarem oxigénio de outras moléculas biologicamente
ativas, levando a danos aos tecidos e, consequentemente contribuindo ao processo de
envelhecimento da pele (Jaradat et al., 2018).

Assim a agdo antioxidante e a capacidade de retencdo de umidade dos
ingredientes cosméticos sdo de grande importancia no retardo desse processo (Jiménez-
Pérez et al., 2018). Os antioxidantes sintéticos como hidroxianisol butilado (BHA) e o
hidroxitolueno butilado, (BHT), pela facilidade de producgdo, sdo amplamente
utilizados. No entanto, certos estudos sugerem que 0 alto consumo de antioxidantes
sintéticos resulta em riscos potenciais a saude. Sato el al. (1987) verificaram que a
aplicagéo topica de BHA e BHT na pele dorsal de camundongos induziu tumores de
pele em 15% e 35%, respectivamente. Além disso, esses compostos sdo potencialmente

preocupantes para 0 meio ambiente. Apesar de ser degradavel, o BHT possui potencial
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de bioacumulacdo (moderado a alto) e alta toxicidade aquatica (Nicnas, 2017). Dessa
forma, o uso de produtos naturais na cosmetologia atual é uma tendéncia como citado
por Lacatusu et al., (2018).

O exopolissacarideo levana € uma molécula microbiana, que apresenta alta acéo
antioxidante comprovada pelos estudos de Liu et al. (2012) Srikanth et al. (2015),
Domzat-Kedzia et al. (2019) e Taylan, Yilmaz e Dertli (2019). Também apresenta
propriedades de hidratacdo e alivio da irritacdo da pele (Kim et al., 2003), acdo anti-
inflamatdria (Srikanth et al., 2015) e efeito clareador da pele (Furukawa; Tsuboi, 2006),
possibilitando a sua aplicacdo em formulacGes cosmecéuticas.

Celligoi et al., 2018 incorporaram a levana de Bacillus subtilis como principio
ativo de formulacdo biocosmética facial com a base de ammonium
acryloyldimethyltaurate/\VVP  copolymer. O  biocosmético apresentou atividade
antioxidante 3,6 vezes maior do que a atividade da formulacdo base (padrdo) e a
espalhabilidade do produto aumentou com a adicdo de levana, permanecendo estavel
por 15 dias.

A levana apresenta uma alta acdo antioxidante e a associacdo de principios ativos
no mesmo sistema de entrega, representa inovacdo na cosmetologia, pois 0 aumento da
acdo bioativa é uma condicdo obrigatéria para projetar novas formulagdes
cosmecéuticas (Lacatusu et al., 2018). O 6leo de améndoas € comumente utilizado na
industria de cosméticos, em cremes para a pele e produtos antienvelhecimento, devido
as suas propriedades como emoliente, hidratante e antioxidante (Ahmad, 2010), além
disso, também foi relatado o seu efeito fotoprotetor por Sultana et al. (2007). O 6leo
essencial de canela é outro componente que apresenta atividades antioxidante e
antimicrobiana contra uma ampla gama de patégenos (Pandey, Jagtap, Polshettiwar,
2011; Herman et al., 2013; Zhang et al., 2016; Vahedikia et al., 2019), podendo ser
adicionado em formulagbes cosmecéuticas, potencializando a acgdo antioxidante e
agregando a propriedade antimicrobiana ao produto.

Na cosmetologia, as emulsdes do tipo 6leo em agua (o/a) e agua em 6leo (a/0) sao
comumente conhecidas e utilizadas como sistemas de transporte de ingredientes ativos,
melhorando sua distribuicdo e permeacdo na pele (lgielska-Kalwat et al., 2019).
Variando as proporgOes dos ingredientes da formulacdo, podem ser produzidas
emulsdes com excelente estabilidade e viscosidade ajustaveis conforme area de
aplicacdo (Binder et al., 2019).

Apos definida a area de aplicacdo, o ajuste dos parametros como a viscosidade
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pode ser definido por delineamento de misturas, incluindo o método simplex-centroide
(Jiao et al., 2018), que possibilita conhecer a melhor condi¢do para uma dada resposta
através de variagdes na formulacdo de componentes especificos (Moraes Filho et al.,
2018). Por esse motivo, esse delineamento é comumente aplicado em formulacGes de
produtos industriais, incluindo o processamento de alimentos, cosméticos e
medicamentos (Jiao et al., 2018).

A estabilidade das formulacGes, é um dos dados mais criticos para as industrias
farmacéutica e cosmética. O principal parametro usado para prever o prazo de validade
da formulacéo, ¢é a variacdo de temperatura, mas a exposi¢do a luz solar, também deve
ser considerada. Portanto, as formulacGes sdo armazenadas sob véarias condi¢des e sdo
analisadas periodicamente de 3 a 6 meses (lgielska-Kalwat et al., 2019).

Neste estudo, a associacdo de levana, 6leo de améndoas e de canela foi para
desenvolver um novo produto cosmético com maior desempenho bioativo, utilizando
delineamento de misturas simplex-centroide para se encontrar a viscosidade ideal do

produto.

2. Material e métodos

2.1. Insumos

Levana de Bacillus subtilis natto obtida via fermentagéo, Glicerina (INCI Name:
Glycerin), Alcool cetilico (INCI Name: Cetyl Alcohol), Alcool estearilico (INCI Name:
Cetearyl Alcohol), Alcool cetoestearilico etoxilado 20 OE (INCI Name: Ceteareth - 20),
Monoestearato de glicerila (INCI Name: Glyceryl Stearate), Olivem 1000 (INCI Name:
Cetearyl Olivate), Oleato de decila (INCI Name: Decyl Oleate), Blend de conservante
(INCI Name: Phenoxyethanol, methylisothiazolinone and benzisothiazolinone),
Ciclometicone (INCI Name: Cyclopentasiloxane), Oleo de améndoas doce (INCI name:
Prunus Amydalus Dulcis Oil) e Oleo essencial de canela (INCI Name: Cinnamomum

cassia Oil).

2.2. Producéo da levana por Bacillus subtilis natto

A levana foi produzida por Bacillus subtilis natto no meio de fermentacéo em (g
L) sacarose, 400; extrato de levedura, 2; KH,PO4, 1; (NH,),SOs, 3; MgSO4(7H,0),
0,6; MnSQy, 0,2; citrato de aménio, 0,25 (Bersaneti et al., 2017). A fermentagdo ocorreu
em frascos de Erlenmeyer de 2 L com 500 mL de meio, pH 7,0, 150 rpm, 37 °C, durante
24 h e 0,2 g L™ de inéculo (Bersaneti, 2016). A fermentacdo foi interrompida por
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centrifugacdo a 9000 rpm, 15 min a 4 °C, e a levana foi precipitada do sobrenadante
com etanol absoluto 1:1,5 V/V (meio: etanol), por 12 horas a 4°C e centrifugada a 9000
rpm por 20 minutos, separando a levana de alta massa (4146 kDa) (Viikari; Gisler,
1986). A levana foi dialisada contra agua destilada por 48 h e liofilizada.
2.3. Formulagdes cosmecéuticas

As formulagbes desenvolvidas foram do tipo emulsdo Oleo/agua (O/A) e
estudadas por um planejamento de misturas simplex-centroide com nove formulagdes
variando os componentes X; (levana), X, (6leo de canela) e X3 (6leo de améndoas). As
concentracdes maximas dos componentes foram de 1 g, 0,5 mL e 8 mL para as variaveis
X1, X, e Xs, respectivamente (Tabela 1). A variavel resposta foi a viscosidade, por ser
um parametro importante para cosmético facial.
Tabela 1. Planejamento de misturas simplex-centroide para desenvolvimento de uma formulagdo

cosmecéutica facial com levana de B. subtilis, 6leo de canela e 6leo de améndoas tendo como resposta a
viscosidade

Niveis dos fatores (%) Variavel resposta
Ensaios X1 X X3 Viscosidade (cP)
1 100 0 0 33733
2 0 100 0 26645
3 0 0 100 42079
4 50 50 0 41413
5 50 0 50 35394
6 0 50 50 38575
7 33,3 33,3 33,3 32435
8 33,3 33,3 33,3 31939
9 333 33,3 33,3 31473
Niveis decodificados
Simbolos Fatores 100 % 50 % 333%
(Xy) Levana (g) 1 0,5 0,333
(Xy) Oleo de canela (mL) 0,5 0,25 0,17
(Xs) Oleo de améndoas (mL) 8 4 2,67

O preparo das formulag6es foi pelo método de emulsificacdo de inversao de fases.
A fase 1 com 72,3 mL de agua destilada e 3,0 g de glicerina e a fase 2 por 4,0 g de
alcool cetilico, 3,8 g de alcool estearilico, 3,0 g de alcool cetoestearilico etoxilado 20
OE, 2,0 g de monoestearato de glicerina, 5,0 g de olivem 1000 e 5,0 g de oleato de
decila. As fases 1 e 2 foram aquecidas até 75 °C e a fase 2 foi vertida sobre a 1, sob
agitacdo e em temperatura inferior a 40 °C foram adicionados 0,4 mL de conservante,
1,5 mL de ciclometicone e a levana, 0leos de améndoas e de canela conforme Tabela 1.
As formulag6es foram ajustadas a pH 4,5 com solucéo de acido citrico.
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2.4. Caracterizacao da formulacao

A formulacédo selecionada pelo planejamento foi caracterizada por 90 dias nas
condicdes de exposicao: temperatura alta (37 + 2 °C), temperatura baixa (5 = 2 °C), com
exposicao indireta ou direta a radiacdo luminosa e em temperatura ambiente (28 + 2
°C). Cada formulacdo (100 g) foi exposta as diferentes condi¢des (ANVISA, 2004)

Os parametros estabilidade e espalhabilidade, propriedades fisico-quimicas,
atividade antioxidante, capacidade de retencdo de umidade (hidratacdo) e propriedades

organolépticas foram analisados nos tempos de 2, 30, 60 e 90 dias.

2.4.1. Estabilidade e espalhabilidade

A estabilidade foi verificada pela separacdo de fases. Cinco (5) gramas da
formulacéo foi centrifugada a 3000 rpm, por 30 minutos a temperatura ambiente. O
resultado foi por visualizagdo macroscopica, ap6s a centrifugacdo e 24 h de repouso,
sendo interpretados como: normal (sem separacdo de fases), separacdo de fases
(coalescéncia) e cremeado (ANVISA, 2004).

A espalhabilidade foi avaliada com 1 g da amostra utilizando placas de vidro sob
papel milimetrado. Os didmetros perpendiculares formados foram medidos para
determinar a superficie abrangente, em temperatura de 25 + 2 °C (Borghetti; Knorst,
2006). Foram utilizados pesos de 2, 4 e 10 g em intervalos de um minuto, os testes

foram em triplicatas. Os calculos seguiram a equacéo 1:

2.
Ei=2 (Eq. 1)

Onde:
Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso em milimetro quadrado

(mm?); d: Diametro médio em milimetro (mm).

2.4.2. Analises fisico quimicas

O pH foi medido nas amostras diluidas em agua destilada (10%) (Garbossa;
Campos, 2016).

A densidade (d) foi avaliada utilizado um picnémetro de vidro com volume de 10
mL em 20 °C, sendo utilizada como padrédo a densidade da agua. O picndmetro vazio foi

pesado (Mo), em seguida foram adicionadas até transbordar, secadas e pesadas a agua
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destilada (M;) e posteriormente a formulacdo (M) (ANVISA, 2007). Para o calculo foi

utilizado a equagéo 2:

_ M2- Mo
~ M1- Mo

d (Eq. 2)

A viscosidade foi determinada por viscosimetro rotacional digital modelo Marte
MDV-8. Foram utilizadas 200 g da formulacdo e o spindle de numero 4 com
velocidades de 0,6; 1,5; 3,0; 6,0 e 12,0 rpm (taxas de cisalhamento) a 25 °C (ANVISA,
2007). Os resultados foram plotados em gréfico correlacionando a viscosidade aparente
dada em cP (centiPoise) e a taxa de cisalhamento.

2.4.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil). Para 0 ensaio 1 mL da amostra (formulacdo a 2,5 mg mL™) e 0.3 mL da
solucdo de DPPH foram incubadas no escuro por 30 min em temperatura ambiente
seguida de leituras a 2=517 nm. O branco usado era composto por 1 mL da formulacéo
e 0.3 mL de etanol e o controle com 1 mL de etanol e 0,3 mL da solu¢do de DPPH
(Srikanth et al. 2015). A taxa de inibicdo (%) do radical livre foi calculada conforme a

equacao3:

% inibicio = (Abs.do controle - Abs.da amostra) <100 (Eq 3)

Abs.do controle

2.4.4. Capacidade de retencdo de umidade (hidratacao)

Foi avaliada por gravimetria segundo Zhang et al. (2012) e Zhao et al. (2012). Em
cadinhos previamente tarados foram misturados 1 g da formulagdo e 1 mL de &gua. Os
cadinhos foram armazenados por 96 h (temperatura ambiente) em dessecador de
umidade selado com solucdo saturada de K,COs; (43% umidade relativa - UR). A
capacidade de retencdo de umidade (Ru) foi avaliada pela percentagem de agua residual

nas amostras, calculado pela equacao 4:
Ru (%) = -x 100 (Eq. 4)
Onde, PO é o peso da agua destilada adicionada as amostras e Pt € 0 peso da dgua ap0os

0s tempos testados.

2.4.5. Propriedades organolépticas
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A cor e 0 odor da formulacdo foram avaliados nos tempos inicial e final (2 e 90
dias). A cor foi verificada através da andlise visual, em luz branca e o odor utilizando o
olfato. Os resultados foram interpretados como: N: normal (sem alteracdo), LV:
levemente modificada, M: modificada e IM: intensamente modificada (ANVISA,
2004).

2.5. Andlise estatistica

Os resultados do delineamento de misturas simplex-centroide foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e andlise de regressao utilizando o software Statistica
versdo 7.0.

Gréficos de contorno e de otimizacdo de respostas foram gerados a partir dos
dados de viscosidade. O modelo foi validado usando o teste t, onde o valor da melhor
resposta dos experimentos foi comparado com as respostas apresentadas pela

formulacdo cosmecéutica otimizada (estimadas pelo modelo).

3. Resultados e Discussao

3.1. Andlise das formulaces cosmecéuticas

As respostas de viscosidade avaliada pelo planejamento de mistura simplex estéo
na Tabela 1. A viscosidade é um parametro fundamental em produtos cosméticos, capaz
de determinar a consisténcia e/ou fluidez apropriadas para regido de aplicacdo e 0s
limites de aceitacdo devem ser definidos pelo formulador, considerando a percepgéo
visual e sensorial decorrida de alteracdes (Anvisa, 2004). A formulacdo com 100% de
6leo de améndoas (ensaio 3) apresentou maior viscosidade (42079 cP) e formulacédo
contendo apenas 6leo de canela (ensaio 2) a menor (26645 cP). No entanto, por se tratar
de um hidratante facial ¢ adequado uma viscosidade intermedidria que atende as
exigéncias do produto. A Figura 2B apresenta a viscosidade intermediaria (34362 cP)
ideal para o cosmético com 75% de levana, 25% de 6leo de améndoas e sem a adi¢do de
6leo de canela. A Figura 2C mostra que na otimizacdo da formulacdo nessas condi¢oes
0 resultado foi de 36321cP e quando foi validada (triplicata), o resultado obtido da
viscosidade media foi de 32925 cP (p <0,05) ndo apresentando diferenca significativa
entre o predito e 0 experimental, garantido assim a otimizacgéo da formulacéo.

Desta forma, a formulagdo com 75% de levana e 25% de 6leo de améndoas foi

produzida e caracterizada por um periodo de 90 dias em diferentes condigcdes de
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exposicao, para verificacao da estabilidade.

Figura 2. Gréfico de superficie de resposta (A), otimizacdo da viscosidade com variacdo de levana e
6leos de canela e améndoas (B), definicdo da viscosidade intermediaria (C).
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3.2. Caracterizagado da formulacéo

3.2.1. Estabilidade e espalhabilidade

A formulacdo foi classificada como normal pois ndo apresentou separacdo de
fases ou modificacéo visivel nos tempos estudados até 90 dias.

A espalhabilidade indica a area na qual uma formulacédo tépica se espalha na pele
em mm?. De acordo com os resultados foi possivel observar que em 90 dias todas as
formulacdes apresentaram uma espalhabilidade similar média de 805 mm? a amostra
exposta a radiacdo luminosa apresentou espalhabilidade inferior. Esse parametro
desempenha um papel fundamental na determinagdo da eficicia e da aceitagdo do
produto pelo consumidor (Montenegro et al., 2015). Alguns autores relataram uma

relacdo entre viscosidade e espalhabilidade para formulagdes topicas (Lardy et al., 2000;



62

Garg et al., 2002), sugerindo que quanto menor a viscosidade e a tensdo superficial

maior sera a espalhabilidade na pele.

3.2.2. Analises fisico-quimicas
Os resultados de pH podem ser observados na Tabela 2. A densidade das amostras

estava normal, ndo apresentando alteragdes com 90 dias.

Tabela 2. Valores de pH da formulacdo cosmecéutica com 2, 30, 60 e 90 dias, em diferentes condicGes de
exposicao.

Exposicao 2 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Radiacdo luminosa 4,5 4,3 4,2 4,2
Sem radiacdo luminosa 4,5 4,5 5,0 4,9
Temperatura alta 4,5 4,4 4,4 4,3
Temperatura baixa 4,5 4,9 4,9 4,9
Temperatura ambiente 4,5 4,6 4,8 4,8

Em 90 dias de exposicdo a radiacdo luminosa e temperatura elevada a formulacao
apresentou uma queda de pH, ficando fora da faixa de pH da pele (4,5 a 5,5). Quando
mantida em temperatura baixa, temperatura ambiente e sem exposi¢cdo a radiacdo
luminosa a formulacdo apresentou um aumento do pH, mantendo-se dentro da faixa de
pH ideal da pele. A queda do pH de emulsdes cosméticas armazenadas em temperaturas
altas também foi verificado por Kim e Lee (2018), que relataram uma diminuicédo
gradual do pH com ao longo do tempo.

A viscosidade aparente (cP) da formulacdo cosmecéutica exposta as diferentes
condicdes de exposicdo e nos tempos estudados permaneceu préxima a viscosidade
inicial avaliada. A viscosidade apresentou um comportamento tipico ndo-newtoniano ou
pseudopléstico, considerado desejavel para preparacfes topicas, pois melhora a
disseminacdo do produto na pele (Montenegro et al., 2015). Esse comportamento é o
mais comum em formulagdes cosmecéuticas e é caracterizado pela diminuicéo gradual
da viscosidade aparente com 0 aumento da taxa de cisalhamento (Garbossa; Campos,
2016). Assim, a viscosidade ndo pode ser expressa por valores unicos (Correa et al.,
2005).

3.3.3. Atividade antioxidante

Os resultados da taxa da atividade antioxidante da formulacdo cosmecéutica em
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diferentes tempos e condicOes de exposi¢édo estdo na Figura 3.

Figura 3. Atividade antioxidante da formulacdo cosmecéutica com 2, 30, 60 e 90 dias, em diferentes
condicOes de exposicao.
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Em 90 dias, houve o aumento da taxa de inibicdo (%) de radicais livres da
formulacdo em todas as condi¢cOes de exposicdo. A formulacdo mantida em temperatura
ambiente, apresentou melhor acdo antioxidante (72 %) e quando armazenada em
ambiente escuro também exibiu uma boa atividade (65%). Resultados satisfatorios
considerando que o armazenamento adequado de produtos cosméticos € em temperatura
ambiente. A formulacdo ficou estavel nas condicBes testadas, mantendo a atividade
antioxidante por 90 dias.

Fries e Frasson (2010) testaram a propriedade antioxidante de quatro cremes
cosméticos anti-idade comerciais, por meio da técnica de DPPH. Os resultados
observados para a concentracdo de 10 mg mL™ foram de 75,7; 70,4; 47,8 e 62,1 % para
as amostras 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Souza et al. (2013) também avaliaram a
atividade antioxidante em cosméticos comerciais (5 mg mL™) pelo método de DPPH,
obtendo 87,6; 85,9 e 75,3 % para trés amostras testadas. No presente trabalho,
utilizando uma menor concentracdo da formulacdo (2,5 mg mL™) foi possivel se obter

uma atividade antioxidante proxima aos dos estudos anteriores.
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3.2.4. Capacidade de retencéo de umidade (hidratacao)
A capacidade de retencdo de umidade avaliada na formulagdo cosmecéutica

exposta a diferentes condicOes de exposicdo estad apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Capacidade de retengdo de umidade da formulacdo cosmecéutica com 2, 30, 60 e 90 dias, em
diferentes condi¢des de exposicéo.

Retencdo de umidade em 43% UR (%)

Exposicéo 2 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Radiac&o luminosa 88,8 95,6 85,1 78,5
Sem radiacdo luminosa 88,8 94,8 99,3 97,8
Temperatura alta 88,8 95,2 83,9 74,2
Temperatura baixa 88,8 95,3 98,6 100,3
Temperatura ambiente 88,8 96,1 87,7 82,1

Em 90 dias, a formulacdo apresentou uma capacidade de retencdo de umidade
decrescente nas seguintes condicOes: temperatura baixa > sem radiacdo luminosa >
temperatura ambiente > radiacdo luminosa > temperatura alta. E possivel observar que
qguando armazenada em temperatura baixa, a formulacéo atinge 100% de capacidade de
retencdo de umidade.

Sugere-se que a capacidade hidratante da formulacdo desenvolvida, se deve
principalmente ao alto potencial de retencdo de umidade da levana (Domzal-Kegdzia et
al., 2019) e aos demais componentes glicerina (Shi et al., 2010) e 6leo de améndoas que

impede a evaporacgdo da dgua da pele (Costa; Silva, 2017).

3.2.5. Propriedades organolépticas
Alteracdes na cor e odor da formulacdo durante o tempo de estudo podem ser
observadas na Tabela 4. No tempo inicial (2 dias) a formulacéo tinha coloracdo branca e

odor agradavel, dados como normais e padrdes.

Tabela 4. Resultado das propriedades organolépticas de cor e odor da formulagcdo cosmecéutica em
diferentes tempos e condi¢Bes de exposigao.

Exposi¢éo 30 dias 60 dias 90 dias
Cor Odor Cor Odor Cor Odor
Radiacdo luminosa N M N M N IM
Sem radiacao luminosa N N N N LM N
Temperatura alta N N M N M N
Temperatura baixa N N N N N N
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Temperatura ambiente N N LM N LM N

N — normal (sem alteracdo); LM — levemente modificada; M — modificada; IM — intensamente

modificada.

As alteracdes na cor foram observadas na formulacdo exposta a temperatura
elevada e temperatura ambiente em 30 dias, apresentando coloragdo amarela e amarela
palida, respectivamente. Com 90 dias essa cor permaneceu estavel, ndao houve
escurecimento. Kim e Lee (2018) também observaram que quando armazenadas em
temperatura alta, emulsdes demonstram maiores alteracGes na cor, passando de amarela
palida para marrom escura ap6s 25 dias. Quando armazenada na auséncia de radiacao
luminosa a formulacdo também apresentou uma leve modificacdo na coloragdo ap6s 90
dias, com uma cor amarela palida.

Com relacdo ao odor, a Gnica condicdo que alterou a formulacgéo foi a exposicao a
radiacdo luminosa, passando de modificada aos 30 dias para intensamente modificada

(auséncia total da fragrancia inicial) em 90 dias.

4. Concluséao

A levana microbiana e o 6leo de améndoas apresentaram potencial de aplicacdo
como ingredientes ativos de cosméticos. A melhor formulacdo com a viscosidade
desejada foi com 75% de levana e 25% de Oleo de améndoas. Essa formulacdo
apresentou espalhabilidade de 805 mm?, pH e densidade ideais para a 4rea de aplicacéo,
viscosidade com comportamento ndo-newtoniano, propriedades organolépticas normais,
atividade antioxidante maxima de 72 %, capacidade hidratante de 100,3 % e alta
estabilidade por 90 dias, quando armazenadas em temperatura ambiente e baixa, sem a
exposicdo a radiacdo luminosa. Portanto a levana microbiana associada ao 6leo de

améndoas agrega valor ao cosmético pelas propriedades antioxidante e hidratante.
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6 CONCLUSOES

e A producdo de levana por Bacillus subtilis natto atingiu 94,62 g L™, com
uma produtividade de 3,94 g / L.h ! utilizando 400 g L™ de sacarose em
24 horas.

e A atividade antioxidante da levana avaliada pelo método do DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) foi de 58 % na concentracdo de 10 mg mL™ e a
capacidade de retencdo de umidade foi de 92 % apos 96 h. A levana

nao apresentou atividade antimicrobiana contra os patdgenos testados.

e O Oleo essencial de canela apresentou 21 % de atividade antioxidante
na concentracdo de 10 mg mL™ e apresentou atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, com a concentracdo inibitéria minima de 1

mg mL™.

e As formulacdes de gel aniénico foram desenvolvidas com 1 % de levana
(melhor atividade antioxidante) e com as concentracdes do Oleo de
canela com 0.5 %, 1% e 2 % (5, 10 e 20 vezes acima da concentracao
inibitéria minima). Apos caracterizagdo apresentaram boa estabilidade
por 15 dias, pH compativel com o da pele, atividade antioxidante
maxima de 54 % e atividade antimicrobiana contra todos os patégenos

testados.

e De acordo com o planejamento simplex-centroide a melhor formulacao
com a viscosidade desejada foi com 75% de levana e 25% de 6leo de
améndoas. Essa formulacdo apresentou espalhabilidade de 805 mm?,
pH e densidade ideais para a area de aplicacdo, viscosidade com
comportamento nao-newtoniano, propriedades organolépticas normais,
atividade antioxidante maxima de 72 %, capacidade hidratante de 100,3
% e alta estabilidade por 90 dias, quando armazenadas em temperatura

ambiente e baixa, sem a exposicao a radiacao luminosa.



71

e Foi possivel desenvolver um cosmético multifuncional associando
levana, 6leo de canela e 6leo de améndoas como principios ativos,
gerando um produto natural, sustentavel e com excelentes propriedades

dermocosmeéticas.
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