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SILVA, Reginara Teixeira da. Aplicação de levana de Bacillus subtilis natto em 
formulações cosmecêuticas. 2019. 81 f. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) 
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RESUMO 

A incorporação de moléculas naturais bioativas em formulações cosmecêuticas é 
uma tendência real do mercado de produtos cosméticos. A levana apresenta 
propriedades hidratante e antioxidante e os óleos de canela e amêndoas 
apresentam propriedades antioxidantes, antimicrobianas e hidratantes que 
potencializam sua aplicação na área. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo 
desenvolver novas formulações cosmecêuticas a base de levana produzida por 
Bacillus subtilis natto acrescidas do óleo essencial de canela e óleo de amêndoas. A 
produção de levana por Bacillus subtilis natto atingiu 94,62 g L-1, com uma 
produtividade de 3,94 g / L.h -1 utilizando 400 g L-1 de sacarose em 24 horas. A 
levana e o óleo essencial de canela (10 mg mL-1) foram avaliados quanto à atividade 
antioxidante, retenção de umidade e atividade antimicrobiana pela concentração 
inibitória mínima. Os resultados para atividade antioxidante foram 58 % e 21 %, 
respectivamente. A retenção de umidade da levana foi de 92% após 96 h e a 
concentração inibitória mínima do óleo de canela foi de 1 mg mL-1 para todos os 
patógenos testados. A partir desses resultados foram desenvolvidas formulações em 
gel aniônico com levana a 1 % e óleo de canela a 0.5 %, 1% e 2 %, que 
apresentaram boa estabilidade por 15 dias, pH compatível com a pele, atividade 
antioxidante de 54 % e com atividade antimicrobiana para os patógenos testados. 
Uma segunda formulação cosmecêutica do tipo emulsão óleo/água multifuncional foi 
também desenvolvida para aplicação facial. Esta foi avaliada por planejamento de 
mistura com as variáveis levana e os óleos canela e amêndoas, onde os resultados 
definiram a formulação ideal com 75% de levana, sem adição de óleo de canela e 
25% de óleo de amêndoas. A ação antioxidante máxima foi de 72 % e a capacidade 
hidratante foi de 100,3 %. A levana e o óleo de amêndoas mostraram forte potencial 
de aplicação como ingredientes ativos de formulações cosmecêuticas, mantendo 
estabilidade e biocompatibilidade com a formulação desenvolvida durante 90 dias.  
 
Palavras-chave: Moléculas Bioativas. Antioxidante. Antimicrobiana. Hidratante. 

Cosméticos. 
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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-1, with a yield of 3.94 g / L.h -1 using 400 g L-1 sucrose within 
24 hours. Levan and cinnamon essential oil (10 mg mL-1) 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-1 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. 
 
  

 



7 
 

LISTA DE FIGURAS  

Figura 1 – Estrutura linear de levana contendo as ligações principais do tipo β-

(2,6) e suas ramificações unidas por ligações β-(2,1) .............................. 14 

Figura 2 – Reações catalisadas pela levanasacarase .............................................. 15 

Figura 3 – Delineamento simplex-centroide para misturas de três 

componentes ............................................................................................ 27 

Figura 4 – Planejamento de misturas simplex-centroide da formulação em 

creme ....................................................................................................... 33 

 

 

 

 



8 
 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 –  Produção de levana por diferentes microrganismos e suas 

respectivas condições de cultivo ......................................................... 17 

Tabela 2 –  Polímeros naturais, semi-sintéticos e sintéticos empregados em 

formulações em géis ........................................................................... 24 

Tabela 3 –  Formulação base do tipo emulsão (O/A) ............................................. 32 

Tabela 4 –  Formulações de gel aniônico 1, 2 e 3 com levana (1,0 g) e óleo 

de canela (0,5; 1 e 2) .......................................................................... 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

SUMÁRIO 

 
1 INTRODUÇÃO  ......................................................................................... 11 

 

2 OBJETIVOS  ............................................................................................. 13 

2.1 OBJETIVO GERAL  ........................................................................................ 13 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  ............................................................................. 13 

 

3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  .................................................................... 14 

3.1 LEVANA: CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS E BIOSSÍNTESE  ............................... 14 

3.2 PRODUÇÃO DE LEVANA E MICRORGANISMOS PRODUTORES .............................. 16 

3.3 PROPRIEDADES DA LEVANA PARA APLICAÇÃO NA INDÚSTRIA DE 

COSMÉTICOS ............................................................................................... 18 

3.3.1  Capacidade de Retenção de Umidade (Hidratação)  ................................ 18 

3.3.2  Atividade Antioxidante ............................................................................... 19 

3.3.3  Atividade Anti-inflamatória ......................................................................... 20 

3.3.4  Solubilidade  .............................................................................................. 21 

3.4 PROPRIEDADES DOS ÓLEOS ESSENCIAIS E FIXOS EM FORMULAÇÕES 

COSMECÊUTICAS .......................................................................................... 22 

3.5 FORMULAÇÕES SEMI-SÓLIDAS CUTÂNEAS  ...................................................... 23 

3.5.1  Creme  ....................................................................................................... 23 

3.5.2  Gel  ............................................................................................................ 24 

3.6 CARACTERIZAÇÕES DE FORMULAÇÕES COSMECÊUTICAS  ................................ 25 

3.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA MISTURAS SIMPLEX-CENTROIDE .............. 26 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS  ......................................................................... 28 

4.1 MATÉRIAS-PRIMAS UTILIZADAS NAS FORMULAÇÕES COSMECÊUTICAS  ............... 28 

4.2 MICRORGANISMO E PRESERVAÇÃO  ............................................................... 28 

4.3 INÓCULO E QUANTIFICAÇÃO DA BIOMASSA  ..................................................... 28 

4.4 PRODUÇÃO DE LEVANA POR BACILLUS SUBTILIS NATTO E DETERMINAÇÃO DA 

ATIVIDADE DA LEVANASACARASE.................................................................... 29 

4.5 SEPARAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DA LEVANA  .................................................... 29 

4.6 CARACTERIZAÇÕES DAS PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DOS ATIVOS (LEVANA 

E ÓLEO DE CANELA) ...................................................................................... 30

 



4.6.1  Atividade Antioxidante  .............................................................................. 30 

4.6.2  Atividade Antimicrobiana ........................................................................................... 30 

4.6.3  Capacidade de Retenção de Umidade (Hidratação) da Levana  ............... 31 

4.7  FORMULAÇÕES COSMÉTICAS ......................................................................... 31 

4.7.1  Formulação Tipo Emulsão em Água/Óleo  ................................................ 31 

4.7.2  Formulação Gel Aniônico  ......................................................................... 33 

4.8  CARACTERIZAÇÕES DAS FORMULAÇÕES DO TIPO EMULSÃO EM ÓLEO/ÁGUA 

(O/A) .......................................................................................................... 34 

4.8.1  Análises de Estabilidade e Espalhabilidade .............................................. 34 

4.8.2  Análises Físico-químicas  .......................................................................... 35 

4.8.3  Atividade Antioxidante  .............................................................................. 35 

4.8.4  Capacidade de Retenção de Umidade (Hidratação)  ................................ 35 

4.8.5  Propriedades Organolépticas  ................................................................... 35 

4.9  CARACTERIZAÇÕES DAS FORMULAÇÕES EM GEL ANIÔNICO ............................... 36 

4.10  ANÁLISE ESTATÍSTICA  .................................................................................. 36 

 

5  RESULTADOS E DISCUSSÃO  ................................................................ 37 

5.1  PATENTE  .................................................................................................... 37 

5.2  CAPÍTULO DE LIVRO  ..................................................................................... 38 

5.3  ARTIGO 1  .................................................................................................... 39 

5.4  ARTIGO 2  .................................................................................................... 53 

 

6  CONCLUSÕES ......................................................................................... 70 

 

 REFERÊNCIAS  ........................................................................................ 72 

 

 



11 
 

1 INTRODUÇÃO 

A indústria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos obteve 

aumento de 1,5% entre janeiro e julho de 2019, em comparação com o resultado 

registrado no mesmo período do ano passado, de acordo com os dados divulgados 

pela Associação Brasileira da Indústria de Higiene Pessoal, Perfumaria e 

Cosméticos (ABIHPEC). Além disso, a ABIHPEC tem abordado questões ligadas à 

biotecnologia e química verde, reconhecendo a grande importância da produção de 

matérias-primas que visem à sustentabilidade do processo produtivo e garantam a 

biodiversidade do planeta. 

Dessa forma, a demanda por ingredientes naturais e bioativos na 

indústria cosmética é crescente. Segundo a Londres Future Market Insights (FMI), 

esse crescimento se deve principalmente pela constante preocupação do 

consumidor em relação aos efeitos colaterais de produtos químicos em cosméticos, 

a disseminação de conhecimento sobre os benefícios dos ingredientes naturais e 

aumento do consumismo ético.  

Aplicações de biomoléculas, não apenas de processos extrativos, 

mas também de outras fontes, como processos biotecnológicos, são extremamente 

importantes em processos industriais modernos. Logo, os exopolissacarídeos 

microbianos recebem grande destaque neste setor, pois se tratam de biomoléculas 

com várias funções para aplicações em formulações cosmecêuticas, dentre as 

funções incluem como estabilizadores de emulsão que impedem a coalescência das 

gotículas de óleo e a separação de ingredientes, formador de filme, aglutinante e 

agente de aumento de viscosidade. 

A levana é um exopolissacarídeo que apresenta propriedades 

biológicas relevantes para sua aplicação como ingrediente ativo em formulações 

cosmecêuticas, incluindo ação antioxidante, clareadora, anti-inflamatória e 

hidratante. Na sua estrutura a levana é composta principalmente por monômeros de 

frutoses, unidos por ligações glicosídicas β-(2,6) e ramificações com ligações β-(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 síntese ocorre principalmente 

pela ação 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 biológicas, a 

associação de outros princípios ativos no mesmo sistema representa inovação na 

cosmetologia, pois o aumento da ação bioativa é uma condição obrigatória para 

projetar novas formulações cosméticas. 

Os óleos essenciais apresentam amplo reconhecimento na indústria 

cosmética por seus efeitos benéficos. São compostos promissores para estudos de 

associação em formulações cosmecêuticas, oferecendo múltiplas vantagens, como 

biodegradabilidade, biocompatibilidade e grande potencial como princípio ativo. 

Dentre eles, o óleo de amêndoa e óleo essencial de canela são excelentes 

candidatos. O óleo de amêndoa por apresentar propriedades relevantes como, 

atividade antioxidante, hidratante, fotoprotetora e emoliente e o óleo de canela por 

demonstrar alto potencial antimicrobiano, efeitos antioxidante, anti-inflamatório e 

atuar como conservante natural, substituindo conservantes sintéticos como o 

metilparabeno. 

Considerando as propriedades biológicas da levana de Bacillus 

subtilis natto e a busca por novas moléculas bioativas, que agreguem valores ao 

produto final, esta pesquisa propôs estudar as propriedades dermocosméticas da 

levana e do óleo essencial de canela para desenvolver novas formulações 

cosmecêuticas sustentáveis, com alta propriedade antioxidante, hidratante e 

antimicrobiana, além de ser um produto sustentável. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as propriedades biológicas da levana produzida por 

Bacillus subtilis natto e do óleo essencial de canela e desenvolver formulações 

cosmecêuticas multifuncionais. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Produzir a levana por Bacillus subtilis natto;  

 Testar as propriedades antioxidante, antimicrobiana e retenção de 

umidade da levana; 

 Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do óleo essencial de 

canela;  

 Desenvolver e caracterizar formulações cosmecêuticas em gel aniônico 

com adição de levana e óleo de canela; 

 Desenvolver por planejamento de misturas e caracterizar as formulações 

cosmecêuticas em emulsão óleo água, com adição de levana, óleo 

canela e óleo de amêndoas; 

 Avaliar a estabilidade das formulações cosmecêuticas por 90 dias em 

diferentes condições de exposição. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
  

3.1 LEVANA: CARACTERÍSTICAS ESTRUTURAIS E BIOSSÍNTESE 

 

Levana é um polissacarídeo extracelular formado 

principalmente por monômeros de frutose, onde sua estrutura química 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, concluíram que esta é constituída por uma 

cadeira principal de resíduos de β-D-frutofuranosídeos unidos por ligações β-

(2,6) e ramificações com ligações β-(2,1), conforme pode ser observado na 

Figura 1.  

 

Figura 1. Estrutura linear de levana contendo as ligações principais do tipo β-
(2,6) e suas ramificações unidas por ligações β-(2,1). 

 

Fonte: (Silva et al. 2019). 

 

A levana é produzida por uma ampla gama de microrganismos 

e em algumas plantas como reservatório 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 107 Dalton, correspondente a 

aproximadamente 60.000 unidades de frutose unidas por ligações β-(2,6) 

(ERNANDES, GARCIA-CRUZ, 2005; GU, et al., 2017). 

A biosíntese da levana ocorre principalmente pela 
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levanasacarase (E.C. 2.4.1.10), uma enzima multifuncional, possuindo 

atividade de: (1) hidrólise (quebra da molécula de sacarose em: glicose e 

frutose na ligação β-1,2), (2) transfrutosilação (transferência do grupo frutosil 

para uma molécula aceptora) e (3) polimerização (síntese das frutanas, como 

frutooligossacarídeos e levana) (LI et al., 2015), conforme demonstrado na 

Figura 2. Na reação de transfrutosilação realizada pela levanasacarase, há 

uma variedade de aceptores do resíduo frutosil, resultante da hidrólise da 

sacarose, incluindo glicose, sacarose e frutanas (MARTINEZ-FLEITES et al., 

2005). A levanasacarase pertence ao grupo das hidrolases glicosídicas na 

família 68, podendo também ser classificada como uma frutosiltransferase 

(ERNANDES, GARCIA-CRUZ, 2005; GU, et al., 2017).  

 

Figura 2. Reações catalisadas pela levanasacarase 

 

Na natureza, a levana foi encontrado muitas vezes associados 

a outros exopolissacarídeos, fazendo parte de biofilme de espécies do solo, 

como Bacillus subtilis. A levana tem uma função que protege os 

microrganismos da dessecação à medida que o nível da água muda, também 

auxilia na fixação das células em um ambiente favorável, evitando que a 

comunidade fique exposta a organismos predadores (DOGSA et al., 2013). 

Como papel secundário, mas não menos importante, a levana nos biofilmes 

também constitui um reservatório de nutrientes extracelulares que pode ser 
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usado como fonte alternativa de carbono, em condições precárias de glicose 

(ONER, HERNÁNDEZ, COMBIE, 2016). 

 

3.2 PRODUÇÃO DE LEVANA E MICRORGANISMOS PRODUTORES 

 

Em relação a produção de levana, a quantidade produzida 

pelos microrganismos está intimamente relacionada com as condições 

específicas de crescimento celular e com a composição do meio de cultura 

(SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011). Normalmente, é produzida direto 

pelo microrganismo via fermentação ou pela enzima isolada, na maioria dos 

casos utilizando a sacarose, xaropes ou melaço como substrato. O seu peso 

molecular, grau de polimerização e a ramificação da unidade de repetição 

podem variar conforme a fonte de produção e outros parâmetros utilizados 

(TOMULESCU et al., 2016; ONER, HERNÁNDEZ, 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 

produção de levana, são a fonte de carbono e a sua concentração, 

temperatura, pH, tempo, fonte de nitrogênio, a presença de sais no meio, 

agitação e aeração.  

Para a produção de levana é necessária uma fonte de carbono, 

sendo a sacarose a mais empregada na maioria das produções, sempre em 

altas concentrações (300 a 500 g L-1), para obter boa produtividade e com 

características de alto peso molecular. Destacando que a sacarose tem baixos 

efeitos inibidores contra a levanasacarase, aumentando assim a possibilidade 

de alcançar altos rendimentos de polissacarídeos (SRIKANTH et al., 2015a).  

Quando a síntese de levana for por atividade enzimática (in 

vitro), o pH ideal é 6,0 ou outro próximo 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 produção de levana for através de microrganismos, as condições de 

fermentação empregadas são de grande importância para se obter as 

características do produto desejado. A Tabela 1 descreve os diferentes 

microrganismos produtores, as condições de produção e a concentração obtida 

de levana. 
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Tabela 1. Produção de levana por diferentes microrganismos e suas 
respectivas condições de cultivo 

 

Após a produção da levana são necessárias as etapas de 

purificação e caracterização para possível aplicação, assim, vários métodos 

têm sido desenvolvidos para obter os exopolissacarídeos mais puros. As 

técnicas de extração devem ser testadas e otimizadas de acordo com o 

objetivo final, seja ela qualitativa ou quantitativa. A purificação de 

exopolissacarídeos do extrato bruto (meio fermentado) pode ser feita por 

cromatografia de troca aniônica DEAE-52 e Sephadex G-100 (RAHI et al., 

2018) ou ainda ser fracionada com uma coluna de Q-Sepharose de fluxo 

rápido, dentre muitas outras técnicas (PRATHYUSHA, SHEELA, 

BRAMHACHARI, 2018). 

Para a caracterização geral dos exopolissacarídeos, as 

Microrganismos Condições  Levana  
(g L-1) 

Referência 

 
Zymomonas mobilis  

pH 6,0-7,0; 30 °C; 
200 rpm; 200 g L-1 
sacarose; 72 h 

 
85,4 

Ernandes et 
al. (2011) 

 
Bacillus subtilis natto 

pH 7; 37 °C; 150 rpm; 
400 g L-1 sacarose; 16 h 

 
111,6 

Santos et al. 
(2013) 

 
Bacillus methylotrophicus 

pH 6,0; 37 °C; 300 g L-1 
sacarose; 16 h 

 
100,0 

Zhang et al. 
(2014) 

 
Pseudomonas 
fluorescens 

Meio sólido com 20 g L-1 

sacarose, 120 h 
 

4,5 
Taguett et 
al., (2015) 

 
Halomonas smyrnensis 

pH 7,0; 37 °C; 200 rpm; 
50 g L-1 sacarose, 150 h 

 
8,84 

Sarilmiser et 
al. (2015) 

 
Brenneria goodwinii 

pH 6,0; 35 °C; 500 g L-1 

de sacarose, 12 h 
 

185,0 
Liu et al. 
(2017) 

Brachybacterium 
phenoliresistens 

pH 7,8; 30 °C; 150 rpm; 
300 g L-1 sacarose, 72 h 

 
7,97 

Moussa et 
al. (2017) 

 
Lactobacillus reuteri  

pH 6,0; 35 °C; 500 g L-1 
sacarose, 12 h 

 
183,0 

Ni et al. 
(2018) 

 
 
Bacillus licheniformis 

pH 7,0; 37 °C; meio a 
base de melaço de 
beterraba com adição de 
200 g L-1 sacarose, 48 h 

 
 

53,2 

Gojgic-
Cvijovic et 
al. (2019) 
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propriedades químicas, físicas e biológicas devem ser conhecidas para futuras 

aplicações. Uma técnica comumente utilizada é a análise de espectroscopia no 

infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) empregada para examinar 

a estrutura básica dos exopolissacarídeos. Para definir o peso molecular tem 

sido usada a cromatografia de permeação em gel (GPC) e análise de 

espectrometria de massa por ionização e dessorção a laser assistida por matriz 

(MALDI-TOF MS) (SONG et al., 2011). Pela metodologia de ressonância 

magnética nuclear (RMN) é possível observar onde cada carbono/hidrogênio 

estão posicionados, auxiliando na caracterização. Também na etapa de 

caracterização a microscopia eletrônica de transmissão (MET) e a microscopia 

de força atômica (AFM) (SLETMOEN et al., 2003) são técnicas frequentemente 

empregadas. A associação dessas tecnologias tem possibilitado a identificação 

e caracterização das biomoléculas de interesse industrial. 

 

3.3 PROPRIEDADES DA LEVANA PARA APLICAÇÃO NA INDÚSTRIA DE COSMÉTICOS  

 

Suas atividades biológicas na pele incluem efeitos de 

proliferação celular, hidratação e alívio da irritação (KIM et al., 2003), efeitos de 

clareamento (FURUKAWA; TSUBOI, 2006), atividade anti-inflamatória e 

antioxidante (KANG et al., 2009; SRIKANTH et al., 2015a; Domżał-Kędzia et 

al., 2019). A levana também apresenta uma boa capacidade de retenção de 

umidade (Domżał-Kędzia et al., 2019), biocompatibilidade, biodegradabilidade 

e alta solubilidade em diferentes solventes. Desta forma, representa uma 

alternativa na aplicação em cosméticos, principalmente no tratamento para 

retardar o envelhecimento facial, tratando rugas e linhas de expressão. 

Dessa forma, a levana apresenta alto potencial como 

ingrediente ativo a ser aplicado em formulações cosmecêuticas e 

farmacêuticas. No entanto, apesar de apresentar muitas propriedades que a 

revelam como um ótimo exopolissacarídeo de aplicação em produtos 

cosméticos, a sua utilização, nesta área, ainda é pouco descrita na literatura.  

 

3.3.1 Capacidade de Retenção de Umidade (Hidratação) 

 

A pele é um órgão vital para o organismo humano, sendo 
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considerado um revestimento complexo e composto essencialmente por três 

camadas: epiderme, derme e hipoderme, além do sistema celular. Este 

complexo forma uma “barreira cutânea” como uma ferramenta de proteção do 

nosso corpo e apresenta como funções: prevenção de entrada de 

microrganismos e substâncias químicas, resistência às forças mecânicas, 

proteção contra radiação ultravioleta, descamação progressiva (renovação 

celular), controle da perda de água transepidérmica e retenção de água 

intraepidérmica. Assim, o termo hidratação se refere ao mecanismo da 

epiderme em reter água, sobretudo no estrato córneo, bem como evitar a perda 

de água para o meio externo, de modo que a sua taxa de evaporação sempre 

se mantenha num nível normal (OLIVEIRA, 2009)  

O conteúdo aquoso do estrato córneo é um dos mais 

importantes parâmetros na avaliação da função barreira, além da chamada 

perda transepidérmica de água (OLIVEIRA, 2009). O que faz a pele 

permanecer saudável, macia, com flexibilidade e elasticidade é o equilíbrio que 

existe no mecanismo de sua hidratação, na capacidade que o organismo tem 

de promover a renovação celular e nas substâncias que compõem a epiderme. 

Kim et al. (2005) verificaram o efeito hidratante de levana 

avaliando a perda de água transepidérmica e o conteúdo de água na pele, 

usando um vapometer e um corneômetro (modelo CM825), respectivamente. 

Os resultados desses testes para a levana aplicado à pele foram comparados 

com os resultados de 0,2% de ácido hialurônico e água destilada. De acordo 

com a análise estatística dos dados, houve uma diminuição significativa na 

perda de água da pele resultante da aplicação de levana e ácido hialurônico. 

Os resultados do teor de água na pele usando um corneômetro mostraram a 

mesma tendência de diminuição da perda de água. Com base nesses dados, 

os autores concluíram 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: suavização, melhora da proliferação celular, 

hidratação e alívio da irritação. 

 

 



20 
 

3.3.2 Atividade Antioxidante  

 

A atividade antioxidante de levana tem sido estudada para a 

sua aplicação industrial. Abdel-Fattah et al. (2012) avaliaram o efeito 

antioxidante de levana produzida por Bacillus subtilis NRC1aza, por meio do 

método de 1,1-difenil-2-pirocril-hidrazil (DPPH), constatando uma alta atividade 

antioxidante do polímero. Liu et al. (2012) também verificaram a atividade 

antioxidante em levanas com diferentes pesos moleculares, produzidas pela 

bactéria endofítica Paenibacillus polymyxa EJS-3, os autores concluíram 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 concluíram que a levana isolada pode ser empregada 

como um forte antioxidante para aplicações farmacêuticas 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 concentração de 3 mg mL-1 (HAMDY et al. 2017) 

Celligoi et al. (2018) desenvolveram a patente (BR 10 2018 

069609 2) do preparo de uma nova formulação biocosmética facial com a 

levana sintetizada pela levanasacarase do Bacillus subtilis. A levana foi 

incorporada em uma formulação biocosmética a base de ammonium 

acryloyldimethyltaurate/VP copolymer. Na formulação cosmecêutica foi 

comprovada alta atividade antioxidante (aproximadamente 60 %) fornecida pela 

levana.  

 

3.3.3 Atividade Anti-inflamatória 

 

A atividade anti-inflamatória da levana obtida de várias fontes 

também já foi relatada. Tal propriedade é importante para aplicações na 

indústria farmacêutica, que apresenta atualmente uma grande demanda por 

produtos com essas características. Com o intuito de examinar a natureza anti-

inflamatória de levana obtida de Acetobacter xylinum NCIM 2526, Srikanth et 

al. (2015b) realizaram um ensaio anti-inflamatório in vitro utilizando o método 

de desnaturação da proteína albumina do soro bovino (BSA) e o diclofenaco de 
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sódio como padrão. O fármaco padrão utilizado para o ensaio, mostrou um 

efeito inibitório na desnaturação da BSA de 100 % na concentração de 0,25 

mg/mL e para levana foi observado uma atividade anti-inflamatória de 71,18 % 

na mesma concentração.  Dessa forma, os autores consideraram a levana 

produzida por A. xylinum um eficiente agente anti-inflamatório. 

Kim et al. (2005) também avaliaram o efeito anti-inflamatório de 

levana, no entanto, utilizaram um método diferente de Srikanth et al. (2015a). 

Os autores usaram uma pele bioartificial tridimensional contendo queratinócitos 

e fibroblastos humanos para testar a atividade anti-inflamatória de levana. 

Depois de induzir uma irritação primária na pele bioartificial, aplicaram 0,01 

mg/mL e 0,05 mg/mL de solução levana, e subsequentemente foi medida, a 

quantidade de interleucina (IL-1α), mediador pró-inflamatório 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-1α, em 

comparação à pele não tratada com levana. Diante disso, os resultados 

observados pelos autores, sugerem que a levana exerce um efeito anti-

inflamatório na pele irritada. No entanto, o mecanismo deste fenômeno não é 

claro. Apesar da levana testada possuir alto peso molecular, ela consegue 

proporcionar uma proliferação celular e efeitos anti-inflamatórios. Isto pode ser 

atribuído à sua capacidade de penetração, que é devido a distribuição de 

tamanho de partícula menor (170 a 300 nm), quando comparada com a de 

outros polissacarídeos (KANG et al, 2009). 

 

3.3.4 Solubilidade 

 

Os exopolissacarídeos tem sua solubilidade relacionada com o 

peso molecular e ramificações, que geralmente apresentam grupos carregados 

(ALMEIDA, 2015). Levana é solúvel tanto em água como em óleo devido suas 

ligações β (2→6). No entanto, a sua solubilidade em água é diferenciada, 

apresentando baixa solubilidade em água gelada e alta solubilidade em água 

quente (SRIKANTH et al., 2015a).  

As soluções de levana em água normalmente permanecem 

líquidas em temperatura ambiente, enquanto concentrações semelhantes de 

outros polissacarídeos formam pastas ou géis espessos. Como muitos 
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polissacarídeos, a levana não é solúvel na maioria dos solventes orgânicos, 

como metanol, acetona, etanol, n-propanol, metiletilcetona, isopropanol, lactato 

de etila, tolueno, sendo o dimetilsulfóxido (DMSO) uma exceção 

(MANANDHAR; VIDHATE; SOUZA, 2009). 

Devido as propriedades de solubilidade e baixa viscosidade 

intrínseca deste polímero, estudos recentes estão explorando uma nova 

aplicação de levana como hidrogéis solúveis em água, que estão ganhando 

destaque nas indústrias de alimentos, cosméticos e farmacêuticas (OSMAN et 

al., 2017; PENG et al., 2018). 

 

3.4 PROPRIEDADES DOS ÓLEOS ESSENCIAIS E FIXOS EM FORMULAÇÕES 

COSMECÊUTICAS 

 

Os óleos fixos são amplamente reconhecidos por seus efeitos 

benéficos na indústria cosmética, oferecendo múltiplas vantagens, como 

propriedades antioxidantes, nutracêuticas, antienvelhecimento, anti-

inflamatórias, antimicrobianas e emolientes (LACATUSU et al., 2018). Além 

disso, quando incorporados em formulações cosmecêuticas, impedem a perda 

da água através da pele. Isso acontece devido a capacidade desses 

compostos de formarem uma camada protetora na epiderme (ZIELIŃSKA; 

NOWAK, 2014). 

O óleo de amêndoas por exemplo, é usado na indústria 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 óleo de amêndoas, Sultana et al. 

(2007) observaram que após alterações visíveis na pele de camundongos, 

provocadas por exposição à radiação ultravioleta (UV), os resultados dos testes 

bioquímicos, estimativa da glutationa e peroxidação lipídica mostraram que o 

óleo de amêndoa reduzia o efeito do fotoenvelhecimento induzido pela luz UV 

na pele. Além disso, os estudos histopatológicos também indicaram um efeito 

fotoprotetor do óleo de amêndoa na pele após a exposição aos raios UV. 

Os óleos essenciais também apresentam excelente 

biodegradabilidade, biocompatibilidade e grande potencial como princípio ativo, 

agindo como antimicrobianos e antioxidantes (XU et al., 2019). 
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O óleo essencial de canela, geralmente reconhecido como 

seguro (GRAS), tem recebido muita atenção 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 óleos essenciais 

(Lavandulla officinallis, Melaleuca alternifolia, Cinnamomum zeylanicum) 

comparados com o metilparabeno, Herman et al. (2013) relataram que os óleos 

essenciais apresentaram maior atividade inibitória contra bactérias e leveduras 

do que os extratos vegetais e o metilparabeno. Sendo o óleo de canela 

(Cinnamomum zeylanicum) o inibidor mais potente do crescimento de S. 

aureus, E. coli e C. albicans após 28 dias de incubação.  

Devido a atividade antimicrobiana do óleo de canela agregado 

as formulações cosmecêuticas (benéficas ao consumidor), pode atuar também 

como conservante natural, garantindo a inibição microbiológica do produto 

cosmético sob seu uso e armazenamento. Assim conservantes sintéticos como 

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

 

3.5 FORMULAÇÕES SEMI-SÓLIDAS CUTÂNEAS  

 

As preparações semi-sólidas cutâneas são formuladas de 

modo a promoverem a liberação local ou transdérmica das substâncias ativas 

incorporadas. Podem ser de vários tipos, incluindo as pomadas, cremes, géis, 

pastas, cataplasma e emplastos medicamentosos. Devido às suas 

características de fácil espalhabilidade e alta estabilidade, os cremes e os géis 

constituem os sistemas semi-sólidos mais utilizados na produção de produtos 

cosméticos (OLIVEIRA, 2009). 

 

3.5.1 Creme 

 

Entre as diferentes formas farmacêuticas semi-sólidas 

disponíveis no mercado, as formulações em creme continuam recebendo 

atenção crescente como sistemas lucrativos para a liberação de drogas e 
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agentes cosméticos ativos à pele. São descritos como sistemas bifásicos, 

constituídos por dois líquidos imiscíveis, onde um é disperso uniformemente 

pelo outro para formar emulsões óleo em água (O/A) ou água em óleo (A/O) 

(SIMÕES; VEIGA; VITORINO, 2019). 

O processo de fabricação de formulações em creme 

geralmente começa com a preparação de duas fases separadas: a fase oleosa 

e a fase aquosa. Em seguida, as duas fases são misturadas para formar a 

emulsão (COSTA; SANTOS, 2017). 

A composição de uma emulsão afeta muito suas propriedades 

físicas que, por sua vez, afetam o comportamento do produto durante a 

fabricação, embalagem e aplicação (DUBUISSON et al., 2018). As formulações 

de creme básico com função de hidratação da pele são 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 biológicos, como antioxidantes, antimicrobianos e 

clareadores também podem ser incorporados para agregar algum valor ao 

produto. Além disso, o uso de fragrâncias e corantes pode tornar o produto 

mais atraente para o consumidor (COSTA; SANTOS, 2017). 

 
3.5.2 Gel 
 

Os géis são obtidos pelas misturas de materiais naturais ou 

sintéticos na água ou mistura de solventes, em um processo chamado 

geleificação. Normalmente, as substâncias formadoras de géis são polímeros 

naturais, semi-sintéticos e sintéticos (Tabela 2) que, quando dispersos em um 

meio aquoso doam viscosidade à preparação (PERES; DIAS, 2011). 

 

Tabela 2. Polímeros naturais, semi-sintéticos e sintéticos empregados em 
formulação gel 

Naturais Semi-sintético Sintético 

Caseína Metilcelulose Carbômero (Carbopol®) 

Gelatina Hidroxietilcelulose Co-polímero do ácido sulfônico acriloil-dimetil-
taurato (Aristoflex®) 

Goma guar Hidroxipropilmetilcelulose Polivinilpirrolidona (PVP) 

Amido Carboximetilcelulose Carboxivinílicos 
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Os géis têm sido muito utilizados em produtos cosméticos e 

como base dermatológica, pois têm boa espalhabilidade, não são gordurosos e 

podem veicular princípios ativos hidrossolúveis ou lipossomas (AMIRALIAN; 

FERNANDES, 2018). Além disso, as formulações em gel são muito bem 

aceitas pelo consumidor devido ao seu aspecto transparente, na maioria das 

vezes, e à sua facilidade de aplicação. São bem tolerados, facilmente laváveis 

e produzem uma sensação de frescor sobre a pele (OLIVEIRA, 2009).  

Os géis de Aristoflex® apresentam boas características físicas 

e mecânicas e constituem uma base dermatológica eficiente para a 

incorporação de moléculas bioativas (OLIVEIRA, 2009; KÜLKAMP-

GUERREIRO et al., 2012). Apresentam carga aniônica e excelentes 

características de estabilidade para uma faixa de pH entre 4 e 9. São 

transparentes e incolores, conferindo uma agradável sensação à pele, sem o 

toque pegajoso dos polímeros tradicionais (OLIVEIRA, 2009). 

 

3.6 CARACTERIZAÇÕES DE FORMULAÇÕES COSMECÊUTICAS 

 

Em geral, o desenvolvimento de uma formulação deve levar em 

consideração o tipo, a finalidade do uso e a compatibilidade entre os 

ingredientes utilizados simultaneamente, o que, como um todo, leva à 

necessidade de estudos de estabilidade e segurança (GARBOSSA; CAMPOS, 

2016). 

Cada componente, ativo ou não, pode afetar na estabilidade do 

produto. Conforme a origem, as alterações podem ser classificadas como 

extrínsecas, quando determinadas por fatores externos (temperatura, tempo, 

umidade, material de acondicionamento, microrganismos, vibração, luz e 

oxigênio), ou intrínsecas, quando determinadas por fatores inerentes à 

formulação, como incompatibilidade química envolvendo o pH, reações de 

óxido-redução, reações de hidrólise e interações entre os ingredientes da 

formulação e o material de acondicionamento (ANVISA, 2004). 

Os estudos de estabilidade de produtos cosméticos após a 

fabricação envolvem a análise de vários fatores, como separação de fases, 

variação físico-químicas (pH e densidade), propriedades organolépticas e 

reológicas e monitoramento microbiológico (ANVISA, 2004). Normalmente a 
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avaliação de separação de fases é feita em centrífuga 3000 rpm por 30 minutos 

à temperatura ambiente (ANCHISI et al., 2001; GARBOSSA, CAMPOS, 2016).  

As propriedades organolépticas geralmente são avaliadas pelo 

aspecto, cor e odor, e abrangem a medição, interpretação e compreensão das 

respostas humanas às propriedades do produto detectadas pelos sentidos 

(DAUDT et al., 2015). 

As características reológicas das formulações também 

fornecem informações valiosas sobre propriedades de estabilidade, 

consistência e capacidade de expansão a longo prazo (MILAN et al., 2007). 

Além disso, o estudo da estabilidade de produtos cosméticos, contribui para: 

orientar o desenvolvimento da formulação e do material de acondicionamento 

adequado; fornecer subsídios para o aperfeiçoamento das formulações; 

estimar o prazo de validade e fornecer informações para a sua confirmação; 

auxiliar no monitoramento da estabilidade organoléptica, físico-química e 

microbiológica, produzindo informações sobre a confiabilidade e segurança dos 

produtos (ANVISA, 2004). 

 

3.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL PARA MISTURAS SIMPLEX-CENTROIDE 

 

O conceito de experimentos para mistura e sua análise foram 

introduzidos pela primeira vez por Scheffe em 1958. Com base nesses 

experimentos, alguns métodos de projeto de mistura modificados foram 

desenvolvidos, incluindo o método simplex-centroide. Esse método de 

delineamento é comumente aplicado em formulações de produtos industriais, 

por exemplo, processamento de alimentos, formulações químicas, fibras têxteis 

e medicamentos (JIAO et al., 2018). 

O espaço experimental do simplex-centroide, consiste em 

diferentes pontos distribuídos sobre um triângulo equilátero, representando as 

proporções dos materiais utilizados, onde estas, devem estar entre 0 e 1 e a 

soma da proporção de todos os componentes da mistura deve ser igual a 1 ou 

100% (DIAS et al., 2019). 

 Se a mistura for composta por três componentes, o 

delineamento simplex-centroide é construído para formar um triângulo com 

pontos de dados localizados nas três vértices (componentes puros), três pontos 
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médios laterais (misturas binárias dos componentes) e um ponto central 

(mistura ternárias dos componentes), totalizando sete experimentos (JIAO et 

al., 2018). 

As sete execuções do planejamento simplex-centroide de três 

componentes são: (1, 0, 0), (0, 1, 0), (0, 0, 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 obtenção de formulações com um 

número exato de experimentos, possibilitando a escolha da melhor condição 

para uma dada resposta através de variações na formulação de componentes 

específicos (MORAES FILHO et al., 2018). 

 

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

 

 

Além da restrição de que a soma dos componentes variáveis 

deve ser igual a 100% numa experiência de mistura, restrições adicionais, tais 

como a determinação de limites superiores ou inferiores de cada componente 

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

 

4.1 MATÉRIAS-PRIMAS UTILIZADAS NAS FORMULAÇÕES COSMECÊUTICAS 

 

Para o desenvolvimento das formulações cosmecêuticas em 

gel aniônico e emulsão óleo/água foram utilizados os ingredientes: glicerina 

(Anidrol), álcool cetílico (Infinity pharma), álcool estearílico (All chemistry), 

Álcool cetoestearílico etoxilado 20 OE (Infinity pharma), monoestearato de 

gliceril (Aqia), olivem 1000 (Biovital), oleato de decila (Galena), blend de 

conservante (Via farma), ciclometicone (Galena), Aristoflex® AVC (Pharma 

special) óleo essencial de canela (Laszlo) e óleo de amêndoas (Galena). 

 

4.2 MICRORGANISMO E PRESERVAÇÃO 

 

O Bacillus subtilis natto foi isolado no Departamento de 

Bioquímica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina – PR e 

identificado pela Fundação André Tosello Pesquisa e Tecnologia - Campinas 

SP. O microrganismo foi preservado em meio contendo (g L-1): peptona 50, 

extrato de carne 30 e ágar 20, mantido a 4 °C em câmara refrigerada. O 

repique ocorriam a cada quarenta e cinco dias. 

 

4.3 INÓCULO E QUANTIFICAÇÃO DA BIOMASSA 

 

Para a obtenção do inóculo foi utilizado o meio em (g L-1): 

sacarose comercial 100; extrato de levedura 2; KH2PO4 2, (NH4)2SO4 1; MgSO4 

(7H2O) 0,5 (CALAZANS et al., 2000). O inóculo foi preparado em Erlenmeyer 

de 125 mL, contendo 25 mL de meio, incubado a 150 rpm, 24 h a 37 °C. 

 Posteriormente, os cultivos foram interrompidos por 

centrifugação (9000 rpm, 15 min a 4 °C), onde a biomassa obtida após a 

centrifugação foi lavada com água destilada e ressuspensa em solução salina 

cloreto de sódio (NaCl 0,9 %). Uma alíquota de 1 mL foi submetida a diluições 

seriadas para obter leituras de 0,2 a 0,8 de absorvância em λ= 600 nm. 

Paralelamente, 3 alíquotas de 1 mL foram distribuídas em cadinhos, 

previamente tarados, e levados à estufa (70 °C), até atingir peso constante. Em 
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seguida, os dados foram plotados em um gráfico relacionando a absorvância 

(abs) e peso seco (g L-1). Dessa forma, o inóculo foi padronizado em 0,2 g L-1 

para a processo fermentativo. 

 

4.4 PRODUÇÃO DE LEVANA POR BACILLUS SUBTILIS NATTO E DETERMINAÇÃO DA 

ATIVIDADE DA LEVANASACARASE  

 

A produção de levana por B. subtilis natto foi no meio contendo 

(g L-1): sacarose 400, extrato de levedura 2, KH2PO4 1, (NH4)2SO4 3, 

MgSO4(7H2O) 0,6, MnSO4 0.2, citrato de amônio 0.25 (BERSANETI et al., 

2017). Foi utilizado 0,2 g L-1 de inóculo 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 centrifugação 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 açúcares redutores liberados durante a hidrólise da 

sacarose, em um ensaio reacional contendo 250 µL de sobrenadante, 250 µL 

de sacarose (1 M) e 500 µL de tampão de acetato (pH 5,0), incubada a 30 °C 

durante 30 min (ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999). Os açúcares 

redutores foram determinados pelo método de Somogyi (1952) e Nelson (1944) 

e uma unidade de atividade (U) foi expressa pela quantidade de enzima 

necessária para a liberação de 1 µg de açúcares redutores em 1 minuto, nas 

condições do ensaio.  

 

4.5 SEPARAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE LEVANA 

 

Após a interrupção do cultivo, a separação de levana do 

sobrenadante ocorreu por precipitação em etanol absoluto, na proporção de 

1:1,5 (sobrenadante : etanol), com predominância 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 água destilada por 48 horas, posteriormente 

liofilizada. 

Para a quantificação da levana, essa foi submetida à hidrólise 
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ácida com HCl 0,1 M durante 1 h, a 100° C (VIIKARI; GISLER, 1986). 

Posteriormente, a solução foi neutralizada com NaOH 1 M e a frutose 

resultante foi quantificada através de açúcares redutores segundo Somogyi 

(1952) e Nelson (1944). 

 

4.6 CARACTERIZAÇÕES DAS PROPRIEDADES BIOLÓGICAS DOS ATIVOS (LEVANA E ÓLEO 

DE CANELA) 

 

4.6.1. Atividade Antioxidante  

 

A atividade antioxidante da levana e do óleo de canela foi 

determinada pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), conforme 

descrito por Srikanth et al. (2015b), nas concentrações de 1; 2; 4; 5; 8 e 10 mg 

mL-1, uma solução de ácido ascórbico foi utilizada como padrão avaliada nas 

mesmas concentrações (SPAGNOL et al., 2019). A mistura reacional era 

composta por 1 mL da solução teste e 0.3 mL da solução de DPPH, incubada 

em ambiente escuro por 30 min em temperatura ambiente. As leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro a ƛ=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 solução de DPPH. A taxa de inibição (%) do radical livre foi calculada 

conforme a equação 1: 

 

            
(                –               )

               
         (Eq. 1) 

 

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 turvação correspondente ao tubo 0,5 da escala de 

MacFarland (1,5x108 UFC/mL). Em seguida, alíquotas foram plaqueadas por 
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swab em meio ágar Müeller-Hinton. Discos contendo 15 µL dos ativos levana 

(10 mg mL-1) e óleo de canela puro foram dispostos na placa e incubadas a 37 

°C por 24 h. A atividade antibacteriana foi avaliada pela presença de halos de 

inibição (Bauer et al., 1966). 

Também foi avaliada a Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

do óleo essencial de canela, onde, em microplacas, foram adicionados 100 μL 

do inóculo (1,5x108 UFC/mL) diluídos em caldo BHI e 100 μL de diferentes 

concentrações do óleo, incubadas a 37 °C por 24 h. Uma coluna de poços foi 

utilizada como controle de crescimento, adicionando 100 μL do inóculo e 100 

μL de BHI, e outro como controle de esterilidade do meio de cultura, 

adicionando apenas 200 μL de BHI. A Concentração Inibitória Mínima foi 

definida como a menor concentração do óleo de canela testada, capaz de 

impedir o crescimento microbiano (CLSI, 2012).  

 

4.6.3. Capacidade de Retenção de Umidade (Hidratação) da Levana 

 

Para determinar a capacidade de retenção de umidade da 

levana foi utilizada 100 mg de levana produzida, do padrão de levana comercial 

de Erwinia herbícola (Sigma) e da glicerina (Shi et al., 2010). As amostras 

foram secas a 100 °C por 4 h.  Posteriormente, foram adicionados 1 mL de 

água e homogeneizado, colocados em dessecador de umidade selado com 

solução saturada de K2CO3 (43% umidade relativa - UR) em temperatura 

ambiente, durante 96 h (Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2013). A capacidade de 

retenção de umidade (Ru) foi avaliada pela percentagem de água residual nas 

amostras, calculado pela equação 2: 

 

   ( )  
  

  
         (Eq. 2) 

 

Onde, P0 é o peso da água destilada adicionada as amostras e Pt é o peso da 

água após 96 h.  

 

4.7 FORMULAÇÕES COSMECÊUTICAS   
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4.7.1 Formulação Tipo Emulsão em Óleo/Água (O/A) 

 

A formulação em emulsão foi desenvolvida com os 

componentes citados na Tabela 3. Para o preparo as fases 1 e 2 foram 

aquecidas simultaneamente até atingirem a temperatura de 75 ºC. 

Posteriormente, a fase 2 foi vertida sobre a 1. Em seguida, as fases 3 e 4 foram 

adicionadas na temperatura inferior a 40 ºC, sob agitação.  

 

Tabela 3. Formulação base do tipo emulsão óleo/água (O/A) 

Fases Componentes  Concentração / 100 mL 

1 Água destilada 72,3 mL 

1 Glicerina 3,0 g 

2 Álcool cetílico 4,0 g 

2 Álcool estearílico 3,8 g 

2 Álcool cetoestearílico etoxilado 20 OE 3,0 g 

2 Monoestearato de glicerila (MEG) 2,0 g 

2 Olivem 1000 5,0 g 

2 Cetiol V (Oleato de decila) 5,0 g 

3 Phenogard 0,4 mL 

4 Silicone volátil DC 245 1,5 mL 

 

Para estudar as melhores concentrações dos princípios ativos 

(levana, óleo de canela e de amêndoa) foi utilizado um planejamento de 

misturas simplex-centroide com as três variáveis, sendo: x1 - Levana; x2 - Óleo 

essencial de canela; x3 - Óleo de amêndoas, nas concentrações máximas de 

1%, 0,5% e 8%, respectivamente. A proporções dos ativos nas formulações 

cosmecêuticas estão 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 binárias de dois ingredientes e o ponto 7 (o centro do 

triângulo) corresponde a mistura ternária de três ingredientes. Os pontos 8 e 9 

são as repetições do ponto central. Após preparadas, os pH das formulações 

foram ajustados dentro da faixa de 4,5 a 5,5 (pH médio da pele) com solução 

de ácido cítrico. A resposta avaliada pelo planejamento foi a viscosidade. 
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Figura 4. Planejamento de misturas simplex-centroide para o desenvolvimento 
da emulsão óleo/água com as proporções dos ativos Levana (x1); Óleo 
essencial de canela (x2) e Óleo de amêndoas (x3) 

 

4.7.2 Formulação Gel Aniônico  

 

Foram preparadas três formulações em gel aniônico com os 

componentes da Tabela 4. Inicialmente foram misturadas água e glicerina e 

aquecidas a 70 °C. Em seguida o Aristoflex® foi pulverizado sobre a mistura 

aquecida que estava sendo homogeneizada com o auxílio de agitador 

mecânico, até a formação do gel. Após o preparo dos géis foram incorporados 

os princípios ativos: levana 1,0 g (baseado na atividade antioxidante) e óleo 

essencial de canela em 0,5; 1 e 2 mL (5, 10 e 20 vezes acima da concentração 

inibitória mínima). 

 

Tabela 4. Formulações de gel aniônico com levana (1,0 g) e óleo de canela 

(0,5; 1 e 2 mL)  

Componentes Concentração / 100 mL 

Formulação 1 Formulação 2 Formulação 3 

Aristoflex® 2,0 g 2,0 g 2,0 g 

Glicerina 2,0 g 2,0 g 2,0 g 

Silicone volátil DC 245 1,0 g 1,0 g 1,0 g 

Levana 1,0 g 1,0 g 1,0 g 

Óleo de canela 0,5 mL 1 mL 2 mL 

Água 93,5 mL 93 mL 93 mL 
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4.8 CARACTERIZAÇÕES DAS FORMULAÇÕES DO TIPO EMULSÃO EM ÓLEO/ÁGUA (O/A) 

 

A formulação selecionada pelo planejamento foi caracterizada 

por 90 dias nas condições de exposição: temperatura alta (37 ± 2 °C), 

temperatura baixa (5 ± 2 °C), com exposição indireta ou direta à radiação 

luminosa e em temperatura ambiente (28 ± 2 °C). Cada formulação (100 g) foi 

exposta as diferentes condições (ANVISA, 2004). 

 Os parâmetros analisados foram estabilidade e 

espalhabilidade, propriedades físico-químicas, atividade antioxidante, 

capacidade de retenção de umidade (hidratação) e propriedades 

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

  

4.8.1 Análises de Estabilidade e Espalhabilidade 

 

A estabilidade das formulações cosmecêuticas foram 

determinadas pelos testes de separação de fases e espalhabilidade.  Para 

verificar se houve a separação de fases das formulações, foi utilizado o método 

de centrifugação (3000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente), com 

cinco gramas da formulação. O resultado foi observado por visualização 

macroscópica, após a centrifugação e 24 h de repouso. Os resultados foram 

dados como: N (normal, ou seja, sem separação de fases), SF (separação de 

fases ou coalescência) ou CR (cremeado) (ANVISA, 2004). 

Para o teste de espalhabilidade, foram utilizadas placas de 

vidro sob papel milimetrado, cujo diâmetros perpendiculares formados por 1 g 

da amostra, foram medidos para determinar a superfície abrangente, em 

temperatura de 25 ± 2 ºC (BORGHETTI; KNORST, 2006). Este método foi 

repetido utilizando pesos pré-determinados (2, 4 e 10 g) em intervalos de um 

minuto, Os cálculos seguiram a equação: 

 

   
(     ) 

 
  (Eq. 4) 

Onde: 

Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso em 

milímetro quadrado (mm2); d: Diâmetro médio em milímetro (mm).  
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4.8.2 Análises Físico-químicas 

 

As características físico-químicas avaliadas neste trabalho, 

incluem o pH, densidade e viscosidade.  

O pH foi por pHmetro digital em temperatura ambiente nas 

amostras diluídas em água destilada 1:10 (V / V) (GARBOSSA; CAMPOS, 

2016). 

A densidade (d) foi avaliada utilizado um picnômetro de vidro 

com volume de 10 mL em 20 ºC, sendo utilizada como padrão a densidade da 

água. O picnômetro vazio foi pesado (M0), em seguida foram adicionadas até 

transbordar, secadas e pesadas a água destilada (M1) e posteriormente as 

formulações (M2) (ANVISA, 2007). Para o cálculo foi utilizado a equação 5:  

  
      

      
   (Eq. 5) 

A viscosidade foi avaliada por viscosímetro rotacional digital 

modelo Marte MDV-8. No qual, foram utilizados 200 g das amostras dispostas 

em um recipiente cilíndrico totalmente preenchido, neste foi imerso o spindle 

adequado de número 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 Retenção de Umidade 

(Hidratação) 

 

A atividade antioxidante das formulações foi avaliada em 

triplicata pela técnica do DPPH na concentração de 2,5 mg mL-1, conforme 

Srikanth et al. (2015b) e a capacidade de retenção de umidade de acordo com 

Zhang et al. (2012) e Zhao et al. (2013), utilizando 1 g da formulação 

(triplicata). 

 

4.8.5 Propriedades Organolépticas 

 

As propriedades organolépticas de cor e odor foram avaliadas 

no tempo inicial e final. A cor através da análise 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 CARACTERIZAÇÕES DAS FORMULAÇÕES EM GEL ANIÔNICO 

 

As formulações em gel passaram por condições desestabilizadoras 

visando acelerar o surgimento de possíveis 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) (ANVISA, 2004). Durante esse período, 

as formulações foram avaliadas quanto a estabilidade, pH e propriedades 

organolépticas (cor e odor).  

A estabilidade foi verificada pelo teste de separação de fases, 

utilizando o método de centrifugação (5 g de amostra, 3000 rpm por 30 minutos em 

temperatura ambiente) (ANVISA, 2004).  

O pH foi medido nas amostras diluídas 1:10 (V / V) em água 

destilada em temperatura ambiente (Garbossa; Campos, 2016). O aspecto e a cor 

foram averiguados através da análise visual, em luz branca. A análise de odor pelo 

olfato (ANVISA, 2004). 

Também foram avaliadas as atividades antioxidante e 

antimicrobiana. A atividade antioxidante na concentração de 20 mg mL-1 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 formulações 

cosmecêuticas foram avaliadas em placas de ágar sangue por 48 h em 37 °C. 

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados do delineamento de misturas simplex-centroide foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e análise de regressão utilizando o 

software Statistica versão 7.0. 

Gráficos de contorno e de otimização 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 formulação cosmecêutica otimizada (estimadas pelo modelo). 
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 5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos neste trabalho estão apresentados em 

forma de patente, capítulo de livro e artigos científicos. 

 

5.1 PATENTE 

 

Título: “Biocosmético facial multifuncional de levana e óleo de canela”  

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Reginara Teixeira da Silva, 

Audrey Alesandra Stinghen Garcia Lonni, Ulisses de Pádua Pereira, Gabrielly 

Terassi Bersaneti, Briani Gisele Bigotto, Roberta Torres Chideroli, Nathalia 

Ramos Domingos e Júlia Klarosk Helenas. 

Protocolada em: 06/ 11/ 2019 

 

Resumo: A invenção se baseia em uma nova formulação cosmética facial 

multifuncional, com levana e óleo essencial de canela, como ingredientes 

ativos. Esse novo cosmético tem propriedades antioxidante, hidratante e 

antimicrobiana, em um único produto. Os efeitos antioxidante e hidratante 

serão dados pela levana, que irão auxiliar no processo de antienvelhecimento 

da pele e atuando na eliminação de radicais livres. A atividade antimicrobiana 

será dada pelo óleo essencial de canela, que auxilia no tratamento de 

infecções e processos inflamatórios da pele além de ser conservante natural do 

biocosmético. Assim poderia dispensar o uso de compostos sintéticos, como os 

parabenos (metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno, isopropilparabeno, 

butilparabeno, isobutilparabeno e benzilparabeno) e fenoxietanol. A levana foi 

produzida por um microrganismo do gênero Bacillus (GRAS), um processo 

eficiente, sustentável e economicamente viável. Esse cosmético multifuncional 

vem em resposta às buscas da indústria de cosméticos e dos desejos dos 

consumidores, um único produto com diferentes propriedades para a saúde da 

pele. Os testes realizados nesta formulação facial demonstraram alta 

estabilidade, boa espalhabilidade e propriedades bioativas antioxidante e 

antimicrobiana.  
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5.2 CAPÍTULO DE LIVRO 

 

Título do livro: A Produção do Conhecimento nas Ciências Biológicas 

Título do capítulo: Produção de levana e sua aplicação 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 4ª posição no ranking mundial no 

consumo de cosméticos o que demonstra a grande procura por produtos 

principalmente os formulados com ingredientes bioativos, que não tragam 

danos ao meio ambiente e que confiram efeitos benéficos à saúde 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 retenção de água, atividade antioxidante, 

anti-inflamatória, além de poder ser aplicada como estabilizante e espessante, 

o que à torna gradativamente competitiva quando comparada com moléculas 

sintéticas. A levana é um exopolissacarídeo de frutose produzida com 

substratos de baixo custo e apresenta aplicações industriais nos setores de 

cosméticos, farmacêutico, nanotecnologia, alimentos, entre outros. Sendo 

assim, o objetivo desta revisão é descrever a produção microbiana do 

polissacarídeo levana e a inovação de aplicação em cosméticos. 
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5.3 ARTIGO 1 (ACEITO NA REVISTA BRAZILIAN JOURNAL OF DEVELOPMENT) 

 

Propriedades biológicas da levana de Bacillus subtilis natto e do óleo 

essencial de canela para aplicação em formulações cosmecêuticas  
 

Biological properties of levan Bacillus subtilis natto and cinnamon 

essential oil for application in cosmeceutical formulations 
 
Reginara Teixeira da Silvaa, Gabrielly Terassi Bersaneti a, Roberta Torres 
Chideroli b, Ulisses de Pádua Pereira b, Audrey Alesandra Stinghen Garcia 
Lonnic; Briani Gisele Bigottoc; Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi a,* 

 

a 
Department of Biochemistry and Biotechnology, 

b
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Medicine, 
c
 Department of Pharmaceutical Sciences, Londrina State University- Paraná, Brazil 
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A levana e o óleo essencial de canela são princípios ativos que apresentam grande 

potencial de aplicação em produtos cosméticos por serem moléculas naturais com 

propriedades biológicas relevantes. O objetivo desse trabalho foi avaliar as propriedades 

antioxidante, hidratante e antimicrobiana da levana de Bacillus subtilis natto e do óleo 

essencial de canela e desenvolver de um cosmético multifuncional. As 

formulações cosmecêuticas foram desenvolvidas a base de ammonium 

acryloyldimethyltaurate/VP copolymer, contendo levana a 1 % e óleo de canela a 0.5 %, 

1% e 2 %. Os ativos levana e o óleo de canela apresentaram atividade antioxidante 

máxima de 58 % e 21 % respectivamente na concentração de 1 % (10 mg mL
-1

). A 

levana demonstrou alta capacidade de hidratação de 92 % e o óleo essencial de canela 

com atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., 

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. A incorporação de 1% de levana nas 

formulações garantiu as atividades antioxidante e hidratante e com a associação do óleo 

de canela acrescentou atividade antimicrobiana. As formulações cosmecêuticas 

mostraram boa estabilidade por 15 dias, sendo assim a associação da levana e do óleo de 

canela resultou em um cosmético multifuncional. 

 

Palavras–chave: Levana; Cosméticos; Antioxidante; Antimicrobiano; Óleo 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
-1

). 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. INTRODUÇÃO 

 

A crescente preocupação com a saúde da pele, principalmente em relação à sua 

aparência e ao envelhecimento, vem refletindo em uma grande demanda por novos 

produtos cosméticos, principalmente de origem natural, pois causam menos efeitos 

colaterais e não provocam danos ao meio ambiente (Morone et al., 2019).  
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Polissacarídeos possuem propriedades que os tornam adequados para uso em 

aplicações cosméticas. Em estudo realizado por Domżał-Kędzia et al. (2019) a levana 

de Bacillus subtilis demonstrou grande potencial pelas suas propriedades biológicas, 

incluindo atividade antioxidante, capacidade de retenção de umidade, com 

citotoxicidade e atividade hemolítica baixa, podendo ser aplicada como princípio ativo, 

sem apresentar riscos à saúde dos consumidores. As propriedades da levana como 

atividades de proliferação celular, hidratação e alívio da irritação (Kim et al., 2003), 

efeito clareador da pele (Furukawa; Tsuboi, 2006) e atividade anti-inflamatória 

(Srikanth et al., 2015) tem sido descritas. 

A levana sintetizada pela levanasacarase de B. subtilis foi incorporada como 

princípio ativo de formulação biocosmética facial a base de ammonium 

acryloyldimethyltaurate/VP copolymer. Os resultados demonstraram alta atividade 

antioxidante, sendo 3,6 vezes maior do que à atividade da formulação base, onde o 

biocosmético permaneceu estável por 15 dias e a espalhabilidade do produto aumentou 

com a adição de levana (Celligoi et al., 2018).  

Apesar da levana apresentar excelentes propriedades dermocosméticas, a 

associação de princípios ativos no mesmo sistema de entrega representa inovação na 

cosmetologia, pois aumenta a ação bioativa pré-existente, podendo ainda agregar novas 

propriedades ao produto (Lacatusu et al., 2018).  

Os óleos essenciais são componentes naturais, com excelente potencial como 

princípio 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 óleo essencial de canela exibe uma variedade de atividades biológicas 

benéficas comprovadas, como ação antimicrobiana, antioxidante, atividades 

antitumorais e anti-inflamatórias (Nabavi et al., 2015; Ribeiro-Santos et al., 2017; 

Chuesiang et al., 2019). No entanto, a aplicação do óleo essencial de canela em 

formulações cosmecêuticas e/ou biomédicas é devido principalmente à sua alta 

eficiência na inibição 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). 

Formulações do tipo hidrogel contendo óleo essencial de canela, revelaram 

uma excelente atividade antibacteriana a longo prazo contra Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli (Wang et al., 2018). A atividade antifúngica de nanoemulsões 
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acrescidas de óleo essencial de canela também atuam na inibição 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 óleo 

essencial de canela para desenvolver uma formulação cosmecêutica multifuncional.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Produção da levana por Bacillus subtilis natto 

A levana foi produzida por Bacillus subtilis natto em meio de fermentação em 

(g L
-1

): sacarose, 400; extrato de levedura, 2; KH2PO4, 1; (NH4)2SO4, 3; MgSO4 (7H2O), 

0,6; MnSO4, 0,2; citrato de amônio, 0,25 (Bersaneti et al., 2017). As fermentações 

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 fermentações foram interrompidas por centrifugação 

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 água destilada por 48 h e liofilizada.  

 

 

2.2. Atividades biológicas dos princípios ativos  

2.2.1. Atividade antioxidante  

A atividade antioxidante da levana e do óleo de canela foram testadas nas 

concentrações de 1; 2; 4; 5; 8 e 10 mg mL
-1 

(solubilizadas em dimetilsulfóxido - 

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 concentrações e 0,3 

mL da solução de DPPH, incubada em ambiente escuro por 30 min em temperatura 

ambiente. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a ƛ=517 nm. Para os 

brancos, foram utilizados 1 mL de levana ou 1 mL de óleo de canela e 0,3 mL de etanol. 

O controle foi 1 mL de etanol e 0,3 mL da solução de DPPH. A solução de ácido 

ascórbico foi utilizada como padrão (Spagnol et al., 2019). A taxa de inibição foi 

calculada pela equação 1. 
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(                –               )

               
         (Eq. 1) 

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 turvação 

correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland (1,5x10
8
 UFC/mL). Em seguida, 

alíquotas foram plaqueadas por swab em meio ágar Müeller-Hinton. Discos contendo 

15 µL dos ativos levana (10 mg mL
-1 

e óleo de canela puro foram dispostos na placa e 

incubadas a 37 °C por 24 h. A atividade antibacteriana foi avaliada pela presença ou 

ausência de halos de inibição (Bauer et al., 1966) e posteriormente determinada a 

concentração inibitória mínima (CIM) de acordo com as normas do CLSI (2012). 

 

2.2.3. Retenção de umidade (hidratação) 

A levana de B. subtilis, os padrões de levana de Erwinia herbícola (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 água, homogeneizado e levados ao 

dessecador com solução saturada de K2CO3 (43% umidade relativa - UR), temperatura 

ambiente durante 96 h (Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2013). A capacidade de retenção 

de umidade (Ru) foi calculada pela equação 2: 

   ( )  
  

  
         (Eq. 2) 

Onde, P0 é o peso da água destilada adicionada as amostras e Pt é o peso da 

água após os tempos testados.  

 

2.3. Preparo das formulações cosmecêuticas  

Os ingredientes para as formulações cosmecêuticas: Ammonium 

acryloyldimethyltaurate/VP copolymer (Pharma Special), Glycerin (Anidrol), 

Cyclomethicone (Galena Química e Farmacêutica Ltda) e Cinnamomum Cassia oil 

(Laszlo). 

As formulações em gel aniônico foram preparadas com a base de ammonium 

acryloyldimethyltaurate/VP copolymer (Aristoflex®) (2,0 g), Glycerin (2,0 g) e 

Cyclomethicone (1,0 g). A concentração de levana utilizada foi definida de acordo com 
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a resposta antioxidante e a concentração do óleo essencial de canela foi utilizada 5, 10 e 

20 vezes acima da CIM. 

Para o preparo da formulação foram misturadas água e glicerina e aquecidas a 

70 °C. Em seguida o Aristoflex® foi pulverizado sobre essa mistura (homogeneizada 

por agitador mecânico) até a formação do gel, em seguida adicionado o cyclomethicone 

em temperatura inferior a 40 °C e a levana e o óleo essencial de canela foram 

incorporados ao gel. 

 

2.4. Caracterização das formulações cosmecêuticas 

2.4.1. Estabilidade preliminar  

As amostras passaram por condições de estresse visando acelerar o surgimento 

de possíveis 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 período, as formulações 

cosmecêuticas foram avaliadas quanto a estabilidade, pH e propriedades organolépticas 

(aspecto, cor e odor).  

A estabilidade foi verificada pelo teste de separação de fases, utilizando o 

método de centrifugação (5 g de amostra, 3000 rpm por 30 minutos em temperatura 

ambiente). O resultado foi observado por visualização macroscópica, após a 

centrifugação e 24 h de repouso, sendo interpretados como: normal (sem separação de 

fases), separação de fases ou coalescência e cremeado (Brasil, 2004).  

O pH foi medido nas amostras diluídas 1:10 (V / V) em água destilada em 

temperatura ambiente (Garbossa; Campos, 2016). O aspecto e a cor foram averiguados 

através da análise visual, em luz branca. A análise de odor pelo olfato (Brasil, 2004). 

2.4.2. Propriedades biológicas 

A atividade antioxidante foi avaliada nas formulações cosmecêuticas (20 mg 

mL
-1

) 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 

formulações cosmecêuticas foram avaliadas em placas de ágar sangue por 48 h em 37 

°C. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
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3.1. Atividades biológicas dos princípios ativos  

3.1.1. Atividade antioxidante  

Os resultados da atividade antioxidante da levana e óleo de canela comparado 

ao padrão de ácido ascórbico estão apresentados na Figura 1. A atividade aumentou com 

o aumento da concentração dos ativos.  

 

Figura 1. Atividade de eliminação do radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) da levana, padrão de 

ácido ascórbico, e óleo essencial de canela 

 

 
 

 

A levana de B. subtilis natto demonstrou um aumento da atividade antioxidante 

com o aumento da até 10 mg mL
-1

 onde a inibição foi de 58 %. A atividade antioxidante 

da levana já foi descrita por Liu et al. (2012), Srikanth et al. (2015), Domżał-Kędzia 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 

concentração de 3 mg mL
-1 

(Hamdy et al. 2017b), resultados semelhantes aos 

encontrados nesse trabalho. 

O óleo essencial de canela apresentou atividade antioxidante máxima de 21 % 

na concentração de 10 mg mL
-1

, assim a associação dos ativos pode potencializar a 

ação. Os autores Moarefian et al. (2011), Subki et al. (2013) e El amrani et al. (2019) 

relatam a eliminação de radicais livres pela ação do óleo essencial de canela. Segundo 

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

 

3.1.2 Atividade antimicrobiana 

O óleo essencial de canela mostrou atividade antimicrobiana contra todas as 

cepas testadas (Figura 2). Os halos de inibição foram de 32, 30, 29 e 21 mm (incluindo 

5 mm do diâmetro do disco) para Staphylococcus spp (A), E. coli (B), S. aureus (C) e P. 

aeruginosa (D) respectivamente.  

 

Figura 2. Halos de inibição para Staphylococcus spp (A), Escherichia coli (B), Staphylococcus aureus 

(C) e Pseudomonas aeruginosa (D) frente ao óleo essencial de canela puro. 

 

 

 

Os resultados aqui encontrados são semelhantes aos de Herman et al. (2013) 

que utilizando óleo essencial de canela, verificaram os halos de inibição de 44, 32 e 24 

mm para S. aureus E. coli, e P. aeruginosa, respectivamente. 

A concentração inibitória mínima do óleo de canela foi de 1 mg mL
-1

 para 

todos os patógenos testados, resultados semelhantes aos de Zhang et al. (2016). 

A concentração de levana testada (10 mg mL
-1

) não apresentou atividade 

antimicrobiana contra os patógenos multirresistentes utilizados. Em concentrações 

maiores de 200 mg mL
-1

 e 300 mg mL
-1

 existem relatos que a levana de Bacillus sp. 

apresentou ação antimicrobiana contra Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella typhi, Escherichia coli, Candida albicans e Asperigllus niger (Hamdy et al., 

2017a). 

 

3.1.3. Retenção de umidade (Hidratação) 

A capacidade de retenção de umidade (%) da levana produzida de B. subtilis, 

Erwinia herbícola (padrão) e a glicerina (padrão 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 água em suas ligações de 

hidrogênio conforme citado por Domżał-Kędzia et al. (2019).  
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 A capacidade de retenção de umidade pode variar conforme a estrutura 

química dos exopolissacarídeos. A presença de grupos polares e orientações espaciais 

são extremamente importantes para uma boa retenção de água (Chi et al., 2019).  

Domżał-Kędzia et al. (2019) avaliaram a retenção de umidade em levana de 

alto peso molecular de B. subtilis natto KB1 e relataram uma porcentagem de retenção 

de umidade de 99,16 %. Os dados obtidos no presente estudo demonstram que a levana 

apresenta uma alta capacidade de hidratação para uso em formulações cosmecêuticas. 

 

3.2. Caracterização das formulações cosmecêuticas 

3.2.1. Estabilidade preliminar 

As formulações se mantiveram estáveis durante os 15 dias, observado pela não 

separação de fases. A Tabela 1 mostra os valores de pH das formulações durante os 15 

dias. 

 

Tabela 1. Valores de pH das formulações cosmecêuticas de gel aniônico contendo levana (1%) e óleo de 

canela (0,5; 1 e 2%) durante 15 dias. 

 

Inicialmente, as formulações contendo 0,5 e 1 % de óleo de canela 

apresentaram pH de 5,06 e 4,54 respectivamente, valores dentro da faixa do pH da pele 

(4,5 a 5,5) (Jurgelane; Sevjakova; Dzene, 2017). Com o aumento do tempo foi 

observado a redução de pH nas formulações cosmecêuticas e com 15 dias apenas a 

formulação 1 manteve o pH compatível com o da pele facial. As formulações com 1 e 2 

% de canela, necessitariam de um pequeno ajuste de pH para aplicação industrial como 

formulação facial. 

Com relação ao odor, as formulações apresentaram aroma característico de 

canela proporcional à concentração e manteve constante durante os 15 dias de teste. A 

cor e aspecto das formulações cosmecêuticas preparadas estão na Figura 3. O aumento 

da concentração de óleo de canela elevou a turbidez do gel, passando de translúcido 

para gel-creme. Com relação a cor houve uma leve modificação, passando de branco 

para amarelo pálido após 15 dias. 

 

Formulações cosmecêuticas 0 dias 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 15 dias 

Formulação 1 (levana + 0,5 % óleo de canela) 5,06 4,76 4,67 4,65 4,65 4,63 

Formulação 2 (levana + 1 % óleo de canela) 4,54 4,21 4,18 4,17 4,15 4,15 

Formulação 3 (levana + 2 % óleo de canela) 4,15 3,93 3,90 3,87 3,85 3,82 
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Figura 3. Propriedades organolépticas (cor e aspecto) das formulações 1 (0,5 %), 2 (1 %) e 3 (2 %) de 

óleo essencial de canela e levana a 1 % 

 

 

 

3.2.2 Propriedades biológicas 

A atividade antioxidante das formulações 1, 2 e 3 foram de 30 %, 35 % e 54 % 

e após 15 dias 35 %, 41 % e 59 % respectivamente. Essa propriedade que se manteve 

estável irá contribuir no retardo do envelhecimento da pele, considerando que os 

radicais livres estão fortemente associados a esse processo (Ni et al., 2018).  

A atividade antimicrobiana aumentou proporcional à concentração de óleo de 

canela incorporada e contribuiu par a garantir a esterilidade do produto gerado, como 

um conservante natural. A atividade antimicrobiana do óleo de canela foi descrita por 

Herman et al., 2013 que relaciona o aumento da atividade com a concentração. Neste 

estudo os autores incorporaram o 2,5% de óleo de canela em uma emulsão e observaram 

a inibição das linhagens testadas, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus e Candida albicans. Thormar (2011) afirma que a maioria dos 

óleos essenciais exibe atividade antimicrobiana na concentração abaixo de 5% (V / V). 

O aumento da concentração do óleo de canela aumentou a ação antioxidante e 

acrescentou a atividade antimicrobiana e a levana garantiu as atividades antioxidante e 

hidratante, gerando assim um cosmético multifuncional. 

4. CONCLUSÃO 

 

A levana de B. subtilis e o óleo essencial de canela são bioativos com alto 

potencial de aplicação em cosméticos por apresentarem propriedades biológicas de 

grande interesse para a área, como atividade antioxidante, hidratante e antimicrobiana. 

As atividades antioxidante da levana e do óleo de canela foram de 58 % e 21 % 

respectivamente, na concentração de 10 mg mL
-1

. O óleo de canela apresentou forte 

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

As formulações acrescidas de levana e óleo de canela apresentaram boa 

estabilidade e o aumento da concentração do óleo de canela reduziu o pH, o que 

necessitaria de um pequeno ajuste para aplicação industrial, como um cosmético facial.  

A atividade antioxidante das formulações 1, 2 e 3 permaneceram estáveis após 

15 dias atingindo 35 %, 41 % e 59 % respectivamente. A atividade antimicrobiana do 

óleo de canela inibiu os patógenos multirresistentes S. aureus, Staphylococcus spp., E. 

coli e P. aeruginosa.  

A levana de B. subtilis e o óleo de canela associados geraram o 

desenvolvimento de uma formulação cosmecêutica com as propriedades antioxidante, 

hidratante e antimicrobiana em um único produto cosmético natural e sustentável.  
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Resumo 

A adição de moléculas naturais bioativas em cosméticos é uma tendência no mercado 

atual. Isso adiciona propriedades e aprimora o produto. O objetivo desta pesquisa foi 

produzir uma formulação cosmecêutica facial com levana e óleos de canela e amêndoas 

por um delineamento de mistura simplex-centroide. A viscosidade foi avaliada como 

resposta do planejamento. As formulações foram desenvolvidas nas concentrações 

máximas de 1 g, 0,5 ml e 8 ml de levana, óleo essencial de canela e óleo de amêndoa, 

respectivamente. A melhor formulação com a viscosidade desejada foi de 75% de 

levana, sem a adição de óleo de canela e 25% de óleo de amêndoas. Esta formulação foi 

caracterizada por 90 dias sob diferentes condições de exposição. A formulação 

apresentou alta estabilidade no período, com espalhabilidade de 805 mm
2
, pH e 

densidade ideais para a área de aplicação cosmética, viscosidade com comportamento 

não-newtoniano, propriedades organolépticas normais, atividade antioxidante máxima 

de 72% e capacidade de hidratação de 100,3%, quando armazenado em temperatura 

ambiente e baixa, sem exposição à radiação luminosa. As formulações faciais 

desenvolvidas apresentaram potencial de aplicação na área facial, com altas 

propriedades hidratantes e antioxidantes e importante estabilidade por um longo 

período, uma característica fundamental para aplicação em formulações cosméticas. 

 

Palavras–chave: Levana; Óleo de amêndoas; 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 
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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 mm2 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. Introdução 

A pele sofre progressivas alterações morfológicas e fisiológicas com o aumento 

da idade e fornece a primeira evidência óbvia do processo de envelhecimento 

(Zouboulis et al., 2019), podendo este, ser causado por fatores genéticos 

(envelhecimento endógeno) e por fatores extrínsecos ao estilo de vida (envelhecimento 

exógeno), como exposição crônica à luz, poluição, radiação ionizante, produtos 

químicos ou toxinas (Im et al., 2018; Zouboulis et al., 2019). 

Embora existam várias teorias sobre os mecanismos que contribuem para esse 

processo, a teoria da oxidação considera que os radicais livres devem ser o ponto chave 

para o envelhecimento da pele (Amarowicz et al., 2004). Os radicais livres são 

subprodutos normais dos processos metabólicos e por serem quimicamente instáveis, 

possuem a capacidade de capturarem oxigênio 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 ação antioxidante e a capacidade de retenção de umidade dos 

ingredientes cosméticos são de grande importância no retardo desse processo (Jiménez-

Pérez et al., 2018). Os antioxidantes sintéticos como hidroxianisol butilado (BHA) e o 

hidroxitolueno butilado, (BHT), pela facilidade de produção, são amplamente 

utilizados. No entanto, certos estudos sugerem que o alto consumo de antioxidantes 

sintéticos resulta em riscos potenciais à saúde. Sato el al. (1987) verificaram que a 

aplicação tópica de BHA e BHT na pele dorsal de camundongos induziu tumores de 

pele em 15% e 35%, respectivamente. Além disso, esses compostos são potencialmente 

preocupantes para o meio ambiente. Apesar de ser degradável, o BHT possui potencial 
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de bioacumulação (moderado a alto) e alta toxicidade aquática (Nicnas, 2017). Dessa 

forma, o uso de produtos naturais na cosmetologia atual é uma tendência como citado 

por Lacatusu et al., (2018).  

O exopolissacarídeo levana é uma molécula microbiana, que apresenta alta ação 

antioxidante comprovada pelos estudos de Liu et al. (2012) Srikanth et al. (2015), 

Domżał-Kędzia et al. (2019) e Taylan, Yilmaz e Dertli (2019). Também apresenta 

propriedades de hidratação e alívio da irritação da pele (Kim et al., 2003), ação anti-

inflamatória (Srikanth et al., 2015) e efeito clareador da pele (Furukawa; Tsuboi, 2006), 

possibilitando a sua aplicação em formulações cosmecêuticas. 

Celligoi et al., 2018 incorporaram a levana de Bacillus subtilis como princípio 

ativo de formulação biocosmética facial com a base de ammonium 

acryloyldimethyltaurate/VP copolymer. O biocosmético apresentou atividade 

antioxidante 3,6 vezes maior do que à atividade da formulação base (padrão) e a 

espalhabilidade do produto aumentou com a adição de levana, permanecendo estável 

por 15 dias. 

A levana apresenta uma alta ação antioxidante e a associação de princípios ativos 

no mesmo sistema de entrega, representa inovação na cosmetologia, pois o aumento da 

ação bioativa é uma condição obrigatória para projetar novas formulações 

cosmecêuticas (Lacatusu et al., 2018). O óleo de amêndoas é comumente utilizado na 

indústria 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 óleo 

essencial de canela é outro componente que apresenta atividades antioxidante e 

antimicrobiana contra uma ampla gama de patógenos (Pandey, Jagtap, Polshettiwar, 

2011; Herman et al., 2013; Zhang et al., 2016; Vahedikia et al., 2019), podendo ser 

adicionado em formulações cosmecêuticas, potencializando a ação antioxidante e 

agregando a propriedade antimicrobiana ao produto. 

Na cosmetologia, as emulsões do tipo óleo em água (o/a) e água em óleo (a/o) são 

comumente conhecidas e utilizadas como sistemas de transporte de ingredientes ativos, 

melhorando sua distribuição e permeação na pele (Igielska-Kalwat et al., 2019). 

Variando as proporções dos ingredientes da formulação, podem ser produzidas 

emulsões com excelente estabilidade e viscosidade ajustáveis conforme área de 

aplicação (Binder et al., 2019). 

Após definida a área de aplicação, o ajuste dos parâmetros 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 condição para uma dada resposta 

através de variações na formulação de componentes específicos (Moraes Filho et al., 

2018). Por esse motivo, esse delineamento é comumente aplicado em formulações de 

produtos industriais, incluindo o processamento de alimentos, cosméticos e 

medicamentos (Jiao et al., 2018). 

A estabilidade das formulações, é um dos dados mais críticos para as indústrias 

farmacêutica e cosmética. O principal parâmetro usado para prever o prazo de validade 

da formulação, é a variação de temperatura, mas a exposição à luz solar, também deve 

ser considerada. Portanto, as formulações são armazenadas sob várias condições e são 

analisadas periodicamente de 3 a 6 meses (Igielska-Kalwat et al., 2019). 

Neste estudo, a associação de levana, óleo de amêndoas 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 fermentação, Glicerina (INCI Name: 

Glycerin), Álcool cetílico (INCI Name: Cetyl Alcohol), Álcool estearílico (INCI Name: 

Cetearyl Alcohol), Álcool cetoestearílico 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), Óleo de amêndoas doce (INCI name: 

Prunus Amydalus Dulcis Oil) e Óleo essencial de canela (INCI Name: Cinnamomum 

cassia Oil). 

 

2.2. Produção da levana por Bacillus subtilis natto 

A levana foi produzida por Bacillus subtilis natto no meio de fermentação em (g 

L
-1

): sacarose, 400; extrato de levedura, 2; KH2PO4, 1; (NH4)2SO4, 3; MgSO4(7H2O), 

0,6; MnSO4, 0,2; citrato de amônio, 0,25 (Bersaneti et al., 2017). A fermentação 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
-1

 de inóculo (Bersaneti, 2016). A fermentação foi interrompida por 
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centrifugação 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 água destilada por 48 h e liofilizada.  

2.3. Formulações cosmecêuticas 

As formulações desenvolvidas foram do tipo emulsão óleo/água (O/A) e 

estudadas por um planejamento de misturas simplex-centroide com nove formulações 

variando os componentes X1 (levana), X2 (óleo de canela) e X3 (óleo de amêndoas). As 

concentrações máximas dos componentes foram de 1 g, 0,5 mL e 8 mL para as variáveis 

X1, X2 e X3, respectivamente (Tabela 1). A variável resposta foi a viscosidade, por ser 

um parâmetro importante para cosmético facial. 

 
Tabela 1. Planejamento de misturas simplex-centroide para desenvolvimento de uma formulação 

cosmecêutica facial com levana de B. subtilis, óleo de canela e óleo de amêndoas tendo como resposta a 

viscosidade 

 

Ensaios 

Níveis dos fatores (%) Variável resposta 

X1 X2 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 33,3 33,3 33,3 31473 

 

Símbolos 

 

Fatores 

Níveis decodificados 

100 % 50 % 33,3 % 

(X1) Levana (g) 1 0,5 0,333 

(X2) Óleo de canela (mL) 0,5 0,25 0,17 

(X3) Óleo de amêndoas (mL) 8 4 2,67 

 

O preparo das formulações foi pelo método de emulsificação de inversão de fases. 

A fase 1 com 72,3 mL de água destilada e 3,0 g de glicerina e a fase 2 por 4,0 g de 

álcool cetílico, 3,8 g de álcool estearílico, 3,0 g de álcool cetoestearílico 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 ºC e a fase 2 foi vertida sobre a 1, sob 

agitação e em temperatura inferior a 40 ºC foram adicionados 0,4 mL de conservante, 

1,5 mL de ciclometicone e a levana, óleos de amêndoas e de canela conforme Tabela 1. 

As formulações foram ajustadas a pH 4,5 com solução de ácido cítrico.  
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2.4. Caracterização da formulação 

A formulação selecionada pelo planejamento foi caracterizada por 90 dias nas 

condições de exposição: temperatura alta (37 ± 2 °C), temperatura baixa (5 ± 2 °C), com 

exposição indireta ou direta à radiação luminosa e em temperatura ambiente (28 ± 2 

°C). Cada formulação (100 g) foi exposta as diferentes condições (ANVISA, 2004)  

 Os parâmetros estabilidade e espalhabilidade, propriedades físico-químicas, 

atividade antioxidante, capacidade de retenção de umidade (hidratação) 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 separação de fases. Cinco (5) gramas da 

formulação foi centrifugada a 3000 rpm, por 30 minutos a temperatura ambiente. O 

resultado foi por visualização macroscópica, após a centrifugação e 24 h de repouso, 

sendo interpretados como: normal (sem separação de fases), separação de fases 

(coalescência) e cremeado (ANVISA, 2004).  

A espalhabilidade foi avaliada com 1 g da amostra utilizando placas de vidro sob 

papel milimetrado. Os diâmetros perpendiculares formados foram medidos para 

determinar a superfície abrangente, em temperatura de 25 ± 2 ºC (Borghetti; Knorst, 

2006). Foram utilizados pesos de 2, 4 e 10 g em intervalos de um minuto, os testes 

foram em triplicatas. Os cálculos seguiram a equação 1: 

   
(     ) 

 
  (Eq. 1) 

Onde: 

Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso em milímetro quadrado 

(mm
2
); d: Diâmetro médio em milímetro (mm). 

 

2.4.2. Análises físico químicas 

O pH foi medido nas amostras diluídas em água destilada (10%) (Garbossa; 

Campos, 2016).  

A densidade (d) foi avaliada utilizado um picnômetro de vidro com volume de 10 

mL em 20 ºC, sendo utilizada como padrão a densidade da água. O picnômetro vazio foi 

pesado (M0), em seguida foram adicionadas até transbordar, secadas e pesadas a água 
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destilada (M1) e posteriormente a formulação (M2) (ANVISA, 2007). Para o cálculo foi 

utilizado a equação 2:  

  
      

      
   (Eq. 2) 

A viscosidade foi determinada por viscosímetro rotacional digital modelo Marte 

MDV-8. Foram utilizadas 200 g da formulação e o spindle de número 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 gráfico 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 o ensaio 1 mL da amostra (formulação a 2,5 mg mL
-1

)
 
e 0.3 mL da 

solução de DPPH foram incubadas no escuro por 30 min em temperatura ambiente 

seguida de leituras a ƛ=517 nm. O branco usado era composto por 1 mL da formulação 

e 0.3 mL de etanol e o controle com 1 mL de etanol e 0,3 mL da solução de DPPH 

(Srikanth et al. 2015). A taxa de inibição (%) do radical livre foi calculada conforme a 

equação3:  

 

            
(                –               )

               
         (Eq. 3) 

 

2.4.4. Capacidade de retenção de umidade (hidratação) 

Foi avaliada por gravimetria segundo Zhang et al. (2012) e Zhao et al. (2012). Em 

cadinhos previamente tarados foram misturados 1 g da formulação e 1 mL de água. Os 

cadinhos foram armazenados por 96 h (temperatura ambiente) em dessecador de 

umidade selado com solução saturada de K2CO3 (43% umidade relativa - UR). A 

capacidade de retenção de umidade (Ru) foi avaliada pela percentagem de água residual 

nas amostras, calculado pela equação 4:  

   ( )  
  

  
         (Eq. 4) 

Onde, P0 é o peso da água destilada adicionada as amostras e Pt é o peso da água após 

os tempos testados.  

  

2.4.5. Propriedades organolépticas 
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A cor e o odor da formulação foram avaliados nos tempos inicial e final (2 e 90 

dias).  A cor foi verificada através da análise visual, em luz branca e o odor utilizando o 

olfato. Os resultados foram interpretados como: N: normal (sem alteração), LV: 

levemente modificada, M: modificada e IM: intensamente modificada (ANVISA, 

2004). 

 

2.5. Análise estatística 

Os resultados do delineamento de misturas simplex-centroide foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) e análise de regressão utilizando o software Statistica 

versão 7.0. 

Gráficos de contorno e de otimização 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 

formulação cosmecêutica otimizada (estimadas pelo modelo).  

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1. Análise das formulações cosmecêuticas  

As respostas de viscosidade avaliada pelo planejamento de mistura simplex estão 

na Tabela 1. A viscosidade é um parâmetro fundamental em produtos cosméticos, capaz 

de determinar a consistência e/ou fluidez apropriadas para região de aplicação e os 

limites de aceitação devem ser definidos pelo formulador, considerando a percepção 

visual e sensorial decorrida de alterações (Anvisa, 2004). A formulação com 100% de 

óleo de amêndoas (ensaio 3) apresentou maior viscosidade (42079 cP) e formulação 

contendo apenas óleo de canela (ensaio 2) a menor (26645 cP). No entanto, por se tratar 

de um hidratante facial é adequado uma viscosidade intermediária que atende as 

exigências do produto. A Figura 2B apresenta a viscosidade intermediária (34362 cP) 

ideal para o cosmético com 75% de levana, 25% de óleo de amêndoas e sem a adição de 

óleo de canela. A Figura 2C mostra que na otimização da formulação nessas condições 

o resultado foi de 36321cP e quando foi validada (triplicata), o resultado obtido da 

viscosidade média foi de 32925 cP (p <0,05) não apresentando diferença significativa 

entre o predito e o experimental, garantido assim a otimização da formulação.  

Desta forma, a formulação com 75% de levana e 25% de óleo de amêndoas foi 

produzida e caracterizada por um período de 90 dias em diferentes condições de 
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exposição, para verificação da estabilidade. 

 

 

 

Figura 2. Gráfico de superfície de resposta (A), otimização da viscosidade com variação de levana e 

óleos de canela e amêndoas (B), definição da viscosidade intermediária (C). 

 

 

3.2. Caracterização da formulação 

 

3.2.1. Estabilidade e espalhabilidade 

A formulação foi classificada como normal pois não apresentou separação de 

fases ou modificação visível nos tempos estudados até 90 dias. 

A espalhabilidade indica a área na qual uma formulação tópica se espalha na pele 

em mm
2
. De acordo com os resultados foi possível observar que em 90 dias todas as 

formulações apresentaram uma espalhabilidade similar média de 805 mm
2
, a amostra 

exposta a radiação luminosa apresentou espalhabilidade inferior. Esse parâmetro 

desempenha um papel fundamental na determinação da eficácia e da aceitação do 

produto pelo consumidor (Montenegro et al., 2015). Alguns autores relataram uma 

relação entre viscosidade e espalhabilidade para formulações tópicas (Lardy et al., 2000; 
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Garg et al., 2002), sugerindo que quanto menor a viscosidade e a tensão superficial 

maior será a espalhabilidade na pele. 

 

 

3.2.2. Análises físico-químicas 

Os resultados de pH podem ser observados na Tabela 2. A densidade das amostras 

estava normal, não apresentando alterações com 90 dias.  

 

Tabela 2. Valores de pH da formulação cosmecêutica com 2, 30, 60 e 90 dias, em diferentes condições de 

exposição. 

 

Exposição 2 dias 30 dias 60 dias 90 dias 

Radiação luminosa 4,5 4,3 4,2 4,2 

Sem radiação 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 exposição à radiação luminosa e temperatura elevada a formulação 

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 exposição à radiação 

luminosa a formulação apresentou um aumento do pH, mantendo-se dentro da faixa de 

pH ideal da pele. A queda do pH de emulsões cosméticas armazenadas em temperaturas 

altas também foi verificado por Kim e Lee (2018), que relataram uma diminuição 

gradual do pH com ao longo do tempo. 

A viscosidade aparente (cP) da formulação cosmecêutica exposta as diferentes 

condições de exposição e nos tempos estudados permaneceu próxima a viscosidade 

inicial avaliada. A viscosidade apresentou um comportamento típico não-newtoniano ou 

pseudoplástico, considerado desejável para preparações tópicas, pois melhora a 

disseminação do produto na pele (Montenegro et al., 2015). Esse comportamento é o 

mais comum em formulações cosmecêuticas e é caracterizado pela diminuição gradual 

da viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento (Garbossa; Campos, 

2016). Assim, a viscosidade não pode ser expressa por valores únicos (Correa et al., 

2005). 

 

3.3.3. Atividade antioxidante  

Os resultados da taxa da atividade antioxidante da formulação cosmecêutica em 
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diferentes tempos e condições de exposição estão na Figura 3.  

 

 

 

 

 

Figura 3. Atividade antioxidante da formulação cosmecêutica com 2, 30, 60 e 90 dias, em diferentes 

condições de exposição. 

 

 

Em 90 dias, houve o aumento da taxa de inibição (%) de radicais livres da 

formulação em todas as condições de exposição. A formulação mantida em temperatura 

ambiente, apresentou melhor ação antioxidante (72 %) e quando armazenada em 

ambiente escuro também exibiu uma boa atividade (65%). Resultados satisfatórios 

considerando que o armazenamento adequado de produtos cosméticos é em temperatura 

ambiente. A formulação ficou estável nas condições 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 concentração de 10 mg mL
-1

 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
-1

) pelo método de DPPH, 

obtendo 87,6; 85,9 e 75,3 % para três amostras testadas. No presente trabalho, 

utilizando uma menor concentração da formulação (2,5 mg mL
-1

)
 
foi possível se obter 

uma atividade antioxidante próxima aos dos estudos anteriores.  
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3.2.4. Capacidade de retenção de umidade (hidratação) 

A capacidade de retenção de umidade avaliada na formulação cosmecêutica 

exposta a diferentes condições de exposição está apresentada na Tabela 3.  

 

Tabela 3. Capacidade de retenção de umidade da formulação cosmecêutica com 2, 30, 60 e 90 dias, em 

diferentes condições de exposição. 

 

 

Exposição 

Retenção de umidade em 43% UR (%) 

2 dias 30 dias 60 dias 90 dias 

Radiação luminosa 88,8 95,6 85,1 78,5 

Sem radiação 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 formulação apresentou uma capacidade de retenção de umidade 

decrescente nas seguintes condições: temperatura baixa > sem radiação luminosa > 

temperatura ambiente > radiação luminosa > temperatura alta. É possível observar que 

quando armazenada em temperatura baixa, a formulação atinge 100% de capacidade de 

retenção de umidade. 

Sugere-se que a capacidade hidratante da formulação desenvolvida, se deve 

principalmente ao alto potencial de retenção de umidade da levana (Domżał-Kędzia et 

al., 2019) e aos demais componentes glicerina (Shi et al., 2010) e óleo de amêndoas que 

impede a evaporação da água da pele (Costa; Silva, 2017).  

 

3.2.5. Propriedades organolépticas 

Alterações na cor e odor da formulação durante o tempo de estudo podem ser 

observadas na Tabela 4. No tempo inicial (2 dias) a formulação tinha coloração branca e 

odor agradável, dados como normais e padrões.  

 

Tabela 4. Resultado das propriedades organolépticas de cor e odor da formulação cosmecêutica em 

diferentes tempos e condições de exposição. 

 

Exposição 30 dias 60 dias 90 dias 

Cor Odor Cor Odor Cor Odor 

Radiação luminosa N M N M N IM 

Sem radiação 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 alteração); LM – levemente modificada; M – modificada; IM – intensamente 

modificada. 

 

As alterações na cor foram observadas na formulação exposta à temperatura 

elevada e temperatura ambiente em 30 dias, apresentando coloração amarela e amarela 

pálida, respectivamente. Com 90 dias essa cor permaneceu estável, não houve 

escurecimento. Kim e Lee (2018) também observaram que quando armazenadas em 

temperatura alta, emulsões demonstram maiores alterações na cor, passando de amarela 

pálida para marrom escura após 25 dias. Quando armazenada na ausência de radiação 

luminosa a formulação também apresentou uma leve modificação na coloração após 90 

dias, com uma cor amarela pálida. 

Com relação ao odor, a única condição que alterou a formulação foi a exposição à 

radiação luminosa, passando de modificada aos 30 dias para intensamente modificada 

(ausência total da fragrância inicial) em 90 dias.  

 

4. Conclusão 

 

A levana microbiana e o óleo de amêndoas apresentaram potencial de aplicação 

como ingredientes ativos de cosméticos. A melhor formulação com a viscosidade 

desejada foi com 75% de levana e 25% de óleo de amêndoas. Essa formulação 

apresentou espalhabilidade de 805 mm
2
,
 
pH e densidade ideais para a área de aplicação, 

viscosidade com comportamento não-newtoniano, propriedades organolépticas normais, 

atividade antioxidante máxima de 72 %, capacidade hidratante de 100,3 % e alta 

estabilidade por 90 dias, quando armazenadas em temperatura ambiente e baixa, sem a 

exposição à radiação luminosa. Portanto a levana microbiana associada ao óleo de 

amêndoas agrega valor ao cosmético pelas propriedades antioxidante e hidratante. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 A produção de levana por Bacillus subtilis natto atingiu 94,62 g L-1, com 

uma produtividade de 3,94 g / L.h -1 utilizando 400 g L-1 de sacarose em 

24 horas.  

 

 A atividade antioxidante da levana avaliada pelo método do DPPH (2,2-

difenil-1-picril-hidrazil) foi de 58 % na concentração de 10 mg mL-1 e a 

capacidade de retenção de umidade foi de 92 % após 96 h. A levana 

não apresentou atividade antimicrobiana contra os patógenos testados. 

 

 O óleo essencial de canela apresentou 21 % de atividade antioxidante 

na concentração de 10 mg mL-1 e apresentou atividade antimicrobiana 

contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa, com a concentração inibitória mínima de 1 

mg mL-1. 

 

 As formulações de gel aniônico foram desenvolvidas com 1 % de levana 

(melhor atividade antioxidante) e com as concentrações do óleo de 

canela com 0.5 %, 1% e 2 % (5, 10 e 20 vezes acima da concentração 

inibitória mínima). Após caracterização apresentaram boa estabilidade 

por 15 dias, pH compatível com o da pele, atividade antioxidante 

máxima de 54 % e atividade antimicrobiana contra todos os patógenos 

testados. 

 

 De acordo com o planejamento simplex-centroide a melhor formulação 

com a viscosidade desejada foi com 75% de levana e 25% de óleo de 

amêndoas. Essa formulação apresentou espalhabilidade de 805 mm2, 

pH e densidade ideais para a área de aplicação, viscosidade com 

comportamento não-newtoniano, propriedades organolépticas normais, 

atividade antioxidante máxima de 72 %, capacidade hidratante de 100,3 

% e alta estabilidade por 90 dias, quando armazenadas em temperatura 

ambiente e baixa, sem a exposição à radiação luminosa. 
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 Foi possível desenvolver um cosmético multifuncional associando 

levana, óleo de canela e óleo de amêndoas como princípios ativos, 

gerando um produto natural, sustentável e com excelentes propriedades 

dermocosméticas.  
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