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RESUMO
A demanda por produtos cosméticos que contenha ativos de origem natural,
sustentaveis de qualidade e com étimo custo-beneficio, tem sido de interesse tanto
por parte das industrias quanto dos consumidores. Os ativos naturais se destacam
pelas propriedades biolégicas e pela biocompatibilidade aos consumidores. Dentre
esses compostos o0s frutooligossacarideos bacterianos apresentam diferentes
propriedades biol6gicas, destacando as antioxidante e hidratante. Os
frutooligossacarideos possuem aplicacao na industria alimenticia pela sua propriedade
prebidtica, porém esse efeito tem sido pouco explorado na area cosmética. Assim, este
estudo teve como objetivo investigar a producdo e aplicacdo dessas moléculas em
formulac@o cosmética com atividade antioxidante e hidratante. Os frutooligossacarideos
foram obtidos a partir de Bacillus subtilis natto, e aplicado no desenvolvimento de
formulacbes tipo sérum com concentracdo de 1,25; 25 e 50 g/% de
frutooligossacarideos. As formulacdes foram avaliadas quanto a estabilidade,
caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas e atividade antioxidante e hidratante. As
formulacbes apresentaram pH de 6,0, faixa ideal para cosmético facial e exibiu aumento
na atividade antioxidante de acordo como o aumento da concentracdo (%) de
frutooligossacarideos. A formulacdo com 5,0 g/% de frutooligossacarideos atingiu 80%
de inibicdo do radical DPPH e apresentou atividade hidratante de 95%. Portanto, os
frutooligossacarideos podem ser aplicados em formula¢cdes cosméticas pelo seu alto
poder antioxidante e hidratante, apresentando um potencial significativo para o

desenvolvimento de cosmético sustentavel e multifuncional.

Palavras-chave: cosméticos sustentaveis, atividade antioxidante, atividade hidratante,
oligossacarideos.



ABSTRACT

The demand for cosmetic products that contain active ingredients of natural origin,
which are sustainable in quality and cost-effective, has been of interest to both the
industry and consumers. Natural active ingredients stand out for their biological
properties and biocompatibility for consumers. Among these compounds, bacterial
fructooligosaccharides have different biological properties, including antioxidant and
moisturizing properties. Fructooligosaccharides are used in the food industry for their
prebiotic properties, but this effect has been little explored in the cosmetics area. The
aim of this study was to investigate the production and application of these molecules
in cosmetic formulations with antioxidant and moisturizing activity. The
fructooligosaccharides were obtained from bacillus subtilis natto and applied in the
development of serum-type formulations with concentrations of 1.25, 2.5 and 5.0 g/%
fructooligosaccharides. The formulations were evaluated for stability, organoleptic and
physicochemical characteristics and antioxidant and moisturizing activity. The
formulations had a ph of 6.0, the ideal range for facial cosmetics, and showed an
increase in antioxidant activity as the concentration (%) of fructooligosaccharides
increased. The formulation with 5.0 g/% fructooligosaccharides achieved 80%
inhibition of the dpph radical and showed 95% moisturizing activity. Therefore,
fructooligosaccharides can be applied in cosmetic formulations due to their high
antioxidant and moisturizing power, presenting significant potential for the
development of sustainable and multifunctional cosmetics.



SUMARIO

LN TO 51T 07:X @ TR 7
1. REVISAO DE LITERATURA ...ttt ettt 8
000 O © LS @ 13 4 1= 1 o]0 LN 8
2.1.1 COSMELICOS SUSIENTAVEIS ...ccoeeeeee e 10
1.2. Producéo de bioativos por processos fermentativos...........ccccccceeeeeeeeeeeennnns 11
1.3.  FrutooligoSSACArid OS .......cccuueieiiiiiee ettt 12
2. OBUIETIVO ..ttt ettt ettt e e e s s bt e e e s e bb e e e e e e nnbaeee e 14
ODbjetiVos ESPECITICOS ....cooiiiiiiiiiiiee e 14

3. MATERIAIS E METODOS .....ooiiiieeeeeeeteeeseeee ettt es st en st en e en s 14
I I |V [T o (s =T g 1] [ PP PPPPPPPPPP 14
4.2 Producao de frutooligoSSacarideOos ..........cuuuvuiiieeeeeieeeeiien e 14
4.3 Desenvolvimento do cosmético tipo sérum com frutooligossacarideos....15
4.4 Caracterizacdes das formulagies ............couvviiiiiiiiiiiiiccc e 16
4.4.1 Ensaios de pré-estabilidade .............ooouiiiiiiiiiieiii e 16
4.4.2 Avaliacdo da estabilidade preliminar..........cccoooeevviiiiiiiiiie e 16
4.4.3 ENSaios Organol@pLiCOS ........uueiieiieeiiiiiiiiiiieeee e 17
4.4.4 ENSaios fiSICO-QUIMICOS........cuuuiiiiieeeieeeeeie e e e e 17
4.4.5 Espalhabilidade ... 17
4.4.6 Atividade NIdratante.............eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 18
4.3.7 Atividade antioXidante ............ueeiiiiieeiiieiiiire e 18
4.3.8 ANAlISE SEALISHICA .....vvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 19

4. RESULTADOS E DISCUSSAO ..ot ee e ee e 19
5.1 Producédo dos frutooligossacarideos pela levanasacarase .......................... 19
5.2  Atividade antioxidante dos frutooligossacarideos.............ccceeeeviiiviiiicinneeennn, 20
5.3 Caracterizagdo das formulagies ..o 20
5.4  ENSaios Organol€PtiCOS ........oovviiiiiiiii e 20
5.5 ENSai0S FiSICO-QUIMICOS .....coiiiiiiiiiiiiiiiiieeee et ee e e e e e 21
5.6 Espalnabilidade...........cccoooiiiiiiiiiiiie e 22
AN 1)/ To F= To (S0 o o | = = U (= 23
5.7  Atividade antioXidante ...........cooeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 23
5. CONCLUSOES ...ttt 25



INTRODUCAO

Na sociedade atual hd um crescente interesse no cuidado pessoal,
aumentando a busca da populacdo por cosméticos (Domzat-Kedzia et al., 2019).
Entretanto, em alguns casos, o uso desses produtos esta relacionado a ocorréncia de
efeitos indesejaveis nos usuarios, devido a presenca de substancias quimicas nos
cosmeéticos. Estima-se que dentre os produtos cosméticos atualmente disponiveis,
estéo presentes cerca de 10.000 substancias quimicas, incluindo parabenos, ftalatos,
p-fenilenodiamina, formaldeido, dioxano, triclosan e numerosos metais (Darbre;
Harvey, 2014; Ullah et al., 2017).

A presenca dessas substancias quimicas em cosmeéticos esta ligada ao seu
uso intencional como antioxidantes, conservantes, emolientes, surfactantes,
pigmentos, fragrancias, absorvedores de UV, entre outras fun¢fes. Entretanto, além
dessas substancias utilizadas na formulacdo dos produtos e que geralmente sao
legalizadas, outras substancias quimicas perigosas, como 0s metais pesados, de
origem acidental também podem estar presentes nesses produtos (Al-Saleh; Al-
Enazi; Shinwari, 2009; Harada et al., 2001; Lee; Jeong; Chang, 2008; Soares;
Nascentes, 2013; Volpe et al., 2012).

Algumas substancias quimicas usadas em cosméticos sado expostas aos
humanos por via cutanea, oral e inalatéria, e essa exposi¢cdo pode induzir efeitos
adversos para a saude e a seguranca do consumidor, como por exemplo os
parabenos, o0s quais podem interferir no sistema endocrino, afetando
consequentemente o sistema nervoso central, o sistema imunolégico, a homeostase
lipidica, os niveis de glicose e a tireoide (Btedzka; Gromadzinska; Wasowicz, 2014).
Desta forma, as substancias presentes em cosméticos devem ser seguras para 0s
usuarios e apresentando compostos ativos e biocompativeis (Boyer et al., 2018;
Chuberre et al., 2019; Domzat-Kedzia et al., 2019, Dréno et al., 2019; Kim et al., 2021).
Considerando a necessidade de utilizacdo de moléculas biodegradaveis como ativos
em formulagbes cosméticas, os pesquisadores tém investido em pesquisas para
aplicacdo de metabdlitos ndo toxicos (Marin; Bricefio; Caballero-George, 2013;
Martins; Marto, 2023).

Dentre os ativos biodegradaveis com propriedades adequadas para aplicacéo
na industria cosmecéutica, encontra-se 0s polissacarideos e oligssacarideos

bacterianos, com destaque para os frutooligossacarideos (Fos). Este ativo, € um



oligomero constituido por unidades de frutose, unidas com ligagdes 2,6-glicosideos
podendo ser sintetizado por plantas ou microorganismos diversos (Guerra et al., 2023;
Wan et al., 2024; Veerapandian et al., 2020?). Bacillus subtilis natto € um dos
microrganismos capazes de sintetizar frutooligossacarideo, a partir de diversas fontes
de sacarose, como xaropes ou melaco de cana de aglcar (De Siqueira; Oner, 2023),
0 que pode contribuir para a aplicacéo industrial.

O fruotoligossacarideo de origem bacteriana é produzida pela
levanassacarase, uma enzima extracelular, que realiza a hidrélise da sacarose, bem
como as reacOes de transfrutosilacdo com a molécula de sacarose formando
frutooligossacarideos (E Silva et al., 2023; Goncalves; Baldo; Celligoi, 2015; Mardo et
al., 2014). Essa enzima se torna importante no campo biotecnoldgico da producéo de
Fos, exibindo altos niveis de eficiéncia (Ragab et al., 2019).

As caracteristicas fisico-quimicas, as propriedades dos frutooligossacarideos e
suas aplicacbes sdo determinadas pelo microrganismo utilizado bem como as
condi¢bes de producdo, e a concentracdo da enzima aplicada (Oner; Hernandez;
Combie, 2016; Tanaka; Oi; Yanamoto, 1980).

Os frutooligossacarideos apresentam diversas propriedades como
biocompatibilidade, bioestabilidade, atividade antioxidante, hidratante, espessante,
emulsificante e acéo prebidtica levando a melhoria do funcionamento intestinal. Assim
apresenta potencial de aplicacdo em uma ampla gama de setores da industria (Chen
et al., 2023; E Silva et al., 2023; Pawar et al., 2023). Dessa forma, considerando a
tendéncia de mercado pela procura de cosméticos com ativos naturais e as
propriedades dos frutooligossacarideos, este composto vem se mostrando um ativo

competitivo a polimeros sintéticos comerciais (E Silva et al., 2023).

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Cosméticos

Produtos datado desde anos antes de Cristo, em regides como Egito, Grécia
e Roma antiga (Oliveira, 2022), os cosméticos sdo definidos como qualquer produto de
higiene ou embelezamento (De Souza et al., 2022), amplamente utilizados no cotidiano
humano, possuindo uma gama de aplicacdes, podendo atuar como hidratante,

umectante, antioxidante e bioestimulante.



Ao decorrer da historia humana, os cosméticos tiveram diferentes picos de uso
na sociedade devido a diferentes culturas que proibiam o consumo, engquanto outras
incentivavam. Como exemplo, h& relatos no Egito antigo e Grécia antiga sobre a
aplicacao facial de produtos com pigmentagéo preta ou avermelhada para prote¢éo do
sol ou para o embelezamento para encontros sociais, como os teatros. Ja na idade
média, o uso de cosméticos decaiu devido a proibicdes religiosas e s6 houve o retorno
no século XIX com o nascimento da moderna industria de cosméticos (Oliveira, 2022).
Durante a época da revolucao industrial, houve um impacto cultural na sociedade, o qual
provocou 0 consumo exagerado de produtos em geral, entre eles o consumo de
cosméticos (Golcalves et al., 2022).

O consumo desenfreado de produtos cosmeéticos contribuiu para a crise
ambiental, visto que tanto as embalagens descartaveis como as substancias presentes
nas formulacbes promoveram impactos ambientais (De Souza et al., 2022). Nesta
mesma época, houve também uma preocupacédo com o bem-estar do consumidor, visto
que algumas substancias que compde o produto poderiam ser toxicas ao individuo,
resultando em reacdes ao cosmético (Boyer et al., 2018; Chuberre et al., 2019; Da
Silva; Mangas; Chagas., 2023; Domzat-Kedzia et al., 2019; Dréno et al., 2019; Furman
et al., 2022; Kim et al., 2021; Oliveira, 2022).

Com isso, houve um apelo social por cosméticos sustentaveis, 0s quais
ficaram conhecidos na década de 1970 com o desenvolvimento de produtos a partir de
recursos naturais (De Lima et al., 2021; De Souza et al., 2022). Sendo assim, a industria
buscou compostos de origem vegetal e microbiana para ser utilizados como bioativos
em formulagBes cosmecéuticas (Martiny et al., 2021; Martelli et al., 2021; Ferreira et al.,
2022). Entre os individuos com potencial de produzir bioativos, os microrganismos se
destacam no uso industrial por conta da diversidade sintetizada de acidos graxos,
peptideos, vitaminas e carboidratos (Ferreira et al., 2022).

Em 2022, o Brasil foi classificado como o quarto pais que mais consome
cosméticos no mundo, tanto produtos estéticos como produtos de higiene, havendo
cerca de 3.300 empresas no pais responsavel pelo desenvolvimento e producdo desses
produtos. O Brasil também é considerado o maior produtor de fragrancias, produtos
masculinos e desodorantes (Graciano et al., 2022; Lima; Melo; Aguiar; 2022). Para os
produtos de uso topicos, o pais esta em oitavo lugar no ranking mundial, atras do uso de
produtos depilatorios (sexto lugar) e o uso de maquiagem (quinto lugar) (Baptista, 2020).

Além do comércio de produtos cosméticos, o Brasil contribuiu também para o



desenvolvimento de bioativos de origem microbiana ou vegetal, os quais podem ser
aplicados a diferentes formulacbes (Dahmer et al., 2023; De Castro et al., 2022;
Helenas et al., 2022; Rodrigues et al., 2023).

2.1.1 Cosméticos sustentaveis

7

A sustentabilidade é um conceito definido a partir de trés pilares: (1)
responsabilidade ambiental; (2) solidariedade social; e (3) eficiéncia econdmica. Sendo
assim, para que um produto ou metodologia seja considerado sustentaveis, € necessario
que haja o equilibrio entre os trés fundamentos citados (Martins; Marto, 2023).
Atualmente, empresas de diversas areas estdo em busca da sustentabilidade, seja no
método abordados para o preparo do produto, como no proprio produto em si. Focando
nas indastrias cosmecéuticas, surge a necessidade do desenvolvimento de cosmético
sustentaveis, pela demanda social de produtos menos téxicos ao meio ambiente e ao
consumidor (De Lima et al., 2021; Martins; Marto, 2023).

Os consumidores estdo cada vez mais tendenciosos ao uso exclusivo dos
cosméticos sustentaveis, visto que, a populacdo busca conhecer as origens e 0s
processos pelo qual o produto foi submetido, como por exemplo se 0 cosmético passou
por teste em animais. Quando analisados as preferéncias de compras do consumidor,
foi observado que mais da metade possui preferéncia nesses produtos, e que grande
parte do grupo estava disposto a pagar mais caro para ter um cosmético de origem
natural, sem agressao ao meio ambiente e sem testes em animais (Martins; Marto, 2023;
Rocca et al., 2022). O mercado de cosméticos sustentaveis tende a crescer cada vez
mais, tendo sido estimado para 2027 um mercado de 50 bilhdes de ddlares
(Suphasomboon; Vassanadumrongdee, 2023).

Dentre os tipos de cosméticos sustentaveis, podemos citar os cosméticos
verdes, 0s quais buscam o uso minimo de substancia sintética, possuindo em sua
composicao substancia organicas de origem natural (Martins; Marto, 2023). Em 2021,
os pesquisadores Dini e Laneri definiram como produtos verdes todos aqueles que
possuiam compostos derivados de plantas como substituinte dos ingredientes
sintéticos. Porém, o conceito mais utilizado € relacionado ao uso da “quimica verde”,
a qual se refere a metodologia que reduz o dano ou a toxicidade do produto com a
natureza ou o consumidor (Franca; Ueno, 2020).



Além de substancias provenientes de plantas inteiras ou partes delas como
folha, fruto e caule, a obtencéo de quimicos verdes pode ocorrer a partir de residuos
agroindustriais, como por exemplo borra de café ou as cascas de frutas. Neste caso ha
0 emprego do conceito de economia circular, a qual, resumidamente, se trata de um
sistema fechado, onde ha o uso do produto todo, ndo produzindo residuos (Martins;
Marto, 2023; Tiossi; Simon, 2021).

O metabolismo microbiano também é uma fonte de quimicos verdes, visto
que sintetiza diferentes moléculas que podem atuar como surfactantes, polimeros,
antioxidante, antimicrobiano, e entre outras caracteristicas, sendo rico em substancias
de interesse comercial (Dahmer et al., 2023; De Oliveira Caretta et al., 2023; Ferreira
et al., 2022; Karnwal et al., 2023; Nnolim et al., 2020; Oliveira et al., 2022).

1.2. Producao de bioativos por processos fermentativos

A producdo de compostos bioativos a partir de microrganismo apresenta
diferentes vantagens, sendo que esses possuem a capacidade de sintetizar moléculas
complexas sem a necessidade do uso de substancias agressivas ao meio ambiente e
ao consumidor (Miyazawa et al., 2022). Com isso, alguns microrganismos podem ser
considerados como biofabrica, ou seja, sdo utilizados para a producdo de
biomoléculas de interesse comercial.

Entre os diferentes microrganismos que podem ser utilizados para a sintese
de bioativos, podemos citar o Bacillus subtilis natto, o qual foi isolada no ano de 1913, a
partir do natto, uma comida tipica japonesa com alta popularidade no leste asiatico
(Chen et al., 2022). Essa bactéria tem sido estudada pelo nosso grupo de pesquisa,
tanto para a area de alimentos como cosmética (Bersanetti et al. 2018; Silva et al. 2020
e 2022).

B. subtilis natto € uma bactéria gram-positiva, aerébica, com o tamanho médio
de 2-6 pm (Miyazawa et al., 2022). Esse microrganismo sintetiza alta diversidade de
substancias bioativas, como a nattoquinase, uma protease extracelular com capacidade
de prevenir doencas cardiovasculares a partir da atividade fibrinolitica (Li et al., 2021,
Liu et al., 2023; Pinontoan et al., 2021); acido poliglutamico, o qual pode ser aplicado
em diferentes areas industrias, como a area alimenticia, farmacéutica e cosmética,
por conta de sua caracteristica espessante (Dahiya; Chettri; Nigam, 2021; Li et al.,

2021; Bersanetti et al. 2021) e sintese de vitamina K (Miyazawa et al., 2022).



Este microrganismo também apresenta atividade antimicrobiana, devido a
producao de diferentes antibioticos. Entre eles, podem citar o &cido dipicolinico, o qual
apresentou atividade contra o microrganismo Helicobacter pylori e o fungo Aspergillus
niger; e o peptideo AMPNT-6, o qual apresentou inibicdo de crescimento do
microrganismo Vibrio parahaemolyticus. Apesar de nado descrito as bactericinas
responsavel, o B. subtilis natto também apresenta atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Zhang et al., 2020). Outra caracteristica
desta bactéria € a atividade antioxidante, proveniente da sintese de diferentes

moléculas, como o frutooligossacarideo.

1.3. Frutooligossacarideos

Os frutooligossacarideos sédo oligbmeros de frutose, com ligacdo [B-2,6
glicosidica (Figura 1) (Domzat-Kedzia et al, 2023; Sahyoun et al., 2024). A sintese desta
biomolécula pode ocorrer de duas maneiras, direto pelo microrganismo ou pela sintese
enzimatica de transfrutosilacao a partir da enzima B-frutofuranosidases, onde a enzima
guebra as moléculas de sacarose e transfere a frutose para uma molécula receptora,
formando assim a estrutura dos frutooligossacarideos (E Silva et al., 2023). Outra forma
de obtencéo desse frutano ocorre pela enzima levanasacarase, a qual catalisa a ligagéo
entre as moléculas de frutose disponiveis, formando os diferentes frutooligossacarideos
como cestoses, neocetose e nistose (Figura 1) (De Siqueira; Oner, 2023; Domzat-
Kedzia et al, 2023). A enzima levanasacarase € sintetizada no citoplasma celular e em
seguida é secretada no meio extracelular onde esta em seu estado nativo, podendo

entdo, hidrolisar a sacarose (Avila-Fernandez et al., 2023; Domzat-Kedzia et al, 2023)



Figura 1 — Reacdes para formacdo de frutooligossacarideos e levana e de B.

subtilis natto em meio de sacarose.
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Os frutooligossacarideos possui alto potencial na industria alimenticia como
prebidtico, visto que apresenta diversos beneficios para a satde do consumidor, como
amelhoria e 0 aumento da microbiota intestinal. A atuacdo deste frutano como prebiotico
alimentar se assemelha ao consumo de fibras, visto que essa biomolécula € decomposta
apenas pelos microrganismos da biota intestinal (Silva et al., 2023). Em 2023, Pawar e
colaboradores estudaram os efeitos dos frutooligossacarideos em conjunto com o B.
subtilis na alimentacdo de peixes, para melhor a saide dos animais de aquicultura.
No estudo citado, foi observado que a associacdo do prebidtico e o probidtico resultou
um aumento na resposta imunolégica dos organismos analisados (Pawar et al., 2023).
Além deste, outros estudos foram realizados para compreender as propriedades dos
frutooligossacarideos na alimentacéo de diversos organismos (Liu et al., 2023; Okuda
et al., 2023). Além de proporcionar beneficio a saude do consumidor, a adigcdo deste
bioativo em alimentos interfere também nas caracteristicas reolégicas do produto,
apresentando impactos positivos na textura de alimentos lacteos (Pawar et al., 2023).
A atividade antioxidante dos frutooligossacarideos ja foi descrita na literatura, o qual
ja contribuiu para a diminuicdo do estresse oxidativo derivado da gestacdo em

camundongos (Okuda et al., 2023).



Devido as propriedades dos frutooligossacarideos e a busca por moléculas
atoxicas e multifuncionais, este trabalho vem desenvolver um cosmético multifuncional

do tipo sérum facial com frutooligossacarideos de B. subtilis.

2. OBJETIVO

Produzir e aplicar frutooligossacarideos de Bacillus subtilis natto em uma

formulag@o cosmética.

Objetivos Especificos

e Produzir frutooligossacarideos pela enzima levanasacarase de B. subtilis natto;

e Separar e aplicar em formulagbes cosméticas tipo sérum variando a
concentracao do frutooligossacarideo;

¢ Avaliar a estabilidade das formulacdes;

e Analisar aspectos organolépticos, fisico-quimicos, espalhabilidade das
formulacdes;

e Determinar a atividade hidratante e antioxidante das formulacbes com diferentes

concentracdes de frutooligossacarideo;

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado para a producéao de frutooligossacarideos foi o Bacillus
subtilis natto. Este foi isolado no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina — PR e identificado pela Fundagédo André Tosello
Pesquisa e Tecnologia - Campinas SP. A cepa foi criopreservada a -80 °C com glicerol.
Para a manutencéo foi transferida para o meio contendo (g/L): peptona 50, extrato de
carne 30 e agar 20, 37 °C, por 48 h e mantido a 4 °C em camara refrigerada. O repique

das células foi realizado a cada quarenta e cinco dias.

4.2 Producao de frutooligossacarideos
Para a producdo de frutooligossacarideo, inicialmente foi produzida a
levanasacarase pela fermentacdo com o B. subtilis natto, onde esse foi cultivado em

meio em g.L'%: 400,0 sacarose; 2,0 de extrato de levedura; 1,0 KH2SO4 3,0 de



(NH4)2S04; 0,6 de MgSO4; 0,2 de MnSO4 e 0,25 de (NH4)2HCsHsO7 com agitacao de 150
rpm, 24 h a 37 °C e com 0,2g/L de células (Bersaneti et al., 2018). A fermentacéo foi
interrompida por centrifugagéo a 6.000 rpm por 15 min a 4°C e o sobrenadante bruto foi
utilizado como fonte de levanasacarase.

A sintese dos frutooligossacarideos foi realizada de acordo com Bersaneti et al.
2016, com modificacdes. A producao foi realizada em frascos Erlenmeyer de 1 L
contendo 200 mL de solucéo de sacarose 350 g.L™* em tampé&o de citrato (0,1 M), 50 mL
do sobrenadante (fonte de levanasacarase) a pH 6,0 e, agitagéo de 150 rpm, 35 °C por
36h.

Apés a reacdo de sintese, a primeira precipitacdo foi para separar a levana de
alto peso molecular, seguindo a metodologia de Porras-Domingues et al., 2015 onde foi
utilizado etanol absoluto a 1:1,5, repouso por 12 horas. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante foi novamente precipitado com etanol absoluto a 1:3 (1 sobrenadante: 3
etanol), obtendo assim os frutooligossacarideo. O precipitado foi centrifugado a 4.500
rpm durante 15 minutos a 4°C, liofilizado e avaliado quanto a atividade antioxidante e
utilizado para o desenvolvimento do cosmético. O sobrenadante foi utilizado para avaliar
0s acUcares redutores pelo método de Somogy-Nelson (1945) para acompanhar a
guebra da sacarose pela levanasacarase.

A partir dos resultados da atividade antioxidante foi definida a concentracao proxima

a 50% de inibicao do radical livre para o desenvolvimento das formula¢des do cosmeético.

4.3 Desenvolvimento do cosmético tipo sérum com frutooligossacarideos

O desenvolvimento da formulacdo cosmética do tipo sérum com
frutooligossacarideos foi realizado em 6 fases em um béquer. Inicialmente foi
adicionada a agua destilada e o agente espessante Aristoflex, homogeneizados até a
completa dissolucéo, e em seguida foi acrescido o frutooligossacarideos, o qual foi
misturado até se encontrar totalmente dissolvida. Apds esse processo, foi incluido
lentamente o conservante neolone e em seguida acrescentado a glicerina e o silicone
volatil e para finalizar foi incluida a esséncia de morango champanhe, conforme

descrito na Tabela 1.



Tabela 1 —Componentes das formulacfes FB, F1, F2, F3 do sérum tipo gel com 0,0;

1,25; 2,5; 5,0 g/%, respectivamente, de frutooligossacarideos de B. subtilis natto

Fase Componentes INCI Name FB F1 F2 F3
1 Agua Destilada (ml) Water (ml) 97,2 95,7 945 92
1 Copolimero de Ammonium 0,6 1,2 1,2 1,2
acriloildimetiltaurato Acryloyldimethyltaurate/VP
de amonio/VP (g) Copolymer (g)
2 Frutooligossacarideos Fructooligosaccharides (g) - 1,25 2,5 50
(9)
3 Metilisotiazolinona (e) Methylisothiazolinone 0,2 0,2 0,2 0,2
Fenoxietanol (mL) (and) Phenoxyethanol
(mL)
Glicerina (mL) Glycerin (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0
Silicone Volatil (mL) Ciclomethicone (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0
Morango champanhe = Champagne strawberry 0,2 0,2 0,2 0,2
(mL) (mL)

4.4 CaracterizagOes das formulagdes

4.4.1 Ensaios de pré-estabilidade

Cinco (5) mL de cada formulacdo foram colocados em tubos de ensaios, cénico
e foram centrifugadas a 2.800 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente, para
detectar visiveis modificacfes ou instabilidades como separacao de fases. A observacéo
ocorreu em dois momentos: analise macroscoépica apos 24 horas em repouso e apos o

teste de centrifugacao.

4.4.2 Avaliagéo da estabilidade preliminar

A avaliagdo da estabilidade preliminar foi realizada na fase inicial do
desenvolvimento do produto e durante quinze dias, onde as amostras passaram por
condicOes de estresse visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de
instabilidade. Elas foram submetidas a aquecimento em estufas e resfriamento em
refrigeradores, em ciclos alternados de resfriamento e aquecimento. Os ciclos serédo de
24 horas a 40 + 2 °C e umidade relativa (UR) 75 £ 5% e 24 horas a 24 + 2 °C, durante
15 dias (ANVISA, 2004).



4.4.3 Ensaios organolépticos

Foram avaliadas as caracteristicas das formula¢des: aspecto, cor e odor. Com
relacdo ao aspecto, as amostras foram acondicionadas em vidro relogio e colocadas
sobre fundo escuro. Foi observado visualmente se as amostras em estudo mantiveram
as caracteristicas macroscopicas sem alteracdes do tipo separacdo de fases,
precipitacdo e turvacao.

A andlise de cor das formulacdes foi realizada por colorimetria, pela observacao
visual. A andlise visual da cor das amostras foi realizada com 1g das amostras
acondicionadas em vidro reldgio, colocada sobre fundo escuro. Em seguida foram
fotografadas e seus resultados comparados. As amostras foram classificadas pela cor
como: normal, sem alteracdo; levemente modificado; modificado e intensamente
modificado.

O odor das amostras foi comparado com o odor da formulacéo base, sem o ativo,
diretamente através do olfato do pesquisador. A amostra foi classificada como normal,

sem alteracdo; levemente modificada; modificada e intensamente modificada.

4.4.4 Ensaios fisico-quimicos

A determinagdo de pH de cada formulagdo foi realizada utilizando-se
potencibmetro digital na temperatura ambiente (25 + 5°C), calibrado com solucdo
tampéao (pH 4,0 e 7,0). O eletrodo foi inserido diretamente na amostra.

A densidade foi avaliada utilizando-se picndmetro de vidro, com capacidade de
10 mL em temperatura ambiente. A relacdo entre a massa da amostra e a massa da
agua representa a densidade especifica da amostra ensaiada. Para o calculo foi utilizado

a equacao 1:

d=M2- MO/M1- MO (Eq. 1)

4.4.5 Espalhabilidade

A avaliacdo da espalhabilidade consistiu em utilizar placas de vidro sob papel
milimetrado para determinar a superficie que 1 g da amostra abrange através da
medicdo dos diametros perpendiculares e calculo do diametro médio, temperatura de 25
+ 2 °C (Borghetti; Knorst, 2006). Este método é repetido utilizando pesos preé-



determinados (2, 5 e 10 g) em intervalos de um minuto. Os calculos seguiram a equacéo
2:

_ [(d2).m]
T 4

Ei (Eq.2)

Onde Ei (mm?) é a espalhabilidade da amostra para peso e d é o diametro médio
(mm) alcancado pela amostra ap0s a sobreposicdo de cada placa. Os valores da
espalhabilidade em funcdo dos pesos adicionados foram determinados em triplicata,

calculando-se a média.

4.4.6 Atividade hidratante

A avaliacao retencédo de umidade foi de acordo com Zhang et al. (2012) e Zhao
et al. (2013), onde 1 g das formulacdes com 1 mL de agua foram adicionados em
cadinhos previamente tarados e mantidos durante 96 horas a temperatura ambiente em
um dessecador de umidade selado com uma solucdo saturada de K2COs (43% de
humidade relativa (HR)). A capacidade de retencdo de umidade foi avaliada pela
porcentagem de agua residual nas amostras. Os célculos seguiram a Equacao (3):

Ru (%) = PtP0Ox100 (Eq.3)

Onde: Ru: Capacidade de retencédo de umidade; Pt: peso da &gua apds 96 h; e

PO: peso da agua destilada adicionada as amostras.

4.3.7 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos frutooligossacarideos e das formula¢cdes cosméticas
foram determinadas pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), conforme
descrito por Srikanth et al. (2015). As amostras foram preparadas em cinco
concentragcdes em mg/mL: 100; 50; 25,12,5 e 6,25 em agua destilada (Gerhauser et al.,
2003) e 1 mL de cada concentracéo foi avaliada no teste de DPPH. Um (1) g das quatro
formulagbes foram diluidas 1:10 em &gua destilada. Para as analises 1 mL de
frutooligossacarideos ou 1 mL dos diluidos foram adicionados 0.3 mL da solucdo de
DPPH, incubados em ambiente escuro, por 30 min em temperatura ambiente. Apds isso,

as leituras foram realizadas em espectrofotometro a A= 517 nm. Para o branco, foi



utilizado 1mL de cada amostra sem o DPPH. Para o controle de DPPH foi utilizado
apenas a 1 mL agua destilada e 0.3 mL de DPPH. A taxa de inibicéo (%) do radical livre

foi calculada conforme a equagéao 4 abaixo:

% inibicdo = ((Abs. do controle — Abs. da amostra) / Abs. do controle) x 100. (Eqg.4)
4.3.8 Andlise estatistica

As atividade antioxidante e hidratante foram avaliadas pela analise estatistica de
variancia One-Way ANOVA e as diferencas individuais entre as médias foram avaliadas
pelo teste de Tukey. As andlises estatisticas foram efetuadas no software (GraphPad,
EUA). O nivel de significancia foi de p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo dos frutooligossacarideos pela levanasacarase

A producéo de frutooligossacarideos foi de 54,18 g.L™* com uma converséo de 82%
da sacarose inicial. A concentracdo de sacarose no meio interfere diretamente a sintese
dos Fos, visto que é o principal substrato para a obtencao de frutose e sua concentracéo
€ proporcional a producéo (Sahyoun et al., 2024).

Na literatura encontra-se pesquisas para a otimizacdo de producdo de
frutooligossacarideo, onde foi analisada a concentracédo ideal de sacarose para a
producdo de Fos, e foi observado que ha diferenca em relagdo ao microrganismo
utilizado variando a quantidade de sacarose de 150 g/L* até 350 g/L* (Nasir et al.,
2020). Em estudos anteriores do grupo de pesquisa segundo Bersaneti et al. 2018, a
producdo de frutooligossacarideos foi de 41,3 g.L** usando meio contendo 350 g.L*
de sacarose a 35 °C por 36h. A sintese enzimatica de levana resultou em 86,9 g.L™’
guando condi¢cdes semelhantes as foram aplicados aqueles utilizados para sintese de
frutooligossacarideos. Esses resultados indicam que levanasacarase de B. subtilis
natto poderia ser aplicada para a coproduc¢do de frutooligossacarideos e levana, que
sdo biomoléculas que trazem beneficios a saude e sdo usadas com sucesso na

indUstria alimenticia e pode ser utilizada na industria cosmética.



5.2 Atividade antioxidante dos frutooligossacarideos

Os resultados da atividade antioxidante de frutooligossacarideos é apresentada
na Figura 2, onde é possivel observar que a atividade antioxidante aumenta conforme
a concentracdo do ativo (mg/%) (p<0,05). Devido a essa atividade, os
frutooligossacarideos apresentam grande potencial como bioativo em formulacdes
cosmeceéuticas.

Diante dos resultados apresentados, as formulagdes do cosmético foram
desenvolvidas a partir das concentracdes de frutooligossacarideo que apresentaram

atividade antioxidante proximo a 50% de inibicdo do radical.

Figura 2 - Atividade antioxidante de frutooligossacarideos produzidos pela enzima
levanasacarase de Bacillus subtilis natto
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5.3 Caracterizacao das formulagbes

Foram realizados os testes de pré-estabilidade e estabilidade preliminar e as
formulacbes ndo apresentaram alteracdes visiveis ou separacado de fase, mantendo-
se estaveis durante a realizacdo do estudo. Apos a avaliagdo da pré estabilidade e
estabilidade preliminar as formulacdes foram caracterizadas e avaliadas pelos testes

seguintes.

5.4 Ensaios organolépticos

As formulagbes com os frutooligossacarideos foram comparadas a formulacao

base antes e apds a estabilidade preliminar: a F1 e a F2 ndo apresentaram



precipitacdo e separacao de fases, odor caracteristica da esséncia e cor levemente
translucida. A F3 apresentou o odor com menor intensidade da esséncia, podendo
estar relacionada ao aumento da concentracao do frutooligossacarideo, a cor estava
mais opaca e nao foi observada precipitacdo e separacédo de fases.

Apos o teste de estabilidade preliminar, onde as formula¢gdes foram submetidas
a condicOes de estresse por 15 dias, ndo foram observadas alteracdes organolépticas

nas formulagées em comparagao ao tempo zero.

5.5 Ensaios Fisico-quimicos

Antes da estabilidade preliminar a formulacdo base apresentou pH 5,0 e as
formulacbes F1 e F2 5,5 e a F3 aumentou para 6,5 pela alta concentracdo de
frutooligossacarideo. ApOGs a estabilidade preliminar, todas as formulacdes
apresentaram pH 6,0. Sendo assim, todas as formula¢gdes apresentaram pH dentro
da faixa ideal para o rosto (4,5 — 6,5) (Ainurofiq et al., 2023). A pele € composta por
diferentes microrganismos, como bactérias, fungos e virus, os quais auxiliam na
manutencao da salde deste érgao, e para isso, necessitam de ambientes favoraveis
para a sua proliferacdo (Carvalho et al., 2023). O pH é um dos fatores os quais podem
interferir na homeostase da pele, e caso tenha algum tipo de desequilibrio desse fator,
pode ocorrer o favorecimento da proliferacdo de microrganismos patégenos (Carvalho
et al., 2023; Ma et al., 2023). Além disso, quando a pele apresenta acidose, ou seja,
baixo pH, ocorre a irritacdo do 6Orgdo, em contrapartida a alcalose resulta no
ressecamento da pele (Ainurofig et al., 2023). Os produtos cosméticos devem ter um
pH préprio com a regido de aplicacao.

Em relacdo a densidade das formulag@es, foram observados valores proximos
a 1,0 (Tabela 2). As formulac¢des FB, F1, F2 e F3 sdo compostas por 98%, 96%, 95%
e 92% de 4gua, respectivamente, o que faz com que a densidade das formulagdes se
aproxime ao valor de densidade da agua. Pode-se observar também que existe a
tendéncia do aumento da densidade associada com o aumento da concentracao de
FOS.



Tabela 2 — Densidade das formulagdes antes e ap0s a analise de estabilidade

preliminar
Formulacdes Densidade Densidade
pré-estabilidade Pés-estabilidade
FB 0,9991 + 0,00 0,9898 + 0,00
F1 1,0392 + 0,01 1,0172 +£ 0,00
F2 1,0275 = 0,00 1,0133 £ 0,00
F3 1,0368 =+ 0,00 1,0258 + 0,00

5.6 Espalhabilidade

Em relacéo a espalhabilidade das formulagdes, foi observado que quando maior
a concentragéo do bioativo, maior a foi a espalhabilidade do produto (Figuras 3 e 4).
Apos a realizacdo do teste de estabilidade preliminar, foi observado que houve uma
diminuicdo na espalhabilidade geral do sérum, porém, a formulacdo com maior
concentracdo de Fos (F3), ainda apresentou alta espalhabilidade (Figura 4).
Considerando que o sérum facial € um biocosmético de uso tépico, a capacidade de
espalhabilidade esta associada com a aceitagcdo pelo consumidor, ja que esta
relacionada a facilidade de aplicacao do produto (De Pina Santos et al., 2023; Shirata;
Campos, 2016).

Figura 3 - Espalhabilidade (Ei = mm?) do cosmético tempo inicial. FB — 0,0; F1 —
1,25; F2 - 2,5; F3 5,0 g/% de frutooligossacarideos de Bacillus subtilis natto.
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Figura 4 — Espalhabilidade (Ei = mm?) do cosmético apos 15 dias. FB — 0,0; F1 —
1,25; F2 - 2,5; F3 5,0 g/% de frutooligossacarideos de Bacillus subtilis natto.
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5.4 Atividade Hidratante

A atividade hidratante verificada pela capacidade de retencdo de umidade das
formulacbes foi de 94,4%, 94,6% e 95% paras as formulacbes FB, F1 e F3,
respectivamente, a F2 foi retirada por perda de dados. Pode ser observado que a
formulagdo com maior concentracdo de frutooligossacarideos (F3) apresentou maior
valor de retencdo de umidade (p<0,05). Na literatura, foi relatado que o
frutooligossacarideos apresenta a capacidade de retencao de umidade, visto que o Fos
€ uma molécula higroscopica (Khereda et al., 2021; Sudha et al., 2022). A retencéo de
umidade em cosmético permite uma pele mais hidratada, pois evita a perda de agua do

local onde foi aplicado o biocosmético (Zhang et al., 2022).

5.7 Atividade antioxidante
A atividade antioxidante do sérum facial foi proporcional ao aumento da

concentracdo de frutooligossacarideos presente na formulacdo. Pelos dados
estatisticos (p<0,5), a atividade antioxidante foi crescente com a adi¢cdo do ativo no
cosmetico, chegando a valores trés vezes maiores quando comparada a formulacéo
base (Figura 6). A capacidade antioxidante dos frutooligossacarideos € caracterizada,
principalmente, pela cadeia estrutural do Fos que apresenta altas quantidades de
extremidades redutoras, as quais permite a reducdo de compostos oxidantes
(Sahyoun et al., 2024).

Em estudos anteriores do grupo de pesquisa também houve o desenvolvimento

de produtos cosméticos com propriedades antioxidante como por exemplo, Silva et al.



(2022), desenvolveu um biocosmético facial contendo o polissacarideo de frutose
derivado de B. subilis natto, levana, e obtiveram um produto com méaxima atividade
antioxidante de 72%. Outro estudo, também com a presenca de levana nas
formulagBes e com associacdo de compostos vegetais, desenvolveu um cosmeético
multifuncional facial resultando em uma atividade antioxidante maxima de 76%
(Helenas et al.,, 2023). Observa-se que o0 presente estudo apresentou um
biocosmético facial com maior atividade antioxidante (80%), além disso, a partir de
pesquisas anteriores, sabe-se que o0 frutooligossacarideo ndo apresenta
citototoxicidade nas concentracdes utilizada nesta pesquisa (Magri et al., 2020).

A atividade antioxidante atua na eliminacdo de espécies reativas de oxigénio,
também conhecidas como ROS, as quais podem causar estresses oxidativo em
determinadas regides. ROS séo radicais livres derivados do metabolismo celular, que
atuam como anti-inflamatério, antibacteriano e regulador natural do organismo, porém
guando em quantidades excessivas ou liberacdo de forma exégena, como poluicédo
ambiental, fumacas e raios ultravioletas, esses compostos podem trazer maleficios
para o ser humano como doencgas pulmonares e cancer, visto que reagem facilmente
com proteinas, lipideos e DNA (Hertadi; Amari; Ratnaningsih 2020; Martelli;
Giacomini, 2018).

Os compostos antioxidantes sao produzidos naturalmente pelos organismos,
para que ocorra a eliminagdo dos radicais livres, porém essa producao € decaida de
acordo com a idade, sendo necessario o uso de antioxidantes exdgenos (Hertadi;
Amari; Ratnaningsih 2020). Quando focado na saude da pele e os efeitos dos radicais
livres no 6rgdo, observamos a alteracdo dos fibroblastos, o qual contribui para o
enfraquecimento da camada de colageno, a deterioracdo do mesénquima extracelular
e 0 aumento anormal da melanina, que juntamente provocam manchas na pele, rugas
e ressecamento (Chen et al., 2024). Sendo assim, 0 uso de biocosmético que possui

atividade antioxidante contribui para uma pele hidratada, firme e sem manchas.

Figura 6 — Atividade antioxidante das formula¢cdes desenvolvidas; Base — 0,0 g/% ; F1 —com 1,25

g/%; F2 —com 2,5 g/% e F3 —com 5,0 g/% de Frutooligossacarideos do Bacillus subtilis natto.
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5. CONCLUSOES

A partir deste estudo, constatou-se que o frutooligossacarideos podem ser
sintetizados pela levanasacarase de B. subtilis natto, podendo apresentar um
potencial significativo como componente bioativo, em formulacbes cosmecéuticas,
devido as suas propriedades hidratantes e antioxidante. A adicdo de
frutooligossacarideos nas formulagfes resultou no aumento da atividade antioxidante
do produto, chegando a triplicar o seu valor o que garante um produto com
caracteristica antienvelhecimento.

Os frutooligossacarideos revelam possibilidade de aplicacdo sustentavel na
industria, devido a sua origem microbiana e produzido a partir da sacarose, um
substrato sustentavel, o qual contribuiu para métodos ndo poluentes, atéxicos e

inovadores, aliando-se as buscas por alternativas sustentaveis.
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Thulo da Invencio ou Modelo de DERMOCOSMETICO COM PREEBIOTICOS DE Baclllus subtilis
Utiidede (54): NATTO
Resumo: A presente invencao apresenta o desenvolvimento de uma

formulacao cosmética contendo frutooligossacarideos (FOS)
produzidos pela levanasacarase de B.subtilis natto. Os FOS
produzidos foram separados por precipitacdo com élcool absoluto
em duas fases, dialisado e bofilizado e aplicado nas formutagdes. As
formulagdes foram desenvolvidas em % {p/v): Ammonium
Acryloyldimethyttaurate/\VVP Copolymer 1,20; FOS 1,25 (F1). 2.50
(F2) e 5,00 (F3); Methylisothiazolinone (and) Phenoxyethanol 0,2;
Glycenn 1,0; Cyclomethicone 1,0; @ FOS vanando as concentragbes
de 0.0 (FB); 1,25 (F1), 2,5 (F2) e 5,0 (F3). Com os resultados foi
possivel concluir gue o aumento da concentragao de FOS no produto
potencializa a atividade antioxadante variando de 24 85 (FB) para
32,61 (F1). 42,93 (F2) e 80,80 (F3) correspondendo a um aumento
de 31.23; 72,75% e 225%, respectivamente em comparacao a
formulagao base. A incorporago de FOS em dermocosméticos
comprovou um alto efeito antioxidante e agregou multifuncionalidade
a0 produto cosmético que tem um carater de inovagao, pois é o
primeiro estudo descrevendo um novo dermocosmético com o
prebsdtico de B. subtilis natto.

Figura a publicar: fig 1
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