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RESUMO

A maioria dos produtos cosméticos destinados a limpeza da pele apresentam os
surfactantes como importante componente de sua formulagdo, principalmente
como emulsificantes e agentes espumantes. Porém, o uso de surfactantes
sintéticos pode causar problemas de toxicidade aos usuarios, além de danos
ambientais associados a sua producdo e descarte. Os biossurfactantes séo
surfactantes de origem natural e comparados aos surfactantes sintéticos séao
mais biodegradaveis e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade. Assim, tendo
em vista a necessidade da industria cosmética em desenvolver produtos com
principios ativos naturais e renovaveis para substituir ou reduzir o uso de
surfactantes sintéticos, este trabalho teve como objetivo investigar a adequagéao
de um biossurfactante produzido pela levedura Scheffersomyces shehatae para
ser utilizado em formulagcdes cosméticas. A avaliagcdo da citotoxicidade do
biossurfactante foi realizada através do teste MTT em linhagens celulares de
fibroblastos murinos L929 e queratindcitos humanos HaCaT. O potencial de
irritacdo ocular foi avaliado pelo teste da membrana corioalantéica do ovo de
galinha (HET-CAM). A avaliagao da eficiéncia de limpeza do biossurfactante foi
medida como a capacidade de remogao de maquiagem em peles de orelhas de
porco em comparagao com agua, solugdo SDS a 1% e uma formulagao
comercial de agua micelar. Os resultados mostraram que a concentragéo que
afeta a viabilidade de 50% das células testadas (IC50) foi de 10,49 mg/mL para
L929 e 11,77 mg/mL para linhagem HaCaT, valores superiores a outros valores
descritos na literatura para biossurfactantes testados em culturas de células da
pele. A exposicao da membrana corioalantdica ao biossurfactante produzido por
S. shehatae (60 mg/mL) ndo resultou em hemorragia, lise e danos de
coagulagéao, o que classifica a solugéo de biossurfactante como n&o irritante. Por
fim, a eficacia do biossurfactante em atuar como removedor de maquiagem foi
comparavel a atividade de limpeza da solu¢gdo SDS a 1%, surfactante
amplamente utilizado em formulacbes de limpeza de pele e cabelos pela
industria cosmética. Concluindo, os resultados indicam seu potencial uso em

aplicagdes cosméticas.

Palavras-chave: Scheffersomyces shehatae, biossurfactante, cosméticos.



ABSTRACT

Most cosmetic products intended for skin cleansing feature surfactants as an
important component of their formulation, mainly as emulsifiers and foaming
agents. However, the use of synthetic surfactants can cause toxicity problems for
users, in addition to environmental damage associated with their production and
disposal. Biosurfactants are surfactants of natural origin and compared to
synthetic surfactants they are more biodegradable and have low or no toxicity.
Thus, in view of the cosmetic industry's need to develop products with more
natural and renewable active ingredients to replace or reduce the use of synthetic
surfactants, this work aimed to investigate the suitability of a biosurfactant
produced by the yeast Scheffersomyces shehatae to be used in cosmetic
applications. The evaluation of the cytotoxicity of the biosurfactant was performed
using the MTT test in fibroblast cell lines L929 and keratinocytes HaCaT. The
potential for ocular irritation was assessed by the hen's egg chorioallantoic
membrane test (HET-CAM). The evaluation of the cleaning efficiency of the
biosurfactant was measured as the removal ability of make-up in pig ear skins in
comparison with water, 1% SDS solution, and a commercial formulation of
micellar water. The results showed that the concentration that affects the viability
of 50% of the tested cells (IC50) was 10.49 mg/mL for L929 and 11.77 mg/mL for
HaCaT, which is higher compared to other values described in the literature for
biosurfactants tested in skin cell cultures. Exposure of the chorioallantoic
membrane to the biosurfactant produced by S. shehatae (60 mg/mL) did not
result in hemorrhage, lysis and coagulation damages, which classifies the
biosurfactant solution as non-irritant. Finally, the efficacy of the biosurfactant to
act as a makeup remover was comparable to the cleansing activity of 1% SDS
solution, a surfactant widely used in skin and hair cleansing formulations by the
cosmetic industry. In conclusion, the results indicate its potential use in cosmetic

applications.

Keywords: Scheffersomyces shehatae, biossurfactants, cosmetics.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Associagao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosmético (ABIHPEC), o Brasil € o quarto maior mercado
consumidor do mundo de produtos cosméticos, o segundo maior mercado em
fragrancias, produtos masculinos e desodorantes e o segundo mercado no
ranking global de paises que mais langam produtos anualmente. Esses dados
mostram a relevancia do setor para a economia do pais. S6 no ano de 2022,
houve um aumento de 4,8% na geracdo de empregos, equivalente a 256,2 mil
oportunidades de trabalho (ABIHPEC, 2023).

Em contrapartida ao alavancado crescimento do mercado de produtos de
Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosmético, o consumidor esta cada vez mais
engajado na busca por produtos de origem natural e organica, que nao sejam
testados em animais, e possuam um processo de produgdo sustentavel. Por
isso, muitas empresas estdo empenhadas em atender essa demanda, com
produtos naturais, organicos e livres de testagem animal (CARRULO, 2020;
FLOR; MAZIM; FERREIRA, 2019).

Grande parcela da populagao utiliza diariamente produtos de higiene
pessoal como sabonetes, xampus e condicionadores, maquiagem, pasta de
dente, agua micelar, entre outros (BEZERRA et al., 2018).

A agua micelar desponta no mercado como um dos produtos favoritos a
limpeza diaria da pele e remogao de maquiagem. Isso ocorre, principalmente por
ela promover a limpeza sem agredir a pele, uma vez que, além de serem
utilizados surfactantes suaves, outros componentes podem ser incluidos para
minimizar possiveis reagdes adversas causadas por alguns surfactantes como
desidratacdo, vermelhidao, irritacdo e coceira, decorrentes da solubilizagcao de
componentes da barreira de protecéo da pele (CARLI, 2015; CASTRO, 2019;
MUNHOZ; ROCHA, 2021; WALTERS et al., 2012).

Grande parte dos produtos cosméticos, destinados a limpeza da pele,
possuem como importante componente de sua formulagdo os surfactantes
sintéticos com diferentes objetivos, que vao desde detergéncia, emulsificacao,
capacidade espumante, molhabilidade até a solubilizagdo. Os surfactantes séao
substancias anfipaticas que reduzem a tensao superficial/interfacial e aumentam

a solubilidade de compostos imisciveis em agua, além de promoverem a
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estabilidade de emulsdes. Isso devido a suas propriedades tensoativas e/ou
emulsificantes (FELIPE; DIAS, 2017; SANTOS, 2016).

Todavia, o uso de surfactantes sintéticos pode causar problemas de
toxicidade nos usuarios, como pele seca, dermatite de contato e alergias, os
quais podem ser decorrentes de danos na barreira epidérmica,
comprometimento dos queratindcitos, liberagao de citocinas pro-inflamatdrias,
ativacéo do sistema imunoldgico da pele e reag¢des de hipersensibilidade do tipo
retardado (KLIMASZEWSKA et al., 2022; FERNANDES, SIMOES, DIAS, 2023).

Ademais, danos ambientais também s&o associados a producido e ao
descarte de produtos adicionados de surfactantes sintéticos. Existem muitos
relatos onde a presenga desses surfactantes sintéticos, que geralmente sao de
dificil biodegradagao, perturbam o ecossistema aquatico de rios e mares ao
diminuir a taxa de evaporag¢ao, aumentar a solubilidade de compostos organicos,
além de o excesso de espuma sobre a superficie da agua prejudicar a
penetracdo dos raios solares, reduzindo a solubilidade do oxigénio e
ocasionando a morte de peixes, plantas aquaticas e microrganismos
(BARBOSA, 2021; JENA, DUTTA, DAVEREY, 2023).

Diante desse cenario, ha a necessidade de encontrar alternativas que
sejam sustentaveis. Embora a grande maioria dos surfactantes comercializados
sejam obtidos a partir de derivados do petrdleo, existe um crescente interesse
em novos surfactantes naturais (BIONE, 2019).

Os biossurfactantes (BS) possuem propriedades tensoativas e/ou
emulsificantes, e em comparagdo aos surfactantes sintéticos sdao mais
biodegradaveis, possuem baixa ou nenhuma toxicidade e podem ser obtidos por
meio de processos metabodlicos microbianos a partir de fontes renovaveis como
compostos oleaginosos e subprodutos agroindustriais (BARBOSA, 2021;
MARTINS et al., 2021).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo desenvolver uma
formulacdo de agua micelar com biosurfactante produzido pela levedura
Scheffersomyces shehatae (BS-SS) visando proporcionar uma alternativa para

o mercado de um produto que seja eficaz, nao toxico e sustentavel.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SURFACTANTES

Os surfactantes sdo agentes tensoativos, de natureza anfifilica, capazes
de reduzir a tensao superficial entre duas fases imisciveis. A diminuicdo da
tensao superficial ocorre devido a formacao de micelas na interface a partir do
momento em que se ultrapassa o limite de solubilidade do tensoativo no liquido.
Esses possuem em sua estrutura grupos hidrofobicos e hidrofilicos. Geralmente,
a estrutura se resume em uma porgcao polar ou de sitio ibnico, denominada
cabecga, e uma porgao apolar, ou cauda (DALTIN, 2011; FELIPE; DIAS, 2017;
RIBEIRO, 2018).

Para entender as caracteristicas dos surfactantes é importante entender
0 conceito de micela. As micelas sdo um agregado de moléculas tensoativas
que, de maneira dinamica, associam-se espontaneamente em solugéo aquosa
a partir de uma concentragao especifica, denominada de concentracdo micelar
critica (CMC), a concentracdo minima necessaria para iniciar a formacgao das
micelas. A CMC ¢ intrinseca a cada surfactante e € capaz de predizer a eficiéncia
desse. Quanto menor a CMC, significa que menor quantidade de surfactante é
necessaria para saturar interfaces e formar os agregados (MOREIRA; LYON,
2022).

Abaixo da CMC, o surfactante estd predominantemente na forma de
unimeros. Em meio polar, como a agua, quando o tensoativo atinge a CMC as
moléculas se agregam e ocorre a formagao das micelas (Figura 1). Em meio
apolar, as micelas formadas sdo denominadas de micelas inversas, nas quais

os grupos hidrofébicos ficam voltados para fora das micelas (REIS, 2007).

Figura 1 - Esquema de formagao da micela.

Cauda apolar vwww*’ Cabeca polar

. ke
S

L.

e

N

@ rannn
Surfactante Formacgao da Micela inversa
abaixo da micela acima formada em
cMC da CMC meio apolar

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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As micelas podem apresentar diferentes formas dependendo da estrutura
molecular do surfactante e das condigdes do meio em que ele se encontra. Sao
esses agregados que possibilitam a emulsificag&o, solubilizagdo e dispersao de
varios compostos insoluveis em agua (TEOTIA; SAMI; KUMAR, 2015).

O processo de formagao dos agregados ocorre num intervalo pequeno de
concentracdes, podendo ser detectado pela variacdo brusca produzida em
determinadas propriedades fisico-quimicas da solucdo em funcdo da
concentracdo do tensoativo, como a tensao superficial, pressao osmotica e
condutividade elétrica (s para tensoativos ibnicos), entre outras (MANIASSO,
2001).

Os surfactantes séo classificados, de acordo com o grupo presente na
cabeca, em idnicos (cations e anions), nao ibnicos e anfoteros (Figura 2)
(FELIPE; DIAS, 2017).

Figura 2 - Representacao esquematica dos surfactantes.

1
Cauda { Cabega
|
1
A /\/\/\/\/\/\. Catidnico
|
1
1
B /\/\/\/\/\/\: - Aniﬁnico Porgao
| polar
|
|
C /\/\/\/\/\/\‘ B Anfstero
Porcaoapolar
N&ao idnico

Fonte: Adaptado de FELIPE; DIAS, 2017.

Os tensoativos anidnicos apresentam carga negativa na regido polar,
decorrente da dissociagao de um sal em agua, podendo ser um grupo carboxilato
(CO2-), sulfonato (SOz-), sulfato (SO4%) ou fosfato (HPO4). Esses constituem a
maior classe de tensoativos. Sdo encontrados em sabbes, detergentes,
sabonetes e xampus. A presenga de carga na parte polar dos tensoativos faz
com que sejam muito soluveis em agua, ndao importando se as cargas sao
negativas ou positivas. Sdo comumente encontrados em formulagdes

cosmeéticas tensoativos anidnicos que apresentam sulfato na estrutura, como o
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dodecil sulfato de sdédio (SDS), amplamente empregado em formulagdes para
limpeza (DALTIN, 2011; MANIASSO, 2001; MYRES, 2006).

Os tensoativos catibnicos possuem carga positiva na cabega. S&o
bastante utilizados como agentes condicionantes de cabelo, apresentam maior
toxicidade em ambientes aquaticos quando comparados as outras classes de
surfactantes e em comparacdo com os surfactantes anidnicos, sdo menos
soluveis em agua. Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas deles sao
extremamente sensiveis a presenca de eletrélitos e mudanca extrema de pH
(KUME; GALLOTTI; NUNES, 2008; NASCIMENTO, 2018).

Os tensoativos anfotéricos apresentam tanto carga negativa quanto
positiva, podendo comportar-se como aniénicos ou catiénicos, dependendo do
pH do meio em que se encontram. Em meio alcalino, a alta concentracédo de
hidroxilas neutraliza a carga positiva, e esse se comporta como um tensoativo
anibnico. Em meio acido comportam-se como tensoativos catidnicos.
Normalmente, sdo compativeis com todas as classes de tensoativos, entretanto
s&o menos utilizados devido ao seu alto custo. Os tensoativos anfotéricos s&o
muito utilizados em produtos que necessitam de uma baixa irritabilidade ocular
como xampus infantis (MYRES, 2006; BERA; MANDAL, 2015).

Os tensoativos n&o idnicos ndo apresentam cargas verdadeiras em sua
porcao polar e sdo a segunda classe mais utilizada. Em geral, sdo compativeis
com todas as classes de tensoativos. Sua solubilidade decresce com o aumento
da temperatura, além de nao serem fortemente influenciados pela presencga de
eletrolitos (DALTIN, 2011; MANIASSO, 2001).

Entre os surfactantes ndo-iénicos, destacam-se os tensoativos sintéticos
oriundos de ésteres de polioxietilieno sorbitano, conhecidos como Tween
amplamente utilizados devido as suas boas propriedades emulsificantes, baixo
custo e baixa toxicidade em comparagao com outros tensoativos sintéticos.
Destacam-se também o monoleato de sorbitano (Span 80) e o monoestearato
de sorbitano (Span 60), surfactantes nao- iénicos, utilizados em componentes
lipidicos. (DINIZ, 2019; RIQUELME; ARANCIBIA, 2020).

Os surfactantes sintéticos sao produzidos por sinteses quimicas a partir
de diferentes matérias-primas, principalmente derivadas do petréleo (FERREIRA
et al., 2023). Apesar de possuirem boa propriedade detergente causam impacto

negativo no meio ambiente devido sua dificil degradacao e sua toxicidade. Por
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issO, novas alternativas naturais e ecologicamente corretas sdo constantemente
estudadas (FELIPE; DIAS, 2017).
2.2 BIOSSURFACTANTES

Os BS podem ser obtidos de fontes naturais como as saponinas nos
vegetais, a bile nos animais ou a partir de microrganismos como subprodutos
metabdlicos produzidos por microrganismos. Bactérias, fungos filamentosos e
leveduras, podem produzir BS a partir de diferentes substratos como fontes de
carbono, carboidratos, hidrocarbonetos, gorduras e 6leos. Devido ao fato de sua
estrutura consistir em uma porgdo apolar e uma porcéo polar, isto €, ser um
composto anfifilico, os BS s&o capazes de diminuir a tensao superficial, além de
possuirem boa capacidade emulsificante (DA SILVA, 2020; FENIBO;
DOUGLAS; STANLEY, 2019).

Diversas fungdes fisioldgicas sao atribuidas aos BS, por exemplo,
emulsificacdo e solubilizacdo de compostos insoluveis permitindo que os
microrganismos cresgam em substratos insoluveis em agua; transporte de
hidrocarbonetos aumentando a biomassa (fonte de energia); aderéncia e
liberagdo da célula a superficies. Muitas vezes também apresentam atividade
antimicrobiana, com a finalidade se sobressair em diferentes meios frente a
outros microrganismos (BEZERRA et al., 2018; DA SILVA, 2020; FERREIRA et
al.,2023).

A atividade antimicrobiana faz com que os BS tenham potencial para
diversas aplicagbes médicas. Essa caracteristica esta relacionada ao organismo
produtor e as condi¢des de cultivo que levam a producéo de diferentes tipos de
BS. O principal mecanismo antimicrobiano atribuido a atividade dos BS é a
interagdo com as membranas das células-alvo, afetando a integridade da
membrana celular e prejudicando o ciclo de nutrigdo. Além disso, sdo capazes
de inserir acidos graxos nas bicamadas lipidicas, levando ao aumento da
membrana celular modificando sua permeabilidade (ARAUJO; FREIRE;
NITSCHKE, 2013; OLIVEIRA et al., 2022).

Os BS podem ser classificados em funcdo da composicdo quimica,
origem microbiana e peso molecular. Podem ser glicolipidios, lipopeptidios,
fosfolipidios ou lipidios neutros e compostos poliméricos (Tabela 1) (FENIBO;
DOUGLAS; STANLEY, 2019; OLIVEIRA et al., 2022;).
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Tabela 1 — Classificagdo dos biossurfactantes e os principais microrganismos

produtores.
Classe Representantes Microrganismo produtor Peso
molecular
Ramnolipidios Pseudomonas aeruginosa,
Serratiarubidaea SNAUO2
Soforolipidios Torulopsis bombicola, Trichosporon
asahii, Mucor mucedo, Aspergillus
flavus, Trichodermaviridis, Fusarium
sp. S33, Rhizopus oryzae
Trealolipidios Arthrobacter paraffineus, Baixa
Glicolipidio Rhodococcus erythropolis, Gordonia massa
amarae, Nocardia sp molar
Lipidios de Candida antarctica
Manosileritritol Ustilagoscitaminea
(MEL)
Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus mojavensis
Viscosina Pseudomonas fluorescens
Lipopeptideos Liquenisina Bacillus licheniformis
lturina, Fengicina  Bacillus subtilis, Bacillus mojavensis
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus Alta
Poliméricos Liposan Acinetobacter radioresistensKA-53 massa
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticusRAG-1 molar

Fonte: BARBOSA, 2021; FENIBO; DOUGLAS; STANLEY, 2019; MARCELINO, 2016.

Os glicolipidios possuem em sua estrutura um carboidrato na parte
hidrofilica, a qual pode ser composta por diferentes tipos de agucares como a
ramnose, nos ramnolipidios; a soforose, nos soforolipidios; manose e eritritol,
nos lipidios manosileritritol; e a trealose nos trealolipideos. A cadeia hidrofébica
€ composta por um acido graxo. A maioria dos glicolipidios sdo de origem
bacteriana, mas existem alguns provenientes de fungos e leveduras (COLLA;
COSTA, 2003; SANTOS et al., 2016; VARVARESOU; LAKOVOU, 2015).

Os lipopeptideos geralmente sdo formados por peptideos ciclicos ligados
a um acido graxo. O BS mais estudado dessa classe é a surfactina, produzida
pela bactéria Bacillus subtilis (FENIBO; DOUGLAS; STANLEY, 2019; SANTOS
et al.,, 2016). Os fosfolipidios sdo produzidos por leveduras e bactérias que

utilizam alcanos como fonte de carbono e energia para o crescimento. Sua
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estrutura é constituida por acidos graxos ou lipideos neutros e grupos fosfatos.
Os BS poliméricos ou lipopolissacarideos sao caracterizados por acidos graxos
e um nucleo polissacarideo ligados covalentemente (FELIPE; DIAS, 2017;
SANTOS et al., 2016).

A gama de possiveis aplicagbes dos BS €& consequéncia de suas
diversificadas propriedades, como a grande tolerancia a diferentes condigdes de
temperatura, pH e forga idnica; biodegradabilidade; baixa toxicidade; capacidade
emulsificante e solubilizante. Além de o processo de sintese poder ser realizado
a partir de fontes renovaveis e subprodutos industriais, como gordura animal,
Oleos vegetais, bagaco de cana de acgucar, arroz, milho, farelo de soja, soro de
leite, efluentes de petrdleo, residuos de dleo, entre outros (BARBOSA, 2021;
NITSCHKE; PASTORE, 2002; OLIVEIRA et al., 2022).

Muitas sdo as aplicagdes para os BS (Figura 3). A aplicagdo mais
explorada dos BS ¢é a biorremediagdo de ambientes contaminados, envolvendo
processos de biodegradagdo de pesticidas e compostos organicos, como o
petroleo e seus derivados. Os BS aumentam a interagdo superficial A/O,
aceleram a degradagao de varios desses compostos por microrganismos, além
disso ao emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua sua degradacgéo no
ambiente € aumentada (MARINHO; SILVA; LUNA, 2022; SANTOS, 2019).

Figura 3 - Principais areas de aplicagéo dos biossurfactantes.
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Biorremediagao Agricultura
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Recuperacao Principais aplicagoes Industria
de petréleo dos biossurfactante cosmética

{ )

Industria Industria de
farmacéutica alimentos

‘ﬁ-—.

Fonte: Adaptado de FELIPE; DIAS, 2017.
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Contudo, atualmente as aplicacbes permeiam entre os diferentes setores
industriais (Tabela 2). Na industria de alimentos, os BS podem ser utilizados
como agentes emulsionantes para a formag&o de consisténcia e textura, como
solubilizante de matérias-primas e até mesmo na emulsificacdo de gorduras (DA
SILVA, 2020). Na agricultura, sdo utilizados em formulagdes herbicidas e
pesticidas como agentes emulsionantes, além de serem usados no tratamento
de solo contaminado com compostos organicos, acelerando o processo de
degradacao e dispersao (NITSCHKE; PASTORE, 2002; SANTOS, 2019).

Tabela 2 - Principais aplicagées comerciais dos biossurfactantes.

Funcgoes Campos de aplicagao
Emulsionantes e dispersantes Cosmeéticos, tintas, biorremediacgao, 6leos, alimentos
Solubilizantes Produtos farmacéuticos e de higiene

Agentes molhantes e penetrantes Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Detergentes Produtos de limpeza, agricultura

Agentes espumantes Produtos de higiene, cosméticos e flotagdo de minérios
Agentes espessantes Tintas e alimentos

Sequestrantes de metais Mineragao

Formadores de vesiculas Cosméticos e sistemas de liberagao de drogas
Fator de crescimento microbiano Tratamento de residuos oleosos

Demulsificantes Tratamento de residuos, recuperagao de petroleo
Redutores de viscosidade Transporte em tubulagdes, oleodutos
Dispersantes Misturas carvao-agua, calcareo-agua

Fungicida Controle biolégico de fitopatdgenos

Agente de recuperagao Recuperagao terciaria de petréleo (MEOR)

Fonte: NITSCHKE, PASTORE, 2002.

Na medicina, os BS podem apresentar atividade antimicrobiana e
antibiofilme contra diferentes patégenos. Existem na literatura relatos do
emprego de BS também como um agente anticAncer. Um dos BS mais
amplamente estudados, a surfactina, é capaz de inibir a formacao de coagulos,
além de sua atividade antifungica, antibacteriana, antiviral e antitumoral. A
potencial aplicagdo na industria cosmética também é crescente, uma vez que
diferentes produtos cosméticos utilizam surfactantes, seja para estabilizar
emulsdes, solubilizar matérias-primas ou compor produtos para limpeza da pele
e cabelo (ADETUNJI; OLANIRAN, 2021; GUDINA et al., 2015).
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2.2.1 Biossurfactante produzido pela levedura Scheffersomyces shehatae

Microrganismos produtores de BS podem ser isolados principalmente de
solos, de ecossistema marinho e de ambientes contaminados por 6leos
(BARBOSA, 2021; BUENO, 2008).

E importante que o microrganismo produtor ndo apresente riscos de
patogenicidade e toxicidade, ou seja, tenham status GRAS (Generally
Recognized As Safe), sendo essa uma das principais vantagens para algumas
espécies de leveduras apontadas como vantajosas para produgédo de BS. Além
disso, as leveduras alcangam melhor rendimento na produgao de diferentes BS
frente a bactérias e apresentam estruturas celulares mais resistentes aos BS
secretados no meio de cultivo do que as bactérias (BARBOSA, 2021,
MARCELINO, 2016; MONTEIRO et. al.,2009).

O tipo, quantidade e composicdo dos BS produzidos pelos
microrganismos serao influenciados pela natureza do substrato, concentracao
de ions no meio de cultura, disponibilidade de oxigénio, temperatura e agitagéao
(BARBOSA, 2021; BUENO, 2008).

A levedura Scheffersomyces shehatae possui como propriedade natural
a capacidade de converter agucares pentoses a etanol. Além de ter o status
GRAS (ANTUNES, 2015).

O BS-SS é um bioemulsificante produzido a partir de hidrolisado
hemicelulésico de bagago de cana de agucar (HHBCA) e dleo de soja por
fermentacdo submersa. O HHBCA é obtido por hidrélise acida, com acido
sulfarico (H,50,,), sob aquecimento, pois esse método mostrou eficiéncia, com
elevados rendimentos na liberacdo de acucares pentoses fermentesciveis.
Entretanto, durante a hidrolise também pode ocorrer a liberacdo de compostos
toxicos aos microrganismos como furfural, acidos orgéanicos (acido formico e
acético) e compostos fendlicos. Por isso, apés a hidrélise, o HHBCA ¢é
concentrado e submetido ao processo de destoxificacdo quimica, combinando o
ajuste de pH e a adsorgéo em carvao ativado, para a remogao desses compostos
que podem inibir o crescimento microbiano e alterar o processo fermentativo
(BARBOSA, 2021).

Para otimizag&o nutricional do meio de cultivo utilizado para a produgao
do BS-SS é realizada a suplementagao dos meios com extrato de farelo de soja.

A fermentacao é realizada em frascos erlenmeyer contendo 200 mL de meio de
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cultivo e aproximadamente 0,1 mg/mL de células. Os cultivos sdo incubados em
agitador rotatério a 200 rpm, 30 °C, por 144 horas e, transcorrido o periodo de
incubacgao, as fermentacgdes sao interrompidas e centrifugadas para a separagao
da biomassa celular e sobrenadante. A extracdo do BS-SS é realizada com
etanol (BARBOSA, 2021).

O BS-SS obtido é composto por um complexo de carboidratos-proteinas-
lipidios, sendo do tipo polimérico e aniénico, com a CMC de 60 mg/mL.
Apresenta importante propriedade emulsificante frente a diversos compostos
hidrofébicos, além de permanecer estavel e apresentar acao emulsificante em
diferentes condi¢des de temperatura, pH e salinidade. Diante das caracteristicas
fisico-quimicas e boa estabilidade do BS-SS, este se destaca por seu potencial

de aplicacao na industria farmacéutica e cosmética (BARBOSA, 2021).

2.2.2 Aplicagcao dos biossurfactantes em produtos cosméticos

Os BS representam uma alternativa vantajosa aos surfactantes sintéticos
na industria cosmética, especialmente para aquelas focadas em
desenvolvimento de produtos sustentaveis e seguros. Podem ser usados para
detergéncia, umectacgao, solubilizagdo, emulsificagdo, dispersdo e formagao de
espuma, solubilizacdo de matérias-primas ou composi¢gao de produtos para
limpeza da pele e cabelo. Ademais, os BS, em comparagdo aos surfactantes
sintéticos, apresentam boa compatibilidade e baixa toxicidade cutanea, além de
serem biodegradaveis (THAIPHANIT; ANPRUNG, 2016; LOURITH,;
KANLAYAVATTANAKUL, 2009; VECINO et al., 2017).

Nas ultimas décadas sao crescentes as pesquisas em torno dos BS em
formulagbes cosméticas. A classe dos glicolipidios compreende o grupo mais
popular e promissor dos BS. Os raminolipideos possuem propriedades
emolientes, emulsionantes e condicionadoras da pele, podendo ser aplicados
para produtos anti-idade, xampus para limpeza e tratamento da caspa, limpeza
suave da pele e produtos de higiene corporal. Os soforolipidios podem ter
aplicacbes antimicrobianas, emulsificantes, desodorante, anti-seborreica,
antioxidante, hidratante e protetora da pele, em formulag¢des para higiene da pele
e cabelos (SHOEB et al., 2013). Os lipidios de manosileritritol podem ser

aplicados para efeito antioxidante, para cuidados com a pele e cabelo, além de
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formulagbes anti-idade, maquiagens e como agentes antimicrobianos
(BHATTACHARYA et al., 2017).

Outra classe, os lipopeptideos, também sao bastante pesquisados.
Possuem baixos valores de CMC e boas propriedades de limpeza. Podem ser
incorporados em produtos anti-idade, hidratantes, anti-acne, antimicrobiano,
antiviral, promotores de permeacéo, entre outros (MNIF; GHRIBI, 2015). Os BS
poliméricos sdo conhecidos principalmente devido ao seu poder emulsionante e
hidratante. S&o bastante utilizados na industria de alimentos (PEREZ-RIVERO;
LOPEZ-GOMEZ, 2023; MOLDES et al., 2021).

2.3 COSMETICOS

O termo cosmético deriva da palavra grega kosmetikés, que significa
“habil em adornar”. No passado, os cosméticos eram extraidos da natureza, mas
com o avango das pesquisas e tecnologias, produtos sintéticos foram sendo
adicionados as formulagcdes cosméticas (CORNELIO; ALMEIDA, 2020;
GALEMBECK; CSORDAS, 2009).

Segundo a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA):

- Produtos de higiene pessoal, cosméticos
e perfumes: sdo preparagdes constituidas por
substancias naturais ou sintéticas, de uso externo
nas diversas partes do corpo humano, pele,
sistema capilar, unhas, labios, 6rgaos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da
cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal
de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e

ou corrigir odores corporais € ou protegé-los ou
manté-los em bom estado (BRASIL, 2022).

No Brasil, todos os produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes
estdo sujeitos a Resolugcdo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 752, de 19 de
setembro de 2022, a qual dispde sobre a defini¢cao, a classificagao, os requisitos
técnicos para rotulagem e embalagem, os parametros para controle
microbiolégico, bem como os requisitos técnicos e procedimentos para a
regularizagao de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes.

Esses produtos podem ser definidos como Grau 1, quando a formulacao
possuir caracteristicas basicas ou elementares cuja comprovagado nao seja

inicialmente necessaria e nao requeiram informacdes detalhadas quanto ao seu
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modo de usar e suas restrigdes de uso; ou Grau 2, quando a formulagéo possuir
indicagdes especificas cujas caracteristicas exigem comprovagéo de seguranga
e/ou eficacia, bem como informagdes e cuidados, modo e restricées de uso. Para
melhor nortear essa definicdo a ANVISA disponibiliza através da RDC 752/2022,

uma lista de produtos que se encaixam em cada grupo (BRASIL, 2022).

Tabela 3 - Lista de produtos grau 1 e grau 2.

] ) Lista de grupos de produtos grau 1
1. Agua de colbdnia, Agua Perfumada, Perfume e Extrato Aromatico; 2. Amolecedor de cuticula

(ndo caustico); 3. Aromatizante bucal; 4. Base facial/corporal (sem finalidade fotoprotetora); 5.
Batom labial e brilho labial (sem finalidade fotoprotetora); 6. Blush/Rouge (sem finalidade
fotoprotetora); 7. Condicionador/Creme rinse/Enxaguatério capilar (exceto os com agéo
antiqueda, anticaspa e/ou outros beneficios especificos que justifiquem comprovacgéo prévia);
8. Corretivo facial (sem finalidade fotoprotetora); 9. Creme, logdo e gel para o rosto (sem agéo
fotoprotetora da pele e com finalidade exclusiva de hidratagéo); 10. Creme, log¢ao, gel e éleo
esfoliante ("peeling") mecéanico, corporal e/ou facial; 11. Creme, lo¢ao, gel e 6leo para as maos
(sem acgao fotoprotetora, sem indicagdo de agao protetora individual para o trabalho, como
equipamento de protecao individual - EPI - e com finalidade exclusiva de hidratagdo e/ou
refrescancia); 12. Creme, logéo, gel e 6leos para as pernas (com finalidade exclusiva de
hidratagéo e/ou refrescancia); 13. Creme, logao, gel e 6leo para limpeza facial (exceto para
pele acneica); 14. Creme, logao, gel e 6leo para o corpo (exceto os com finalidade especifica
de agao antiestrias, ou anticelulite, sem agao fotoprotetora da pele e com finalidade exclusiva
de hidratagédo e/ou refrescancia); 15. Creme, logdo, gel e 6leo para os pés (com finalidade
exclusiva de hidratagéo e/ou refrescancia); 16. Delineador para labios, olhos e sobrancelhas;
17. Demaquilante; 18. Dentifricio (exceto os com flior, os com acgdo antiplaca, anticarie,
antitartaro, com indicagéo para dentes sensiveis e os clareadores quimicos); 19. Depilatorio
mecanico/epilatério; 20. Desodorante axilar (exceto os com agdo antitranspirante); 21.
Desodorante coldnia; 22. Desodorante corporal (exceto desodorante intimo); 23. Desodorante
pédico (exceto os com agao antitranspirante); 24. Enxaguatério bucal aromatizante (exceto os
com fluor, agao antisséptica e antiplaca); 25. Esmalte, verniz, brilho para unhas; 26. Fitas para
remogao mecanica de impureza da pele; 27. Fortalecedor de unhas; 28. Kajal; 29. Lapis para
labios, olhos e sobrancelhas; 30. Lengo umedecido (exceto os com agdo antisséptica e/ou
outros beneficios especificos que justifiquem a comprovagao prévia); 31. Logéo tdnica facial
(exceto para pele acneica); 32. Mascara para cilios; 33. Mascara corporal (com finalidade
exclusiva de limpeza e/ou hidratagdo); 34. Mascara facial (exceto para pele acneica, peeling
quimico e/ou outros beneficios especificos que justifiquem a comprovagdo prévia); 35.
Modelador/fixador para sobrancelhas; 36. Neutralizante para permanente e alisante; 37. P6
facial (sem finalidade fotoprotetora); 38. Produtos para banho/imerséo: sais, 6leos, capsulas

gelatinosas e banho de espuma; 39. Produtos para barbear (exceto os com agao antisséptica);
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40. Produtos para fixar, modelar e/ou embelezar os cabelos: fixadores, laqués, reparadores
de pontas, 6leo capilar, brilhantinas, mousses, cremes e géis para modelar e assentar os
cabelos, restaurador capilar, mascara capilar e umidificador capilar; 41. Produtos para pré-
barbear (exceto os com agéo antisséptica); 42. Produtos pds-barbear (exceto os com agéo
antisséptica); 43. Protetor labial sem fotoprotetor; 44. Removedor de esmalte; 45. Sabonete
abrasivo/esfoliante mecanico (exceto os com agédo antisséptica ou esfoliante quimico); 46.
Sabonete facial e/ou corporal (exceto os com agao antisséptica ou esfoliante quimico); 47.
Sabonete desodorante (exceto os com agdo antisséptica); 48. Secante de esmalte; 49.
Sombra para as palpebras; 50. Talco/pé (exceto os com agéo antisséptica); 51. Xampu (exceto
0s com agdo antiqueda, anticaspa e/ou outros beneficios especificos que justifiquem a
comprovagao prévia); 52. Xampu condicionador (exceto os com agéo antiqueda, anticaspa

e/ou outros beneficios especificos que justifiquem comprovagéo prévia).

Lista de grupos de produtos grau 2

1. Agua oxigenada 10 a 40 volumes (incluidas as cremosas exceto os produtos de uso
medicinal); 2. Antitranspirante axilar; 3. Antitranspirante pédico; 4. Ativador/ acelerador de
bronzeado; 5. Batom labial e brilho labial infantil; 6. Blush/ rouge infantil; 7. Bronzeador; 8.
Bronzeador simulatério; 9. Clareador da pele; 10. Clareador para as unhas quimico; 11.
Clareador para cabelos e pélos do corpo; 12. Colbnia infantil; 13. Condicionador
anticaspa/antiqueda; 14. Condicionador infantil; 15. Dentifricio anticarie; 16. Dentifricio
antiplaca; 17. Dentifricio antitartaro; 18. Dentifricio clareador/ clareador dental quimico; 19.
Dentifricio para dentes sensiveis; 20. Dentifricio infantil; 21. Depilatério quimico; 22.
Descolorante capilar; 23. Desodorante antitranspirante axilar; 24. Desodorante
antitranspirante pédico; 25. Desodorante de uso intimo; 26. Enxaguatério bucal antiplaca; 27.
Enxaguatério bucal antisséptico; 28. Enxaguatério bucal infantil; 29. Enxaguatério capilar
anticaspa/antiqueda; 30. Enxaguatério capilar infantil; 31. Enxaguatério capilar colorante /
tonalizante; 32. Esfoliante "peeling" quimico; 33. Esmalte para unhas infantil; 34. Fixador de
cabelo infantil; 35. Lencos Umedecidos para Higiene infantil; 36. Maquiagem com fotoprotetor;
37. Produto de limpeza/ higienizacao infantil; 38. Produto para alisar e/ ou tingir os cabelos;
39. Produto para area dos olhos (exceto os de maquiagem e/ou agido hidratante e/ou
demaquilante); 40. Produto para evitar roer unhas; 41. Produto para ondular os cabelos; 42.
Produto para pele acneica; 43. Produto para rugas; 44. Produto protetor da pele infantil; 45.
Protetor labial com fotoprotetor; 46. Protetor solar; 47. Protetor solar infantil; 48. Removedor
de cuticula; 49. Removedor de mancha de nicotina quimico; 50. Repelente de insetos; 51.
Sabonete antisséptico; 52. Sabonete infantil; 53. Sabonete de uso intimo; 54. Talco/amido
infantil; 55. Talco/pé antisséptico; 56. Tintura capilar temporaria/progressiva/permanente; 57.
Tonico/logdo Capilar; 58. Xampu anticaspa/antiqueda; 59. Xampu colorante; 60. Xampu

condicionador anticaspa/antiqueda; 61. Xampu condicionador infantil; 62. Xampu infantil.

Fonte: BRASIL, 2022.
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2.3.1 Cosméticos naturais

O mercado de produtos cosméticos naturais, organicos e veganos €
crescente nas ultimas décadas. Logo, é de suma importancia que todos os
conceitos envolvidos nesse universo estejam bem elucidados. No Brasil, ndo
existe uma regulamentagao especifica que defina cosméticos naturais. Todos os
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes estdo sujeitos a RDC
752/2022. Outras agéncias de saude com relevancia mundial, como a Food and
Drug Administration (FDA) e a European Medicines Agency (EMA), também nao
apresentam normas que definam exclusivamente cosméticos naturais e
organicos. Diante da necessidade de padronizagdo dos conceitos e definicdes
que envolvem os produtos naturais, existem alguns referenciais internacionais,
como o Cosmetic Organic Standard (COSMOS), Natrue e a International
Organization for Standardization (1SO), reconhecidos e aceitos mundialmente,
que estabelecem regras e conceitos (Figura 4), além de oferecer certificagao
(FLOR; MAZIM; FERREIRA, 2019).

Figura 4 - Definigcbes de Ingredientes Naturais segundo referenciais internacionais.
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Fonte: Cosmos, 2018; Natrue, 2021, ISO 16128, 2017.

O COSMOS é um referencial europeu privado, independente e sem fins
lucrativos, com sede em Bruxelas. O padrao COSMOS define os critérios que as
empresas devem atender, em toda cadeia produtiva, para garantir aos
consumidores que seus produtos sdo cosméticos organicos ou naturais
genuinos, produzidos com as mais altas praticas de sustentabilidade (COSMOS,
2018). E uma referéncia bastante difundida no continente Europeu e, apesar de
nao ser popular no Brasil, empresas brasileiras que tenham interesse em

exportacdo devem adequar-se.
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A Natrue é uma associacao internacional sem fins lucrativos, a qual
estabelece normas que sao aplicaveis a matérias-primas e produtos acabados
destinados ao uso cosmético. O Selo Natrue, criado em 2008, garante ao
consumidor final o padrdao de cosmético natural e organico de alta qualidade
(NATRUE, 2021).

A ISO 16128, foi publicada pela primeira vez no ano 2016 e conta com
abordagens para calcular indices de origem natural e organica que se aplicam
as categorias de ingredientes definidas (ISO 16128, 2017).

No Brasil, o Instituto Biodindmico de Desenvolvimento Rural (IBD) é a
unica certificadora de produtos orgéanicos e naturais. Localizado em Botucatu /
SP (Brasil), desde a sua fundagéo, o IBD atua em todos os estados brasileiros,
bem como em mais de 20 paises, oferecendo certificagcao aceita globalmente. A
maior certificadora da América Latina, além dos protocolos de certificagdo
organica, também oferece certificagdes de sustentabilidade (IBD, 2022).

Diante da inexisténcia de legislacéo propria para os cosméticos naturais,
0 seu desenvolvimento pode ser ainda mais desafiador. Inicialmente, a empresa
deve estabelecer qual referencial ira adotar para garantir a certificacdo que
abrangera o mercado alvo. Além disso, a restricdo de ingredientes, os custos e
a padronizagao da matéria-prima também sao questdes complicadoras durante
o desenvolvimento deste tipo de cosmético.

Para obter o selo Ingredientes Naturais, as formulagbes cosméticas
devem atender aos requisitos minimos por niveis de substancias naturais (cor
verde), niveis maximos de substancias naturais derivadas (cor laranja), como
demonstrados na Figura 5 (IBD, 2022).

Além disso, os cosméticos naturais deverao destacar em seu rotulo quais
ingredientes sdo naturais e/ou organicos e/ou oriundos de extrativismo
certificado. O rétulo pode indicar que o produto contém ingredientes naturais e/ou
organico. No caso de usar a palavra organico, ela s6 podera ser usada na parte

traseira do rotulo do produto, junto a lista de componentes (IBD, 2022).
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Figura 5 - Requisitos por categoria de produtos a serem cumpridos para certificagéo.
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* Nenhum requisito ou limitagéo especifica sobre o conteldo percentual de substancias idénticas ao natural ou agua, exceto quando indicado

* Conteudo de substancias naturais oriundas da agricultura orgéanica certificada (item 3.3)

** Produgao de substancias derivadas de naturais fabricadas a partir de material organico.

*** Produto isento de agua (anidros) podem conter até 5% de agua adicionada.
# Para produtos da categoria 12 (Sabonetes e produtos de limpeza da pele anidros contendo surfactantes) o contetido organico minimo necessario

(respectivamente 295% do contelildo como em * e **) refere-se as porgdes naturais e derivadas de naturais a serem adicionadas.

Fonte: Adaptado de IBD, 2022.
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2.4 PELE HUMANA

A pele, maior érgéo do corpo humano, € constituida por uma estrutura
bastante complexa e heterogénea. E reconhecida como um 6rgdo de mdltiplas
fungdes, entre elas a protecdo a entrada de substancias toxicas e patégenos,
perspiragdo, transpiracdo, pigmentagdo, queratogénese, termorregulacao,
defesa e absorgao da radiagao solar (UV), sintese de vitamina D, eliminacao de
substancias quimicas, além de possuir papel importante na estética (ALMEIDA,
2020; AGUIAR et al., 2017; BENTO, 2015; TESTON et al., 2010).

A epiderme, camada mais superficial da pele, é a responsavel pelo
contato com o ambiente externo. Nao € um tecido vascularizado e, por isso,
depende dos nutrientes provenientes da derme. Estruturalmente € composta por
células compactadas justapostas, com diferentes morfologias, grau de
maturidade e profundidade (ALMEIDA, 2020; BROHEM et al., 2011;
MURPHREE, 2017).

A subcamada mais externa da epiderme € o estrato cérneo, constituido
por queratinécitos mortos preenchidos com queratina proteica, sendo
constantemente descartado e reabastecido por subcamadas abaixo, e
corresponde a principal barreira de penetragado cutédnea. A camada granulosa,
localizada abaixo do estrato corneo, € compreendida por células achatadas,
nucleadas e com granulos lamelares e querato-hialina, que sao responsaveis
pela impermeabilizagdo da pele a agua, impedindo a desidratagdo. A camada
espinhosa é formada por células de Malpighi, que fornecem adesao celular e
resisténcia a forgcas mecanicas. A camada mais interna da epiderme, a camada
basal ou camada germinativa, € a responsavel pela renovagdo continua da
epiderme e pela nutricdo das camadas superiores. E formada, principalmente,
por proteinas colageno do tipo IV e proteoglicanos e povoada por células tronco
(ALMEIDA, 2020; BROHEM et al., 2011; MURPHREE, 2017; WELLER et al.,
2008).

Além disso, na epiderme estdo presentes melandcitos, produtores de
melanina, que tem como principal fungao proteger o nucleo da célula epidérmica
contra a acdo dos raios ultravioleta; as células de Langerhans,
imunocompetentes, capazes de reconhecer, processar e fagocitar antigenos na

pele; e as células de Merkel, células neuroenddcrinas cutaneas, responsaveis



pelo sensorial cutaneo (ALMEIDA, 2020; BROHEM et al., 2011; MURPHREE,
2017; WELLER et al., 2008).

Entre a epiderme e a derme esta a jungaéo dermo-epidérmica, formada por
uma rede de fibras de proteinas com colageno IV, laminina, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos e fatores de crescimento (ALMEIDA, 2020).

A derme, camada intermediaria da pele, € um tecido de sustentagdo no
qual atravessam vasos e nervos, onde estdo implantados os anexos cutaneos
como as glandulas sudoriparas, pelos, glandulas sebaceas e unhas. As células
mais abundantes nesse tecido sao os fibroblastos, responsaveis pela sintese e
renovagdo da matriz extracelular, produgdo de colageno, elastina e
glicosaminas. Constituida por uma matriz de tecido conjuntivo contendo fibras
de colageno, filamentos e substancia fundamental amorfa, a derme é subdividida
em derme papilar, subpapilar e derme reticular. A derme papilar € formada por
tecido conjuntivo frouxo e contém algcas capilares responsaveis pelo
fornecimento de nutrientes e oxigenacdo da camada basal da epiderme. A
camada subpapilar € formada em tecido conjuntivo frouxo assim como a camada
papilar, mas se distribui em torno dos anexos cutadneos. A derme reticular é
formada por tecido conjuntivo denso e € quem promove a rede vascular e
linfatica (ALMEIDA, 2020; BARONI et al.,, 2012; MURPHREE, 2017;
SHIMIZU,2016).

A hipoderme corresponde a camada mais profunda da pele, formada
majoritariamente por células adiposas que se moldam aos musculos adjacentes,
com as funcdes de amortecer a pressao fisica externa contra traumas, reter a
umidade e gerar calor (ALMEIDA, 2020; MARIONNET; TRICAUD; BERNERD,
2015).

2.4.1 Microbiota da pele humana

A superficie da pele humana € uma barreira fisica capaz de evitar a
invasdo de patdogenos estranhos, mas ao mesmo tempo € colonizada por uma
ampla gama de microrganismos, que podem ser tanto comensais, quanto
mutualistas. A microbiota cutanea possui papel essencial na protecido contra
patdgenos, na modulagao do sistema imunologico e na degradagao de produtos
naturais. Se a barreira cutédnea tiver sua integridade violada e houver um
desequilibrio entre colonizagdo de microrganismos benéficos e patogénicos

pode resultar em doengas de pele, como no caso da acne vulgar com a presenca
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do Cutibacterium acnes, ou até mesmo doencas sistémicas (ADU et al., 2020;
BYRD; BELKAID; SEGRE, 2018).

Durante os ultimos anos, devido aos grandes avangos das técnicas de
estudos de sequenciamento metagendmico foi possivel compreender que a
composi¢ao do microbioma da pele humana é inerente sobretudo a fisiologia do
local da pele. Locais sebaceos como a glabela s&o predominantemente
colonizados por Cutibacterium acnes, enquanto em ambientes umidos como a
fossa antecubital, o antebraco e os espacos entre os dedos dos pés a presenca
das espécies Staphylococcus spp e Corynebacterium spp se destaca. Além
disso, em diferentes regides da superficie corporal sdo encontrados fungos do
género Malassezia como nas regides centrais do corpo e do brago. Enquanto os
pés sado colonizados por uma combinagédo de fungos das espécies Malassezia
spp., Aspergillus spp., Cryptococcus spp., Rhodotorula spp., Epicoccum spp.,
entre outros. Ja a colonizagdo por virus, diferente das bactérias e fungos, parece
ser inerente ao individuo e ndo ao local anatémico (SCHOMMER; GALLO, 2013).

Existem algumas substéncias fisiolégicas na superficie cutdnea capazes
de equilibrar e proteger a pele, como as bacteriocinas, enzimas e defensinas. Os
BS também podem ser uma alternativa importante para a manutencao da pele
devido a mecanismos inibitérios frente a patdégenos cutaneos. Além disso,
produtos cosméticos e de higiene pessoal podem auxiliar na protecao da pele,
limpeza, hidratagao, inibicdo do crescimento de patégenos, entre outras (ADU et
al., 2020; MOLDES et al., 2021).

2.5 AGUA MICELAR

Atualmente, a limpeza é um importante passo no cuidado diario da pele.
Promove reducdo de infecgbes cutaneas, diminuicdo de disseminagao de
doencgas contagiosas, além de promover o embelezamento da pele. Para isso,
existem diferentes produtos capazes de exercer essa atividade, como sabonetes
liquidos e em barras, demaquilantes, cleasing oil, agua micelar, entre outros. O
grande desafio dessas formulagdes € limitar a interagao dos surfactantes apenas
as sujidades indesejaveis e evitar danos ao estrato cérneo, a barreira de
protecao cutanea (CONFORTI et al., 2021; DRAELOS, 2017).

A agua micelar foi desenvolvida na Frangca ha mais de cem anos como
uma alternativa para driblar a dificuldade de limpeza facial causada pela elevada

dureza da agua parisiense. E uma solucéo de limpeza para pele que tem agua,
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um surfactante suave e um hidratante como ingredientes principais. Tem como
finalidade retirar as impurezas da pele sem causar ressecamento, sendo
indicado principalmente para usuarios de pele seca e sensivel (CASTRO, 2019;
DRAELQOS, et al., 2013; MUNHOZ; ROCHA, 2021).

Os surfactantes podem solubilizar componentes da pele como lipideos,
enzimas, fatores hidratantes naturais, além de romper e remover o estrato
cérneo, comprometendo a fungdo de barreira da pele. Também podem
permanecer no estrato corneo e resultar em uma exposi¢gdo crbnica ao
surfactante. Diante disso, a grande vantagem da agua micelar frente a outras
formulagcbes de limpeza para a pele € a combinagcdo de surfactantes menos
agressivos aliados, principalmente, a ingredientes hidratantes resultando em um

sistema de limpeza suave e eficaz, minimizando possiveis danos ao estrato
cérneo (WALTERS et al., 2012).

Figura 6 — Interacao dos surfactantes com a pele.
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Fonte: Adaptado de WALTERS et al., 2012.

A agua micelar pode ser monofasica, indicada para limpeza da pele e
remogdo de maquiagens a base d’agua, com uma formulagdo composta
primordialmente por agua, surfactante e conservantes; ou bifasica, que além da
agua, surfactante e conservante também ha a presenga de um composto lipidico

volatil, promovendo uma maior remogao de maquiagens a prova d’agua, devido
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a maior carga de substancias hidrofébicas presentes (CARLI, 2015; MUNHOZ;
ROCHA, 2021).

Como discutido anteriormente, as micelas sdo as responsaveis pelas
caracteristicas dos surfactantes. E importante ressaltar que a conformagao das
micelas é dindmica e adapta-se ao meio em que esta presente. O mecanismo
de limpeza da agua micelar é baseado nessas caracteristicas. Quando a agua
micelar é aplicada em algodéao de caracteristica hidrofilica, devido a celulose em
sua composigao, a parte hidrofilica do surfactante sera atraida pelo algodao,
deixando a parte hidrofébica disponivel para interagir e com as sujidades oleosas
da pele, retirando-as com sucesso.

Cerezzo (2017) realizou um levantamento dos principais componentes de
diferentes formulagdes de agua micelar e observou que a agua aparece como o
ingrediente majoritario, que além de ser o veiculo da formulagdo, muitas vezes
também funciona como solvente. Além dela pode ser necessario o uso de outros
co-solventes para facilitar a solubilizagdo de componentes, como alguns alcoois,
polissorbato 20, butileno glicol e metilenopropanediol.

O surfactante € o ingrediente que sera responsavel pela formacao das
micelas e consequente limpeza da pele, podendo ser utilizados diferentes
tensoativos ou combinagdes desses, a depender do objetivo. Entre os mais
utilizados estdo os poloxamer 188, poloxamer 184, poloxamer 124, PEG-6
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico, PEG-40 6leo de ricino hidrogenado,
PEG-7 cocoato de glicerila, cocoanfodiacetato dissédico e SDS (CASTRO, 2019;
CEREZZO, 2017).

Outro ingrediente extremamente importante para esse tipo de formulagéo
sdo os conservantes, visto que devido a elevada propor¢cdo de agua existe
grande propensao a contaminagao microbiologica. Entre os conservantes usuais
estdo o acido etilenodiaminotetracético (EDTA), fenoxietanol, brometo de
cetriménio e butileno glicol. Além desses ingredientes pode ser necessario a
adicdo de emolientes, hidratantes e corretores de pH, para evitar que a
formulagdo cause danos a barreira cutanea (CARLI, 2015; CEREZZO, 2017,
MUNHOZ; ROCHA, 2021).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
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Investigar o potencial de seguranca e eficacia para a aplicagdo BS-SS em
formulagdes cosméticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade do BS-SS em linhagens celulares de fibroblastos
L929 e queratindcitos HaCarT.

Avaliar potencial de irritagdo ocular do BS-SS e da formulagdo de agua
micelar contendo o BS-SS.

Avaliar a eficiéncia da limpeza da agua micelar contendo o BS-SS em pele
de orelha de porco.
4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DO BIOSSURFACTANTE

O BS-SS, obtido a partir HHBCA e 6leo de soja por fermentacao
submersa, foi gentilmente fornecido na forma de p6 seco pelo Prof. Dr. Silvio
Silvério da Silva, coordenador do Grupo de Microbiololgia Aplicada e
Bioprocessos (GMBio) da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de
Sao Paulo (EEL/USP).
4.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO BIOSSURFACTANTE
4.2.1 Cultura de células

O ensaio de citotoxicidade do BS-SS foi realizado conforme Mossman
(1983) com modificagbes, em células de fibroblastos da linhagem murina L929 e
queratinécitos da linhagem humana HaCaT, no Laboratério de Desenvolvimento
de Sistemas Nanoestruturados (LDNano) da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Os fibroblastos foram cultivados em meio
Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) e os queratindcitos em meio DMEM
e Ham’s F-12 (proporg¢éo 1:1), ambos suplementados com 10% de Soro Bovino
Fetal (SBF) e 1% da solugdo dos antibidticos penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 ug/mL). As células foram cultivadas em garrafas para cultura
celular de 75 cm?® (KASVI) e mantidas em estufa incubadora umidificada a 37°C
com atmosfera de 5% de CO, (Panasonic, MCO-18ACL-PA, EUA) até atingirem
80% de confluéncia. Em seguida, removeu-se o meio, lavou-se com solugao
salina tamponada com fosfato e adicionou-se 2 mL de solugao de tripsina/EDTA
2,5% as garrafas de cultura dos fibroblastos e queratinécitos, as quais foram
incubadas por 4 minutos, a 37°C com atmosfera de 5% de CO0,. Apos,

acrescentou-se 4 mL dos respectivos meios suplementado com 10% SBF e 1%
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da solucdo de antibidticos para inativacdo da enzima. Recolheu-se o meio
contendo as células e transferiu-se para um tubo de centrifugagéo estéril de 15
mL, procedendo a centrifugagdo a 2000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e as células L929 foram ressuspendidas em meio
DMEM e as células de HaCaT em DMEM/ Ham’s F-12, ambos suplementado
com 10% SBF e 1% de antibidtico. As suspensoes de células foram diluidas
diretamente no corante Azul de Trypan 10x para a contagem em camara de
Neubauer para iniciar o ensaio de viabilidade celular.
4.2.2 Ensaio de viabilidade celular

O teste colorimétrico do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium]) conforme Mossman (1983), com algumas modifica¢des, foi
utilizado para mensurar a viabilidade dos fibroblastos e queratindcitos. As células
foram transferidas para microplacas de 96 pogos, com densidade celular de 5
x102 células/pogo para L929 e 1 x 10* células/pogo para HaCaT e incubadas por
24 horas em incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Apés
esse periodo, removeu-se 0 meio e adicionou-se 150 yL de meio DMEM ou
DMEM/ Ham’s F-12 suplementados (10% de SBF e 1% da solugdo de
antibioticos) em cada pogo. Em seguida, foram adicionados 50 pL das amostras,
de modo a obter-se concentragdes do BS-SS variando entre 2 a 32 mg/mL para
os fibroblastos e 1 a 8 mg/mL para os queratinécitos. Como controles foram
utilizados meio DMEM ou DMEM/ Ham’s F-12 (controle negativo) e solugao de
DMSO 5% (v/v) (controle positivo). Os experimentos foram realizados em
quadruplicata. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C com 5% de CO,.
Apos esse periodo, retirou-se o meio e adicionou-se 90 yL de meio DMEM ou
DMEM/ Ham’s F-12 suplementado acrescido de 10 uL de solucdo de MTT a 5
mg/mL.

As células foram incubadas com o MTT por 2,5 horas a 37°C com 5% de
CO0,. Apos a incubagao o precipitado de formazan, de coloragao roxa, formado
pela metabolizagdo do MTT pelas células metabolicamente viaveis, foi dissolvido
em 100 pL de DMSO e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro (SpectraMax
M2, Molecular Devices, EUA) a 595 nm. O calculo da porcentagem de viabilidade
celular para as células tratadas com o BS-SS em diferentes concentragdes foi
feito a partir das médias das respectivas absorbancias, considerando-se o valor

médio da absorbancia do grupo controle negativo como 100% de viabilidade.
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43 TESTE DE IRRITACAO OCULAR NA MEMBRANA
CORIOALANTOIDE DO OVO DE GALINHA (HET-CAM)

O potencial de irritacdo ocular do BS-SS foi classificado utilizando o
método de teste recomendados pelo ICCVAM (Publicagdo do NIH N 10-7553,
2010) e o método descrito por Luepke (1985). Ovos de galinha fertilizados foram
selecionados e incubados sob rotacdo a 37,5 °C por oito dias. Apds esse
periodo, foi realizada a ovoscopia. Os ovos inviaveis foram descartados e os
viaveis foram devolvidos a incubadora com a camara de ar voltada para cima e
a rotacdo desligada. No décimo dia, a casca ao redor da camara de ar foi
removida e as membranas internas extraidas para expor a membrana
corioalantodide.

O teste consistiu em aplicar 0,3 mL de solugao de BS-SS (60 mg/mL) na
membrana corioalantdide. Solugdes controle de NaCl 0,9% (controle negativo) e
SDS (1%, p/v) e solugdes de NaOH (0,1M) (controles positivos) também foram
testadas. A concentracao escolhida do BS-SS é o valor de sua CMC, 60 mg/mL
(BARBOSA et al.,2022) e a concentragdo da solugdo de SDS (1 %, p/v) € a
recomendada para solugdes de limpeza para a pele (ROWE, SHESKEY e
QUINN, 2009). A integridade da membrana foi avaliada por 300 segundos. O
teste HET-CAM é considerado aceitavel se os controles positivos (NaOH 0,1 M
e SDS 1,0 %) forem classificados como severamente irritantes (IS > 9) com IS
variando entre 10 e 19. O controle negativo (NaCl 0,9 %) deve ser classificado
como nao irritante (ICCVAM, 2010; LUEPKE, 1985).

Como a solugao do BS-SS é um pouco turva, ao final do teste a membrana
foi lavada com NaCl 0,9% para melhor visualizagdo da membrana corioalantéide.
O experimento foi realizado em triplicata (3 ovos para cada solugao).

Apods 0 exame da membrana, a pontuacgao de irritagao (I1S) foi calculada por meio
de pontuagdes numéricas dependentes do tempo para lise, hemorragia e
coagulacao (Tabela 4) somadas para dar um unico valor numérico indicando o

potencial de irritagdo da substancia de teste.
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Tabela 4 - Esquema de pontuagédo para teste de irritagdo com membrana corioalantéide de ovo

de galinha.

Quantificagao IS

Efeito Tempo (segundos)
30 120 300
Hiperemia / lise 5 3 1
Hemorragia 7
Coagulagao 9
Classificagao
Score Categoria irritante
0-0.9 Nao irritante
1-4.9 irritante fraco ou leve
5-8.9 iirritante moderado
9.0-21 irritante forte ou severa

Fonte: ICCVAM (Publicagéo NIH N- 10-7553,9 2010)9 e Luepke,1985.

4.4 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE LIMPEZA

A eficiéncia da limpeza cosmética foi avaliada usando pele de orelha de
porco de acordo com os métodos modificados relatados anteriormente (KNOTH
et al., 2019; MARTO et al., 2016; PAKKANG et al., 2018; WEBER et al., 2018;).
A pele da orelha suina foi obtida do matadouro local, lavada com agua e utilizada
imediatamente. Em uma area de 1 cm? de pele foram aplicadas quantidades
semelhantes de batom comercialmente disponivel, base e lapis de olho. A
maquiagem foi mantida para secagem natural na pele por 30 minutos. Em
seguida, um mililitro da solugao de BS-SS (60 mg/mL, p/v em agua destilada) foi
aplicado em uma almofada de algodao que foi usada para limpar a area de teste.
A pele foi friccionada trés vezes com dois dedos para dissolver a maquiagem no
algodao contendo a solugdo. O mesmo procedimento foi realizado com agua,
SDS 1% (p/v em agua destilada) e com agua micelar comercial para comparar a
eficacia de limpeza. As limpezas foram realizadas em triplicata. Apds cada
limpeza foram tiradas fotos para quantificar o percentual de remocgao da
maquiagem utilizando o software ImageJ®. A extensdo e a intensidade da
mancha foram quantificadas usando o determinante da mancha de intensidade
de area, que levou em consideracgao tanto a intensidade refletida quanto as areas

manchadas associadas. A eficacia da remog¢ao de maquiagem (% de eficiéncia
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de limpeza) foi determinada calculando a variancia nos valores determinantes de

intensidade de area antes e depois do processo de limpeza.

5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram avaliados estatisticamente através da
analise de variancia (ANOVA)/Dunnett, considerando-se o nivel de significancia
de 0,05. A comparagao entre as amostras foi feita através do teste de

significancia de Tukey.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O BS-SS é produzido a partir de hidrolisado de hemicelulose de bagago
de cana-de-agucar (HHBCA) e 6leo de soja por fermentacdo submersa. E
composto por um complexo de carboidratos-proteinas-lipidios, sendo do tipo
polimérico e anidnico. Possui importante propriedade emulsificante frente a
diversos compostos hidrofébicos, além de se manter estavel e apresentar acao
emulsificante sob diferentes condicbes de temperatura, pH e salinidade
(BARBOSA et al., 2022).

Uma questdo importante ao considerar a utilizacdo de BS em produtos
cosméticos é a sua segurancga. Por esta razdo, a citotoxicidade do BS-SS foi
avaliada em linhagens de células da pele com base no potencial de aplicagcao
cosmética.

De acordo com os resultados do teste de citotoxicidade, a redugao da
viabilidade dos fibroblastos L929 ocorreu significativamente apenas nas
concentracdes de 32 mg/mL e 16 mg/mL. A concentragéo que afeta a viabilidade
de 50% das células testadas (IC50) calculada para o BS-SS foi de 10,49 mg/mL
(Figura 7- A). Para a linhagem celular de HaCaT, o IC50 foi de 11,77 mg/mL
(Figura 7- B). De acordo com a ISO 10993-5/2009, viabilidade celular acima de

70% néo caracteriza efeitos toxicos significativos.
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Figura 7 — Viabilidade celular da linhagem de (A) fibroblastos (L929) e (B) queratinécitos

(HaCaT) apds 24 horas de tratamento com o BS-SS em diferentes concentragdes.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os resultados foram expressos em porcentagem em comparagédo com o controle (tratamento
DMEM/ Ham’s F-12). Os dados sao apresentados como média + S.E.M. (média do erro padrao)
de valores quadruplicados para cada concentracdo. A analise estatistica foi realizada por
ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparag¢des multiplas de Tukey. Letras minusculas

diferentes indicam uma diferenca significativa (p < 0,05).

Este estudo descreve pela primeira vez dados de toxicidade in vitro
relacionados ao BS-SS. Uma vez que os BS tém sido destacados como
potenciais alternativas ao uso de surfactantes sintéticos em formulagbes para
cuidados com a pele, os dados de citotoxicidade dos BS nas células da pele séo
de grande importancia. Embora ndo existam dados na literatura sobre o BS-SS,
pode-se fazer uma comparagao com a citotoxicidade de BS produzidos por
outros microrganismos em linhagens celulares da pele.

Estudos anteriores demonstraram que BS obtidos de Saccharomyces
cerevisiae nao apresentaram citotoxicidade contra a linhagem de fibroblastos
L929 na concentragao de 0,2 mg/mL (RIBEIRO et al., 2020).

Rodriguez-Lépez e colaboradores (2020) avaliaram a citotoxicidade de
BS produzidos a partir de Bacillus isolado de agua de maceragcado de milho e
Lactobacillus pentosus. O estudo foi realizado em células fibroblasticas de
camundongo (NCTC clone 929) usando o kit de ensaio de proliferagdo celular
MTS (Abcam). Ambos os BS ndo apresentaram citotoxicidade a 1 mg/mL,
apresentando viabilidade celular superior a 80%.

Em outro estudo, solugdes contendo 5 mg/mL de BS Lactobacillus

paracasei mostraram valores de proliferagao celular de 97% na linhagem celular
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de fibroblastos de camundongo 3T3 usando o ensaio de sulforrodamina B (SRB).
Na maior concentragdo de BS testada (10 mg/mL) a proliferagdo celular foi
superior a 64% (FERREIRA et al., 2017).

Sharma et al. (2022) avaliaram a citotoxicidade de um BS de Lactobacillus
pentosus NCIM 2912 através do ensaio MTT. O estudo de citotoxicidade
realizado em células de rim embrionario humano (HEK 293), fibroblasto de
camundongo ATCC L929 e linhas celulares do tipo epitelial humano (HEP-2)
registrou viabilidade de 90,3 +0,1%, 99,2+ 0,43 e 94,3 + 0,2%, respectivamente.
Estes resultados ndo demonstraram nenhum efeito substancial na reducao da
viabilidade celular em concentragdes de 1 mg/mL.

BS ramnolipideos produzidos pelas linhagens de Marinobacter
MCTG107b e Pseudomonas MCTG214 foram investigados quanto a sua
citotoxicidade contra queratinécitos humanos imortalizados (HaCaT) pelos
ensaios de azul de alamar e iodeto de propidio. Ambos os BS exibiram
citotoxicidade insignificante em concentragdes de até 0,25 mg/mL da linhagem
celular HaCaT. No mesmo estudo, também foram testados dois tensoativos
sintéticos amplamente utilizados em formulagées cosméticas e farmacéuticas,
Crodasinic LS30 e Texapon N70. Seus achados indicaram que ambos os
surfactantes industriais foram capazes de induzir citotoxicidade em
concentragbes muito mais baixas (>0,002 mg/mL) em comparagdo com os BS
(>0,5 mg/mL) (VOULGARIDOU et al., 2021).

BS obtidos de Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis, na
concentracao de 0,2 mg/mL, ndo apresentaram citotoxicidade contra linhagens
celulares de fibroblastos (L929) e macrofagos (RAW 264.7) (RIBEIRO et al.,
2020). Por fim, o BS produzido por Rhodococcus sp erythropolis 51T7,
apresentou menor toxicidade em células fibroblasticas e queratindcitos,
comparado ao surfactante sintético SDS (MARQUES et al., 2009).

Em comparagdo com os dados de citotoxicidade de outros BS
apresentados em estudos anteriores, 0 BS-SS apresentou maiores valores de
IC50 sugerindo ser uma nova oportunidade segura para uso em cosmeticos e
formulagdes farmacéuticas tépicas.

Arechabala et al. (1999) compararam a citotoxicidade de seis surfactantes
sintéticos pertencentes a diferentes classes (n&o-ibnicos, catibnicos e anidnicos)

contra uma cultura primaria de fibroblastos humanos usando o teste do vermelho
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neutro e o ensaio MTT. Os tensoativos testados foram classificados na seguinte
ordem crescente de citotoxicidade: Tween 80, Texapon N40, Tween 60, Texapon
K1298, Triton X100 e cloreto de benzetdnio. O surfactante menos citotoxico,
Tween 80, apresentou valores de IC50 de 0,85 mg/mL e 0,21 mg/mL usando os
ensaios de vermelho neutro e MTT, respectivamente.

Devido a menor citotoxicidade dos BS em comparacdo com os sintéticos,
os BS tém sido relatados como alternativas adequadas para uso em cosméticos
e produtos farmacéuticos topicos. Assim, como dados preliminares, os
resultados de citotoxicidade sugere-se que o potencial uso do BS-SS em

formulagdes topicas em concentragdes de até 8 mg/mL.

6.2 HET-CAM

O teste HET-CAM é amplamente utilizado e aceito mundialmente para
prever a irritacdo ocular de produtos cosméticos, sendo uma alternativa ao teste
de Draize, que consiste em testes em olhos de coelhos vivos. O teste de Draize,
considerado padrao ouro para avaliagao de irritagdo ocular, € um dos métodos
mais criticados pelos danos causados aos animais e tem sido substituido
principalmente por questdes éticas (RIVERO et al., 2021; TAVASZI, BUDAI,
2007). Através do teste HET-CAM ¢é possivel visualizar reagdes irritantes como
hemorragia, lise, coagulacéo e hiperemia na membrana corioalantéide de ovos
de galinha com embrides (BUDAI et al., 2021). A ocorréncia desses danos em
resposta a um composto € a base para o uso dessa técnica como indicacao de
que um produto ou substancia danifica as mucosas, principalmente o olho, em
ensaios realizados in vivo (TAVASZI; BUDAI, 2007).

O potencial irritante do BS-SS e substancias controles foram observados
através de alteragdes na membrana corioalantéica do ovo de galinha apds 300
segundos de exposicao.

A exposicao da membrana ao BS-SS néao resultou em hemorragia, lise e
dano de coagulagdo na membrana corioalantéide na concentragao utilizada (60
mg/mL) durante o tempo avaliado, o que classifica a solugdo de BS-SS como
nao irritante de acordo com a metodologia utilizada. Os resultados encontrados
para os controles corroboram com os descritos na literatura. O NaCl 0,9%

(controle nao irritante) ndo apresentou reagao no CAM, sendo classificado como
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nao irritante. SDS 1% e NaOH (controles irritantes) foram classificados como

severamente irritantes apresentando IS de 12 e 19, respectivamente (Figura 8).

Figura 8. Fotos de HET-CAM na presenga de solugdes de NaCl 0,9 %, BS-SS (60mg/mL), SDS
(1%) e NaOH (0,1M).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Os resultados corroboram com um estudo anterior realizado em que BS
foram testados em membrana corioalantéide BS produzidos por Lactobacillus
casei e Lactobacillus pentosus , os quais também nao causaram nenhum dano
a membrana, sendo classificados como n&o irritantes (RODRIGUEZ-LOPEZ et
al., 2019).

O SDS foi incluido no experimento pois além de ser um controle, também
foi testado para fins de comparagcdo entre um tensoativo sintético comum,

amplamente utilizado na industria cosmética e farmacéutica, e o BS-SS. Além
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do SDS, outros tensoativos frequentemente utilizados nas industrias cosmética
e farmacéutica, como cloreto de benzalconio, lauril éter sulfato de sodio, lauril
poliglicosideo e brometo de cetil dimetil aménio, foram considerados irritantes no
teste HET-CAM (VIERA et al., 2022).

Os resultados encontrados reforcam os dados descritos na literatura que
demonstram uma menor toxicidade dos BS em relagdo aos surfactantes
sintéticos. Além disso, trazem dados inovadores sobre a auséncia de potencial
de irritacdo ocular do BS-SS, avaliada pelo teste HET-CAM. Essa descoberta
abre novas oportunidades para o uso desse BS-SS como ingrediente em
produtos cosméticos ou farmacéuticos de uso tépico, por exemplo.

Diante desses resultados, outros ensaios in vitro devem ser realizados
visando complementar os dados de seguranca do BS-SS, como permeabilidade
e opacidade de cornea bovina ou olho isolado de galinha; ensaios em epiderme
humana reconstituida e avaliagao da permeacéo e retengao cutédnea (ANVISA,
2012).

6.3 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE LIMPEZA

Fotografias da pele da orelha de porco coberta com diferentes produtos
de maquiagem foram capturadas em condigdes de iluminagdo consistentes e
submetidas a anadlise através do software de processamento ImageJ®. A
eficiéncia de limpeza do BS-SS foi avaliada macroscopicamente em termos da
capacidade de remover produtos de maquiagem e a eficacia foi comparada com

SDS 1%, agua micelar comercial (C) e agua (Figura 9).

Os resultados mostram a eficacia do BS-SS em atuar como removedor de
maquiagem comparavel a atividade de limpeza da agua micelar comercial tanto
para base quanto para batom. Além disso, a capacidade de remogao de
maquiagem do BS-SS mostrou-se superior a solu¢do SDS, considerando o
delineador. A eficacia de limpeza de BS-SS, solugdo SDS, agua micelar e agua
considerando o produto batom foi de 90,1%, 82,4%, 83,9% e 67,1%,
respectivamente. Considerando o produto base, as eficiéncias de limpeza
obtidas foram de 98,1% para a solugdo SDS, 85,4% para o BS-SS, 85,5% para

a agua micelar e 58,2% para a agua.

O lapis de olho foi o produto mais dificil de remover da pele. A agua

micelar apresentou eficacia de limpeza de 60,9%, seguida pela solugao SDS
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(39,5%), BS-SS (34,2%) e agua (8,9%). A capacidade de remocdo de
maquiagem do BS-SS foi semelhante a solugdo SDS, considerando o lapis de

olho.

Como esperado, o produto demaquilante comercial apresentou
desempenho superior as amostras testadas. Ressalta-se que na formulagao
comercial ha sinergismo de componentes responsaveis pela limpeza da pele,
enquanto a capacidade de limpeza do BS-SS pode ser atribuida exclusivamente

a ele.

O estudo realizado revelou descobertas notaveis na remogao de produtos
de maquiagem. O BS-SS exibiu um padrao distinto de eficiéncia de remogao
para os variados itens de maquiagem. Os resultados indicaram que o BS
apresentou maior eficiéncia de remogao para base, seguido do batom e depois

do lapis de olho.
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Figura 9. Analise visual (A) e quantitativa (B) da eficiéncia de limpeza de solugédo SDS a 1%,

solugdo BS-SS (60 mg/mL), &gua micelar comercial e 4gua na remog&o de lapis de olho, base

e batom.

Fonte: elaborado pela prépia autora, 2023.

resultados encontrados sao promissores quando se trata de outros

dados publicados anteriormente para BS. Por exemplo, Knoth et al. (2019)
testaram a capacidade de limpeza de um BS derivado de milho. A eficacia da
limpeza foi comparada com a de outros produtos de limpeza e péde-se observar
que a atividade de limpeza do BS era algo semelhante a atividade de limpeza
suave da agua pura. Significativamente, a adicdo de BS a formulagcao de agua

micelar levou a uma redugao na sua eficacia de limpeza.

41



Assim, pode-se inferir que o BS-SS utilizado neste trabalho apresenta
propriedades emulsificantes e umectantes adequadas, parametros importantes
para produtos de limpeza de maquiagem.

7. CONCLUSOES

Em alinhamento com o impulso global em diregdo a matérias-primas de
origem naturais, renovaveis e nao toéxicas, novos ingredientes, como o BS,
constituem um caminho essencial em dire¢ao a uma nova geragao de produtos
cosméticos que proporcionam uma sinergia harmoniosa entre cuidados pessoais

e meio ambiente.

Neste contexto, o BS oferece uma solugdo promissora, proveniente de
origens naturais, para substituicdo de surfactantes sintéticos convencionais que
em sua maioria sdo conhecidos pela sua toxicidade e ndo biodegradabilidade,
representando ameacgas  significativas ao nosso ecossistema. A
biodegradabilidade superior do BS, biocompatibilidade, baixa toxicidade e
estabilidade em diversas condigdes ressaltam seu potencial como agentes
ecologicamente conscientes. Além disso, a versatilidade inerente aos BS permite

perfeitamente sua atuagao em formulagcdes cosmeéticas.

Este estudo contribui com caminho para a formulagdo de produtos
cosmeéticos. Os resultados mostraram que o BS-SS apresentou propriedades de
limpeza promissoras, até mesmo comparaveis a solugdo SDS a 1% para
diferentes tipos de produtos de maquiagem, ou seja, lapis de olho, batom e base.
Além disso, os resultados de toxicidade ocular e de toxicidade celular in vitro

mostraram que o BS-SS pode ser toleravel e seguro para fins cosméticos.

Em suma, os resultados aqui apresentados impulsionam a exploragao do
BS nas praticas da industria cosmética pautada na perspectiva de produtos

eficazes, seguros e sustentaveis.
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