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Mascara bioativa: novas prospec¢oes na area de
cosméticos

Bioactive mask: new prospects in the cosmetics area

RESUMO

A nanocelulose bacteriana (NCB) vem ganhando grande destaque em aplicagGes
cosméticas. Entre elas, a utilizacdo como mdscara facial se mostra vantajosa, uma vez que
a membrana de NCB possui alto teor de dgua, conferindo uma profunda hidratacdo a pele,
e permite que substancias bioativas, como antioxidantes, sejam incorporadas entre suas
nanofibras. O objetivo deste trabalho foi incorporar a NCB 6leo de semente de uva e extrato
de mirtilo, ambos com alto poder antioxidante e fotoprotetor. A extragao do dleo de
semente de uva foi realizada, porém obteve-se um rendimento abaixo do esperado. A
incorporagdo com extrato de mirtilo permitiu um bom crescimento das membranas. A
pesquisa foi interrompida logo que decretado o periodo de isolamento social devido ao
COVID-19. Para dar continuidade aos trabalhos, o grupo de pesquisa se dedicou ao
desenvolvimento de um artigo de revisao sobre os diferentes meios de cultura utilizados
para a biossintese de NCB.

PALAVRAS-CHAVE: Nanocelulose bacteriana. Oleo de semente de uva. Extrato de mirtilo.
ABSTRACT

Bacterial nanocellulose (BNC) has been gaining notability in cosmetic applications. Among
them, the utilization as a facial mask shows to be advantageous, since the BNC membrane
has a high water content, providing a deep hydration to the skin, and allows bioactive
substances, such as antioxidants, to be incorporated between its nanofibers. The objective
of this work was to incorporate to BNC grape seed oil and blueberry extract, both with high
antioxidant and photoprotective properties. The extraction of grape seed oil was
performed, but a yield lower than the expected was obtained. The incorporation of
blueberry extract enabled a great growth of the membranes. The research was paused as
soon as the period of social isolation was determined. To continue the work, the research
group dedicated itself to the development of a review article about the different culture
media used for the BNC biosynthesis.

KEYWORDS: Bacterial nanocellulose. Grape seed oil. Blueberry extract.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia é empregada em produtos eletronicos, de cuidados
pessoais, quimicos, alimenticios, entre outros. No que diz respeito aos cuidados
pessoais, hd uma procura crescente por novos produtos cosméticos, o que requer
um constante desenvolvimento de novas tecnologias para que as demandas sejam
alcancadas. Cosméticos produzidos a partir de nanoparticulas sdo disponibilizados
em diversas formas como cremes, poés, locGes, sabonetes, mdscaras e emulsdes
que podem ser utilizadas em qualquer parte do corpo (PASTRANA; AVILA; TSAI,
2018). Entre estas, as mascaras faciais tém ganhado grande destaque entre os
usudrios de produtos cosméticos. Elas sdo aplicadas com diferentes fins:
hidratacdo, revitalizacdo, cicatrizacdo, refrescancia e clareamento (ARAMWIT;
BANG, 2014).

Nesse sentido, a nanocelulose bacteriana (NCB) tém demonstrado ser um
material promissor para a aplicacdo cutanea. Ela é produzida eficientemente por
bactérias do género Komagataeibacter (DE SOUZA et al., 2019). A NCB é um
hidrogel superabsorvente que promove iniUmeras ligacdes com a agua devido a
grande quantidade de grupos hidroxila disponiveis neste biofilme. Desse modo, o
teor de agua da membrana é consideravelmente alto (acima de 95%). Portanto ela
pode atuar como um tapete hidratante, onde a absorcao de umidade é resultado
do alto gradiente da concentracdo de agua entre a pele e a NCB (LUDWICKA et al.,
2016).

A estrutura de nanofibras com diametro menor que 100 nm possibilita a
profunda penetragdo de substancias ativas na pele (LUDWICKA et al., 2016). Alguns
trabalhos realizados incorporaram a NCB sericina de seda, glicerina, colageno, aloe
vera, tanino e nisina (ALMEIDA et al., 2014; ARAMWIT; BANG, 2014; DOS SANTOS
et al.,, 2018; GODINHO et al.,, 2016; MISSIO et al., 2018; SIONKOWSKA;
MEZEYKOWSKA; SAHA, 2019). Os dois ultimos trabalhos relatam a adi¢do de
atividade antioxidante a membrana de nanocelulose.

Extratos e 6leos de algumas plantas sdo ricos em moléculas antioxidantes, as
quais desempenham um papel fundamental no retardamento do envelhecimento
celular. Moléculas antioxidantes podem reduzir os efeitos nocivos dos radicais
livres, moléculas que prejudicam as células da pele e causam inflamacdo e
envelhecimento precoce (DAYAN; KROMIDAS, 2011; PODEROSO, 2009).

A uva (Vitis vinifera) é uma grande fonte de antioxidantes, principalmente do
grupo polifendis presentes no éleo extraido da semente desta fruta. Os principais
polifendis identificados no 6leo da semente de uva sdo catequinas, epicatequinas,
resveratrol e procianidina B1 (MAIER et al., 2009; ROMBAUT et al., 2014). Além
disso, este 6leo é rico em 4acido linoleico que possui acdo nutritiva, anti-
inflamatdria e anti-séptica, vitaminas E, C e D e beta-caroteno (CLARA; JOSE, 2019;
GARAVAGLIA et al., 2016).

Outra grande fonte de antioxidantes é o mirtilo, rico em compostos fendlicos
como antocianinas, quercetina, acido cafeico, acido p-cumadrico, acido ferrulico e
proantocianidinas (OH et al., 2017). Sendo parte dos flavondides, as antocianinas
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sdo Otimos pigmentos naturais, dando cor azul nas plantas e mostram alto
potencial antioxidante (DIACONEASA et al., 2015), sendo capazes de restaurar os
capilares da pele e melhorar vdrias doencas deste tecido, como rugas e
hiperpigmentacdo (JANG et al., 2008; KARUNARATHNE et al., 2019; NANASHIMA
et al., 2018). Proantocianidinas também s3o moléculas antioxidantes que ja
provaram ser capazes de retardar o fotoenvelhecimento, impedindo a degradacado
do colageno e acido hialurénico pela radiagdo UVA em células de fibroblastos da
pele (YODKEEREE et al., 2018).

E fato que tanto o 6leo de semente de uva como o mirtilo possuem
composicdes benéficas a pele humana com agdo antienvelhecimento,
fotoprotetora e reducdao da hiperpigmentacdo. Nesse sentido, esta proposta
buscou integrar estes componentes a NCB, a fim de obter uma madscara
biologicamente ativa com alto poder hidratante e acdao antioxidante, a qual, no
cenario dos cosméticos, € um produto inovador, pois une a nano e a biotecnologia
com produtos naturais. Portanto, serd avaliada a incorporacdo dos 6leos a NCB
utilizando o método ex situ. Caso necessario, outras alternativas de modificacao
serdo consideradas, por exemplo, a adicdo de um emulsificante para permitir a
interacdo entre a agua presente na NCB e os 6leos.

MATERIAL E METODOS

O meio de cultura utilizado foi o Hestrin-Schramm (HS) (HESTRIN; SCHRAMM,
1954). Para realizar a reativacao da cepa e a preparacdo das placas de manutengao,
uma aliquota de 1 ml de Komagataeibacter xylinus (ATCC® 53524™) foi adicionada
a um tubo falcon de 4 ml de meio de cultura HS. 100 uL deste indculo foram
transferidos para uma placa de meio HS sélido, denominada placa de manutencdo.
O tubo com o indculo e a placa foram levados a estufa B.0.D. a 30°C por 7 dias,
para posterior preparacdo de estoques da cepa e placas de trabalho,
respectivamente.

Da placa de manutencdo foram coletadas 5 col6nias para preparar 1 mL de
meio de cultura liquido HS em um tubo falcon. Deste tubo, foram transferidos 100
pL para uma nova placa de meio HS sélido, denominada placa de trabalho, que
entdo foi levada a estufa B.0.D. a 30°C por 7 dias.

A fim de se realizar a estocagem da cepa bacteriana, o tubo preparado para
reativacdo da cepa, apds o periodo de fermentacdo, teve o biofilme
cuidadosamente removido e foi adicionado meio de cultura liquido HS em uma
proporgdo de 10% do indculo. Este tubo foi levado a estufa B.O.D. a 30°C por 7
dias. Apds este periodo, as aliquotas foram preparadas em eppendorfs
adicionando-se 800 pL de indculo e 200 pL de glicerol e levadas ao freezer.

Assim que a fermentacdo foi concluida, as membranas de NCB foram
purificadas. As membranas foram cuidadosamente removidas e transferidas para
uma solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 M por 24 h. Entdo, elas foram
lavadas com dgua destilada e colocadas na estufa a 50°C por 15 minutos com dgua
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destilada cobrindo-as, esse processo se repetiu por 7 vezes. Apds isso as
membranas hidratadas foram autoclavadas a 121°C por 20 minutos.

Os extratos de mirtilo foram adquiridos da Empresa Empdrio do Mirtilo em
Itd, Santa Catarina, Brasil. A empresa forneceu um extrato 50% e um 20%, ambos
glicdlicos, além de um extrato seco de mirtilo e uma farinha de mirtilo.

Sementes de uva foram adquiridas de uma vinicola do oeste de Santa
Catarina, Brasil para realizar a extracdo do dleo de semente de uva. A extragao
seguiu o protocolo de Bligh and Dyer (BLIGH, E.G. AND DYER, 1959).

O cultivo em modo estatico com extrato de mirtilo foi realizado em placas de
24 pocgos, cada pogo contendo um volume total de 2 mL. De acordo com a Figura
1, a placa A contém o extrato 20% e a placa B contém o extrato 50%. As dilui¢cdes
dos extratos sdo demonstradas na figura e foram realizadas em meio HS. A
fermentacdo ocorreu em estufa B.O.D. a 30°C por 7 dias.

Figura 1 — Esquema da preparacgdo das placas com extrato de mirtilo 20% e 50%. Fonte:
autoria propria.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A reativacdo da cepa foi realizada e as placas de manutencdo foram
preparadas para posterior preparo das placas de trabalho. Entretanto, muitos
problemas com contaminagdao foram encontrados durante o processo. Concluiu-
se que as aliquotas com as cepas iniciais estavam contaminadas devido a frequente
falta de luz no campus que ocasionava o descongelamento das amostras que eram
armazenadas no freezer do laboratério. Portanto, novas aliquotas foram obtidas e
logo foram reativadas, garantindo assim que nao sofreram descongelamento. A
Figura 2 mostra uma placa contaminada, pela morfologia concluiu-se que é um
fungo filamentoso.

A extracdo do 6leo de semente de uva foi realizada como descrito, entretanto
mais extracGes deverdo ser realizadas para se obter um maior rendimento de éleo.
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Figura 2 — Placa de reativacdo contaminada por fungo. Fonte: autoria prépria.

As placas contendo o indculo e o extrato de mirtilo de acordo com a Figura 1
foram preparadas. O crescimento seguiu por 7 dias e observou-se o crescimento
de membranas de NCB na superficie como mostra a Figura 3. As membranas foram
purificadas como descrito anteriormente e armazenadas em agua destilada.

Figura 3 — Placas com extrato de mirtilo apds 7 dias de fermentagdo. Fonte: autoria
prépria.

O projeto de pesquisa “NanoCel - Desenvolvimento de Plataformas de
Nanocelulose” teve inicio em agosto de 2019, trazendo uma nova linha de pesquisa
ao campus da UTFPR de Dois Vizinhos. Diversos problemas surgiram durante o
desenvolvimento inicial do projeto, como, por exemplo, as contaminacdes.
Aproximadamente 3 meses foram necessdrios até que uma cultura pura fosse
produzida e, assim, dar continuidade aos experimentos. Além disso, alguns
equipamentos indispensaveis para o andamento do projeto ndo estavam
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disponiveis para o uso, como a estufa B.0.D., no entanto, grande progresso foi
feito assim que se obteve as condi¢des necessarias para a producdo dos biofilmes
de NCB.

As atividades de pesquisa do campus de Dois Vizinhos foram suspensas em
marc¢o de 2020 devido a pandemia do Covid-19 por tempo indeterminado. Dessa
forma todas as atividades de pesquisa foram suspensas que comprometeu as
atividades planejadas.

Durante este periodo de isolamento, o grupo dos alunos vinculados ao projeto
“NanoCel - Desenvolvimento de Plataformas de Nanocelulose” vem
desenvolvendo um artigo de revisdo sobre os diferentes meios de cultura para a
producao de NCB, que ainda serd publicado. Desta forma, o grupo continuou
produzindo resultados mesmo fora dos laboratdrios.

Assim que possivel, os experimentos terdo continuidade e serd realizada a
incorporacdo do dleo de semente de uva a NCB, a caracterizagao fisico-quimica e
os testes sensoriais. Também serd avaliado o crescimento da NCB em meio de
cultura minimo, o qual acrescenta vantagens ao processo, como por exemplo um
menor custo, além de resultar em uma membrana transparente (DE SOUZA et al.,
2019), agregando um melhor aspecto visual ao produto.

CONCLUSAO

O presente trabalho alcangou os objetivos iniciais, tais como reativagao,
propagacdo, estocagem da cepa bacteriana, preparacdo de meio de cultura e
purificacdo das membranas de NCB. Além disso uma das estratégias de
modificacdo foi realizada com os extratos de mirtilo, obtendo-se um resultado
satisfatorio. Entretanto, mais testes precisam ser feitos para determinar as
estratégias de modificacdo (in situ ou ex situ) e as condicdes (tempo, formato da
membrana, meio de cultura, entre outras) mais adequadas ao processo de
producao da NCB.
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