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RESUMO

Introdugdo: O uso de ingredientes naturais em produtos de cuidados com a pele tem ganhado grande
interesse devido aos efeitos adversos dos compostos sintéticos.

Objetivo: Essa preocupacio crescente impulsionou a pesquisa sobre organismos fotossintéticos como fon-
tes sustentaveis e ecologicas de ingredientes eficazes. Extratos naturais, especialmente os derivados de plantas,
algas e cianobactérias, tém atraido grande interesse da indastria de cosméticos. As cianobactérias se destacam
por suas baixas exigéncias culturais, crescimento rapido e capacidade de produzir diversos metabdlitos bioa-
tivos, tornando-as um recurso sustentavel e econdmico.

Métodos: Este estudo avaliou os efeitos de pigmentos naturais — ficocianina e ficoeritrina — extraidos
de Spirulina platensis ¢ Nostoc sp. em trés produtos cosméticos: sabonete, gel de limpeza facial antiacne e
gel desinfetante para as mios. Apos o cultivo das cianobactérias, os pigmentos foram extraidos, purificados
e revestidos com quitosana como estabilizante. Esses pigmentos revestidos foram entio utilizados para
formular os produtos cosméticos, que foram avaliados quanto a viscosidade, pH, estabilidade, atividade
antioxidante e propriedades antibacterianas.

Resultados: Os resultados mostraram que a ficocianina e o contettddo combinado de pigmentos foram
maiores no gel antiacne e sabonete, enquanto a ficoeritrina e a concentragio total de pigmentos foram
maiores no gel desinfetante.

Conclusdo: Este estudo demonstra o potencial de produzir produtos cosméticos estaveis e enriquecidos
com pigmentos de cianobactérias, oferecendo alternativas sustentaveis e eficazes aos ingredientes sintéticos.
Palavras-chave: Cianobactérias; Micro-ondas; Microbiologia.

ABSTRACT

Introduction: The use of natural ingredients in skincare products has gained increasing attention due to the harmful
effects and environmental risks associated with synthetic compounds.

Objective: This growing concern has driven research into photosynthetic organisms as sustainable and eco-friendly
sources of effective ingredients. Natural extracts — particularly those derived from plants, algae, and cyanobacteria —
have drawn significant interest in the cosmetics industry. Cyanobacteria stand out for their low cultivation requirements,
rapid growth, and ability to produce a wide range of bioactive metabolites, making them a sustainable and cost-effective
resource.

Methods: This study evaluated the effects of natural pigments — phycocyanin and phycoerythrin — extracted from
Spirulina platensis and Nostoc sp. on three cosmetic products: soap, anti-acne face wash, and hand sanitizer gel. After
culturing the cyanobacteria, the pigments were extracted, purified, and coated with chitosan as a stabilizer. These coated
pigments were then used to formulate the cosmetic products, which were assessed for viscosity, pH, stability, antioxidant
activity, and antibacterial properties.

Results: The results showed that phycocyanin and the combined pigment content were higher in the anti-acne face
wash and soap, whereas phycoerythrin and the total pigment concentration were greater in the hand sanitizer gel.
Conclusion: This study demonstrates the potential of cyanobacterial pigments to produce stable, enriched cosmetic
products, offering sustainable and effective alternatives to synthetic ingredients.

Keywords: Cyanobacteria; Microwaves; Microbiology.
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INTRODUCAO

As cianobactérias, utilizadas pelos chineses ha cerca de
2.000 anos para sobreviver durante periodos de desnutri¢io, tém
sido utilizadas na biotecnologia desde a década de 1950."* Elas
melhoram o valor nutricional dos alimentos e ragdes animais
devido a sua composi¢io quimica, sio essenciais na aquicultu-
ra e seus subprodutos tém aplica¢des na inddstria cosmética.? A
biomassa de microalgas é usada para produzir varios produtos
uteis, incluindo suplementos alimentares ricos em proteinas para
nutricio humana, aquicultura e fins nutracéuticos.” Os cosmé-
ticos sAo essenciais na rotina diaria, com aumento da demanda
por produtos para cuidados com a pele motivado por preocupa-
¢des com a satde da pele e a aparéncia estética. Questdes éticas
com produtos de origem animal e possiveis danos causados por
substancias artificiais, como alergias e riscos ambientais, levaram
a um aumento nos estudos sobre cosméticos derivados de or-
ganismos fotossintéticos.* Uma das principais fontes naturais de
metabdlitos benéficos para cosméticos sdo as microalgas, que
podem acelerar a cicatrizacio e reparacio da pele e tém ativi-
dade antimanchas e anti-inflamatéria.>” Devido ao seu alto teor
de célcio, betacaroteno, fosforo, ferro, biotina, acido folico, acido
pantoténico e vitamina B12, Nostoc, Spirulina (Arthrospira) e
Aphanizomenon sio as espécies de cianobactérias mais estuda-
das.® Seus extratos e compostos bioativos estio sendo estudados
para uso em cosméticos para proteger a pele e o cabelo.” O
betacaroteno de Desmonostoc muscorum, Leptolyngbya foveolarum e
Arthrospira platensis pode regular a expressio génica induzida por
UV-A em queratindcitos humanos'’ e modular alvos biologicos
como NF-kB, COX-2 e metaloproteinase-9 da matriz, devido a
sua atividade anti-inflamatéria.’

As ficobiliproteinas (FBPs) cianobacterianas, como a fi-
cocianina (FC), tém propriedades antioxidantes, anti-inflama-
torias e antienvelhecimento e sio utilizadas em cosméticos.” "
As FBPs cianobacterianas, proteinas hidrofilicas encontradas em
cianobactérias e certas algas vermelhas, tém possiveis aplicacdes
comerciais como constituintes cosméticos naturais.'? Esses me-
tabolitos, semelhantes a bilirrubina, tém propriedades eficazes de
extin¢do contra derivados de oxigénio, sugerindo que podem
ser potenciais agentes antioxidantes. As FBPs consistem em trés
componentes: ficoeritrina (FE, pigmento vermelho), alofico-
clanina (pigmento verde-azulado) e FC (pigmento azul). Esses
complexos de proteina-pigmento fluorescentes podem ser usa-
dos comercialmente."

A FC, o 4cido gama-linolénico, a ficocianobilina e a
ficoeritrobilina sio fitopigmentos encontrados na espirulina,
conhecidos por suas propriedades antioxidantes, antimelano-
génicas, antirrugas e antienvelhecimento.!' Esses compostos sio
usados em cosméticos como batons, delineadores e sombras
como corantes naturais. Além de seus beneficios dermatolégicos,
a espirulina também ¢ conhecida por suas propriedades anti-in-
flamatérias, neuroprotetoras e hepatoprotetoras. Demonstrou-se
redugio dos niveis séricos de alanina aminotransferase, aspartato

aminotransferase e malondialdeido.*!*

Os extratos de cianobactérias também contém peptideos
e proteinas que tém aplicagdes em produtos para os cabelos, in-
cluindo lo¢des, xampus, solu¢des para ondulagio permanente e
produtos para tingimento capilar.'”>' Estudos com extratos de
Chlorogloeopsis sp. ¢ Spirulina relataram beneficios como au-
mento do brilho, facilidade de pentear e melhora na restauragio
e hidratacio dos cabelos. Por exemplo, a mascara condicionadora
Blue Green Algae Hair Rescue da Aubrey Organics fortalece o
cabelo de forma eficaz e previne a quebra e as pontas duplas.®

Extratos ativos de cianobactérias, como o extrato de espi-
rulina Spiralin®, sio atualmente utilizados na industria cosmética
para fins de prote¢do da pele. Esses extratos, encontrados em
produtos como o Skinicer® Repair Cream e o Spirularin®, tém
efeitos regenerativos nas células danificadas da pele e no colage-
no, além de fornecer prote¢io contra a radiacio UV. Além disso,
a FBP c-ficocianina (C-FC), derivada de Aphanizomenon flos-a-
quae, é utilizada no NaturCyanin Bioactive® como uma alterna-
tiva natural aos corantes sintéticos, devido a atraente tonalidade
rosa-purpura que ela confere aos produtos finais."”

Ha poucas pesquisas sobre a utilizacio de outros géneros
de cianobactérias para fins cosméticos, tornando essa uma area
valiosa para investigagdes futuras. Este estudo avalia os efeitos
antioxidantes ¢ antimicrobianos de sabonete, gel de limpeza fa-
cial antiacne e gel desinfetante para as maos formulados com FC
e FE revestidas com quitosana.

METODOS

Condi¢Ges de cultura das espécies Nostoc sp. e

Spirulina sp.

As cepas de cianobactérias Spirulina platensis e Nostoc sp.,
isoladas da colec¢io de culturas de cianobactérias do herbario
ALBORZ na divisio de ciéncia e pesquisa da Islamic Azad Uni-
versity, em Teerd, foram cultivadas em meios Zarrouk ¢ BG110
modificados, respectivamente. As culturas foram mantidas em
camaras de crescimento iluminadas (300 pmol m?s') a 28 £ 2
°C por 30 dias.'®"

Extra¢io e purificacio de FC e FE de grau analitico

Foram realizadas a extragdo e a purificacio de FC ¢ FE
de culturas em fase logaritmica com 14 dias.® As culturas de
clanobactérias foram centrifugadas a 4.000 rpm para coleta do
sedimento de biomassa. O sedimento foi suspenso novamente
em uma solu¢io tampio especifica para FC e em uma solugio
tampio de fosfato de potissio para FE. O processo de extracio
foi repetido diariamente por quatro dias até que a biomassa ce-
lular ficasse roxa escura.

Extratos de pigmentos brutos foram obtidos por cen-
trifugacdo a 5.000 rpm por 10 minutos. A purifica¢io seguiu
o método de Afreen e Fatma, que envolve a adi¢io de sulfato
de amonio sdlido ao extrato bruto para atingir 65% de satura-
¢20.2! A mistura foi centrifugada a 4.500 X g por 10 minutos, os
sedimentos resultantes foram suspensos novamente em solu¢io
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tampao de acido acético e acetato de sédio 50 mM e dialisados
durante a noite. Os extratos dialisados foram entio filtrados em
um filtro de membrana de 0,45 um.

O espectro de absor¢io dos pigmentos purificados foi
determinado por varredura da amostra em comprimentos de
onda variando de 300 a 750 nm com um espectrofotometro
Specord 200 (Analytik Jena, Alemanha). As concentracdes de FC
e FE foram calculadas a partir das medic¢des da absorbancia a 620
e 650 nm (para FC) e 565 nm (para FE), utilizando equag¢des
padrio. A pureza dos pigmentos foi avaliada em cada etapa calcu-
lando as razdes de pureza: A620/A652 para a FC e A555/A280
para a FE (Figura 1).

(1) FC (ugmL") = (OD_, — 0,70 X OD_) / 7,38
(2) AFC (ug'mL") = (OD_, ~0,19 X OD_,) / 5,65
(3) FE (ugmL") = OD__—2,8 X [FC] - 1,34 X [AFC]

Estabilizacdo e revestimento de pigmentos com

quitosana

A FC e a FE foram encapsuladas combinando os pig-
mentos com uma solu¢io de quitosana solivel em agua (QSA),
utilizando o tripolifosfato de sédio como agente reticulante. A
solugio de QSA foi preparada pela dissolu¢io de oligoquitosana
em agua destilada a uma concentragio de 1 mg/mL. Essa mistura
foi mantida a uma temperatura de 4 °C por 24 horas para garan-
tir a hidratacio completa. Em seguida, uma solu¢io de 1 mL de
FC + FE (em agua deionizada) foi adicionada lentamente a uma

solu¢io de 1 mL de QSA (1 mg/mL) sob agitacio constante a

uma temperatura de 25 °C. O tripolifosfato de sédio (2 mg/
mlL) foi entdo adicionado em aliquotas de 0,5 mL, seguido pelo
ajuste do pH para 7 utilizando HCI a 1%. Finalmente, foram
adicionados 0,5 mL de polietilenoglicol (PEG) para completar o
processo de estabilizagio.”

Formulagdo de sabonete, gel de limpeza facial an-

tiacne e gel desinfetante para as maos

Uma série de testes experimentais foram realizados para
otimizar as formula¢des laboratoriais de sabonete, gel de limpe-
za facial antiacne e gel desinfetante para as mios. As composi-
¢des finais foram desenvolvidas com base nas combinagdes de
ingredientes de melhor desempenho (Tabela 1). Foram incluidos
quatro tratamentos controle no processo de formulacio dos trés
produtos: (1) uma formula¢io sem pigmento, (2) uma formula-
¢do contendo apenas FC (1,5 g), (3) uma formulacio contendo
apenas FE (1,5 g) e (4) uma formulacio contendo uma com-
binagio de ambos os pigmentos (1,5 g no total) (Figura 2).>*%

Testes de avaliagdo do gel de limpeza facial an-

tiacne Viscosidade

A viscosidade do gel de limpeza facial antiacne foi me-
dida com um viscosimetro digital Brookfield (eixo no. 64), ope-
rando a 10 rpm e temperatura controlada de 25 °C. Uma quanti-
dade predeterminada do produto foi transferida para um béquer
e o eixo do viscosimetro foi imerso na amostra para realizar a
medi¢do. Os testes foram realizados em triplicata para garantir
acuricia e reprodutibilidade.”’

FIGURA 1: Diferentes estagios
de separacdo e purificagao dos
pigmentos ficocianina (Aa D) e
ficoeritrina (E a H). A - cultura
primaria da cianobactéria
Spirulina, B - preparagdo do
extrato bruto C - didlise

D - liofilizacdo e preparacao

do p6 de ficocianina E - cultura
primaria da cianobactéria
Nostoc F - preparacao do
extrato bruto G - didlise

H - liofilizagdo e preparagao do
p6 de ficoeritrina
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TABELA 1: Composicao do gel de limpeza facial antiacne, sabonete e gel desinfetante para as maos

Produtos Ingredientes Quantidade
Gel de limpeza facial antiacne Carbopol 0,1g
Agua destilada 2,0 mL
Metilparabeno 0,1 mg
Propilenoglicol 0,1 mg
TEA 01g
Ficocianina e ficoeritrina 15¢
Sabonete Agua destilada 2,0 ml
Etanol 5,0 mL
Oleo de canela 1,0 mL
Oleo de citronela 1,0 mL
Sabonete de glicerina derretida 9,0%
Acido esteérico 0,033 g
Ficocianina e ficoeritrina 1,5¢g
Gel desinfetante para as mios Carbopol 940 1,0¢g
EDTA 0,1g
Agua destilada 2,0 mL
Glicerina 50¢g
Perfume 0,3%
Ficocianina e ficoeritrina 1,5¢g

pH

O pH de uma solu¢io aquosa a 1% da formula¢io foi
determinado a uma temperatura constante de 25 °C utilizando
um medidor de pH digital calibrado.?

Avaliacao fisica

Foi realizada uma inspecio visual para avaliar as caracte-
risticas fisicas da formulacio, incluindo cor, aparéncia e consis-
téncia.”’

Estabilidade do gel

A estabilidade das formulacdes de gel foi avaliada pelo
método do ciclo de congelamento-descongelamento. As amos-
tras foram armazenadas a temperaturas de 4 °C, 25 °C,37 °C ¢
40 °C por um periodo de 7 dias, e quaisquer alteracdes na apa-

réncia fisica ou textura foram registradas.”

Homogeneidade do gel

A homogeneidade foi determinada por inspe¢io visual
apos a transferéncia do gel para um recipiente especifico. Cada
amostra foi examinada quanto a uniformidade na aparéncia, pre-
senca de grumos ou separacio de fases e distribuicio de densi-

dade.?!

Ensaio antimicrobiano do gel de limpeza facial antiacne

O método turbidimétrico foi empregado para avaliar a
atividade antimicrobiana do gel de limpeza facial antiacne. Um
meio agar nutriente estéril foi preparado assepticamente e es-
palhado uniformemente em placas de Petri. No rosto de um
voluntario, a area afetada pela acne foi primeiramente limpa com
agua destilada e deixada secar naturalmente. Utilizando um co-
tonete, agua destilada foi aplicada em uma espinha rompida para
coleta de contetido microbiano, que foi entdo transferido para o
meio agar para inoculagio. Apds incubagio a 37 °C por 24 horas,
seis bolas de algodio estéreis (1 cm de diametro) foram imersas
por 5 minutos em varias formula¢des — incluindo um medica-
mento padrio, as formula¢cdes de teste e agua destilada (controle).
Um volume de 50 mL de caldo nutriente foi preparado e esteri-
lizado; 5 mL desse caldo foi utilizado como padrio de referéncia
em um espectrofotémetro UV. O caldo restante foi inoculado
com a cultura microbiana da placa de Petri e dividido em seis
tubos de ensaio estéreis, cada um contendo uma das amostras das
bolas de algodio. Os tubos de ensaio foram incubados a 37 °C
por 24 horas. Apds a incubagio, a absorbancia de cada amostra
foi medida a um comprimento de onda de 600 nm para avalia-
¢do da inibicio do crescimento microbiano.*
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FIGURA 2: Preparacdo do gel antiacne A - (a): sem pigmento,
(b): com ficoeritrina (¢): total de ficoeritrina e ficociani-

na (d): com ficocianina; Gel para as maos B - (a): total de
ficoeritrina e ficocianina, (b): com ficoeritrina (¢): com fico-
cianina (d): sem pigmento; Sabonete C - (a) sem pigmento,
(b): com ficocianina (¢): + ficoeritrina + ficocianina (d): com
ficocianina

Testes de avaliacdo do sabonete

Teor de umidade

Uma amostra de 10 g de sabonete foi prontamente pe-
sada e registrada como peso tmido. A amostra foi entio seca
a uma temperatura abaixo de 115° C utilizando um aparelho
apropriado para secagem até atingir um peso constante. Apos o
resfriamento, a amostra foi pesada novamente e registrada como
peso seco. O teor de umidade foi calculado utilizando a seguinte
equagio:

%W =100 A —B/B X 100.
Onde:
%W = Porcentagem de umidade na amostra
A = Peso da amostra tmida (g)
B = Peso da amostra seca (g)™

Viscosidade do sabonete

Uma por¢io de 40 mL da solu¢do de sabonete foi trans-
ferida para um béquer de 100 mL. O eixo de um viscosimetro
digital Brookfield foi imerso na solugio e a viscosidade foi me-
dida sob condi¢des padrio.™

Matéria gordurosa total

Uma amostra de 5 g de sabonete pesada com precisio
foi transferida para um béquer de 250 mL. Foi adicionado um
volume de 100 mL de agua destilada aquecida para a dissolu¢io
completa do sabonete. Um volume de 40 mL de acido nitrico
0,5 N foi entio adicionado até que a solugdo atingisse um pH
levemente acido. A mistura foi aquecida em banho-maria para
promover a separacio dos acidos graxos, que formaram uma ca-
mada distinta acima da solu¢do. Apés o resfriamento, os acidos
graxos foram isolados usando gelo.

Para extrair os acidos graxos residuais, 50 mL de clo-
roférmio foi adicionado a solucdo restante e transferido para
um funil de separa¢io. A mistura foi agitada e, posteriormente,
aguardada a separacio em duas fases. A camada aquosa inferior
foi descartada. Adicionou-se 50 mL de cloroférmio a solucio
restante para repetir o processo de extracio. As camadas de clo-
roférmio contendo os acidos graxos foram combinadas.

O contetdo lipidico foi transferido para um prato de
porcelana previamente pesado e deixado evaporar, ¢ o residuo
restante foi pesado. A porcentagem de matéria gordurosa total foi
calculada pela determinagio da diferenga de massa.

pH

Preparou-se uma solugio de sabonete a 10% dissolvendo
1 g de sabonete em 10 mL de agua destilada em um baldo vo-
lumétrico. O pH foi determinado usando um medidor de pH
digital previamente calibrado.*

Espessura da espuma

Uma amostra de 0,5 g de sabonete foi dispersa em 25 mL
de 4gua destilada e transferida para um cilindro de medi¢io. A so-
lug¢io foi diluida até alcangar um volume total de 50 mL.A mistura
foi entio agitada manualmente com 25 movimentos. A espessura
da espuma formada acima da solugio aquosa foi medida.*

Retenc¢do da espuma

Uma amostra de 25 mL de uma solu¢io de sabonete a 1%
foi colocada em um cilindro de medi¢io graduado em 100 mL.
O cilindro foi vedado manualmente e agitado 10 vezes. O volu-
me da espuma foi registrado em intervalos de 1 minuto durante
um periodo de 4 minutos.*
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Contetdo insoluvel em alcool

Uma amostra de 5 g de sabonete foi dissolvida em 50 mL
de etanol aquecido. A solugio foi filtrada utilizando um filtro de
papel previamente revestido com alcatrdo, com um adicional de
20 mL de etanol aquecido. O filtro de papel e o residuo retido
foram secos a uma temperatura de 105 °C por 1 hora. Apos a
secagem, o peso do residuo foi medido e a porcentagem de ma-
téria insoltivel em alcool foi calculada usando a seguinte formula:

% de matéria insolavel em alcool = (Peso do residuo X
100) / Peso da amostra®

Estabilidade em altas temperaturas

Amostras de sabonete liquido foram armazenadas em
temperaturas de 25 °C, 37 °C, 40 °C e 50 °C por um periodo
de 1 més. A estabilidade foi monitorada durante esse periodo. As
amostras que permaneceram homogéneas e livres de precipita-
¢ido ou cristalizacdo foram classificadas como estaveis, enquanto
as amostras que desenvolveram cristais rugosos ou precipitacdo
visivel foram consideradas instaveis.”

Percentual de alcalinidade livre

Aproximadamente 5 g da amostra de sabonete foi co-
locada em um frasco conico e misturada com 50 mL de 4lcool
neutralizado. A mistura foi submetida a refluxo em banho-maria
por 30 minutos e entio resfriada a temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de solugio indicadora de fenolfta-
leina e titulou-se imediatamente a mistura com acido cloridrico
(HCI) 0,1 N até o desaparecimento da colora¢io rosea.”’

Determinac¢ao do indice de saponifica¢do

O indice de saponificagio representa o nimero de mg
de hidréxido de potassio (KOH) necessario para a saponificacdo
de 1 g de gordura ou dleo. Aproximadamente 2 g da amostra de
sabonete foi colocada em um frasco cdnico, seguido pela adi¢io
de uma solu¢io de KOH 0,5 M. A mistura foi agitada continua-
mente e aquecida em banho-maria a aproximadamente 55 °C.
Posteriormente, a temperatura foi aumentada em mais 100 °C e
a ebuli¢do foi mantida por aproximadamente 1 hora.

Foi realizada uma titulagio utilizando fenolftaleina como
indicador e HCI 0,5 M. O ponto final da titula¢io foi determi-
nado pelo desaparecimento da coloragio rosea.™

O indice de saponificagio foi calculado de acordo com a
seguinte formula:

Indice de saponificacio = (Volume médio de KOH X
28,056) / Peso do dleo (g)

Ensaio antimicrobiano do sabonete

Foram realizados testes antimicrobianos para avaliar a
atividade biologica das formulagdes de sabonete otimizadas. O
método de difusio em agar foi utilizado para avaliar sua eficicia
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aerugi-
nosa. Placas de agar nutriente estéreis foram inoculadas com os
respectivos organismos de teste, ¢ pogos foram criados no agar.

Cada formulagio foi colocada em um pogo individual e deixada
em difusdo por 2 horas. As placas foram entdo incubadas a uma
temperatura de 37 °C por 24 horas. Ap6s a incubagio, as zonas
de inibi¢io (ZI) ao redor de cada poco foram medidas e compa-
radas para avaliagio da eficicia antimicrobiana.™

Testes de avaliacdo do gel desinfetante para as

maos

Analise fisica

As caracteristicas fisicas do gel desinfetante para as mios
foram avaliadas por meio de medi¢des de pH e viscosidade. O
pH foi determinado utilizando um medidor de pH digital pre-
viamente calibrado (Mettler Toledo, Filipinas). A viscosidade foi
medida utilizando um viscosimetro digital Brookfield através da
imersio do eixo em um volume prescrito de gel colocado em

um recipiente de vidro.*

Atividade antibacteriana por ensaio de difusdo em

pocos de agar

Cinco espécies bacterianas foram testadas quanto a efica-
cia antibacteriana do gel desinfetante para as mios: duas bactérias
gram-positivas (S. aureus e Enterococcus faecalis) e trés bactérias
gram-negativas (E. coli, P aeruginosa e Salmonella typhi). As cultu-
ras bacterianas foram mantidas em agar triptona de soja a uma
temperatura de 40 °C.

A preparagio do indculo seguiu as diretrizes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (M02-A12).* Colonias
isoladas de cada cepa bacteriana foram selecionadas a partir de
placas de agar recém-preparadas e incubadas por 18 a 24 horas.
Essas colonias foram entdo transferidas para caldo de triptona de
soja para a preparagio de suspensdes bacterianas. A turbidez de
cada suspensao foi ajustada para atingir uma concentra¢io de 1,0
a 2,0 X 10* UFC/mL, verificada usando um espectrofotdmetro
UV-visivel a um comprimento de onda de 600 nm.

Para o ensaio, 0,1 mL de cada suspensio bacteriana foi es-
palhado uniformemente em placas de agar Mueller-Hinton com
um espalhador estéril. Brocas estéreis foram utilizadas para criar
pogos com diametro de 6 mm. Em cada poco, foi adicionado 50
pL do gel formulado e dos géis de marca comercial. Controles
positivos e negativos foram incluidos usando etanol 70% e dime-
tilsulfoxido (DMSO), respectivamente.

Apbs um periodo de difusio de 5 minutos a temperatura
ambiente, as placas foram incubadas a 37 °C por 18 a 24 horas.
Apbs a incubagio, as ZI ao redor de cada pogo foram medidas
usando um contador automatico de colonias configurado no
modo de zona de inibi¢io.*

Determinacio da concentracio inibitéria minima (CIM)

A CIM das formulagdes de desinfetante para as mios
foi determinada usando o método de macrodilui¢io em tu-
bos de ensaio estéreis, seguindo as diretrizes descritas no CLSI
(M07-A08)."

O gel preparado em laboratério foi diluido em caldo
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Mueller-Hinton usando uma propor¢io de 1:2, resultando em
uma série de concentragdes variando de 100% a 0,195%. O in6-
culo de teste foi preparado em trés etapas: i) uma suspensio celu-
lar de cada cepa bacteriana foi preparada de acordo com o ensaio
de difusio em pogos de agar, ajustada para uma concentra¢io de
1 a2 X 10° UFC/mL; ii) a suspensio foi diluida na propor¢io
de 1:150 para atingir uma densidade intermedidria de 1 X 10°
UFC/mL; e 1i1) esta suspensio foi diluida novamente na propor-
¢do de 1:2 para obten¢io de uma concentracio final do inéculo
de 5 X 10° UFC/mL.

Cada tubo de ensaio na série de dilui¢io recebeu 1 mL
da formula¢io de desinfetante para as maos e 1 mL do indculo
bacteriano, com o procedimento realizado dentro de 15 minutos
apo6s a preparagio do indculo. O contetido foi bem misturado. A
dilui¢io em série foi realizada através da transferéncia de 1 mL
de um tubo para o outro, mantendo um fator de dilui¢io de
1:2 em toda a série. O tltimo tubo da série continha a menor
concentrac¢io (0,195%).

O mesmo procedimento foi seguido para determinar a
CIM nas diferentes concentracdes de pigmento no desinfetante
para as mios. Todos os tubos foram incubados a 37 °C por um
periodo de 16 a 20 horas. A CIM foi definida como a menor
concentra¢io da formula¢io na qual nenhum crescimento mi-
crobiano visivel foi observado, conforme determinado sem o
auxilio de instrumentagio.*

Determinac¢ao da concentragdo bactericida

minima (CBM)

A CBM foi determinada pela inoculagio de 0,1 mL da
suspensao bacteriana de cada tubo utilizado no ensaio de CIM
em placas de dgar Mueller-Hinton usando a técnica de espalha-
mento em placa. Apds a inocula¢io, as placas foram incubadas a
37 °C por 18 a 24 horas.

Apds a incubagio, a CBM foi identificada como a menor
concentracio de gel desinfetante para as mios na qual nio foi
observado crescimento bacteriano. A auséncia de formacio de
colonias na superficie do indicou atividade bactericida completa,
confirmando que a formulagdo eliminou efetivamente as célu-
las bacterianas vidveis na auséncia de antibiéticos. Os valores de
CBM foram registrados para todas as formulagdes de desinfetan-
te para as mios contendo pigmentos em relagio as cinco cepas
bacterianas testadas.*’

Teste de estabilidade do gel desinfetante para
as maos
Os testes de estabilidade foram realizados através do
armazenamento das amostras em trés temperaturas diferentes
(25 °C, 37 °C e 40 °C) por um periodo de 1 més. As amostras
foram monitoradas rotineiramente quanto a altera¢des em carac-
teristicas fisicas, como cor, odor e separacio de fases.*

Ensaio de atividade antioxidante
A atividade antioxidante dos extratos ¢ produtos deriva-

dos de cepas de cianobactérias foi avaliada utilizando o ensaio
de eliminacdo de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).
Esse método avalia a capacidade dos compostos antioxidantes de
neutralizar os radicais livres de DPPH.

Para o ensaio, 1 mL de extrato de Andrographis paniculata
foi misturado com 2 mL de uma solu¢io de DPPH 0,1 mM
preparada em metanol. A mistura de reagido foi incubada no es-
curo por 30 minutos para permitir a ocorréncia da atividade de
eliminacio de radicais livres. Apds a incubacio, uma aliquota da
mistura foi transferida para uma cubeta e a absorbancia foi medi-
da a 517 nm com um espectrofotometro UV-Visivel.

Uma amostra de controle foi preparada misturando 2 mL
de uma solu¢io metandlica de DPPH com 1 mL de metanol.
Todas as medi¢des de absorbancia foram realizadas em triplicata
para cada amostra.

A porcentagem de atividade de eliminacio de radicais li-
vres (% de inibi¢do) foi calculada utilizando a seguinte formula*:

% DPPH = [(controle_A — amostra_A) / controle_A]
X 100

Onde:
controle_A = absorbancia do controle
amostra_A = absorbancia da amostra de teste

Analise estatistica

Os dados experimentais foram analisados por meio de
anilise de variancia (ANOVA) no software estatistico IBM SPSS
para Windows, versio 24 (IBM Corp., Armonk, N.Y., EUA). Foi
utilizado um nivel de confianga de 95% para determinar a signi-
ficancia estatistica. Quando diferencgas significativas foram iden-
tificadas pela ANOVA (p<0,05), o teste post-hoc de Tukey foi
utilizado para comparar as médias.

Cada tratamento foi testado em triplicata, e os resultados
foram expressos em médias + erro padrio da média (EPM).*

RESULTADOS

Determinacio da concentracio e pureza dos pigmentos
revestidos

A analise espectrofotométrica revelou que a FE apresen-
tou absorbincia mixima a 562 nm, com um pico secundario a
617 nm. A FC apresentou sua absorbancia maxima a 621,9 nm.
Os valores de pureza calculados foram 0,845 para FE e 0,401
para FC (Figura 3).

Gel de limpeza facial antiacne contendo pigmentos de
FE ¢ FC

Viscosidade

A ANOVA de uma via seguida do teste post-hoc de
Tukey nio indicou diferengas estatisticamente significativas na
viscosidade entre os diferentes tratamentos ao longo de um pe-
riodo de 30 dias. No entanto, observou-se a maior viscosidade
em formulag¢des contendo apenas FC e em pigmentos FC + FE
em comparagio ao controle.
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FIGURA 3: Resultados da espectrometria do pigmento extraido e purificado de A - Nostoc sp. e B - Spirulina sp

pH

A anilise dos valores de pH utilizando a ANOVA de uma
via o teste de Tukey nio mostrou diferenga significativa entre os
tratamentos ao longo do periodo de observacio de 30 dias. No
entanto, o maior valor de pH foi observado na formula¢io controle.

Propriedades fisicas

Os géis formulados com FE, FC e FE + FC apresentaram
coloragdes distintas: rosa palido, azul e verde, respectivamente, en-
quanto o gel de controle permaneceu incolor. Todas as formulagdes
eram brilhantes, transparentes e, quando aplicadas na pele, propor-
cionavam uma sensacio de leveza e refrescancia (Figura 2).

Espumabilidade do gel de limpeza facial antiacne

A ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey nio
revelou diferencas estatisticamente significativas na capacidade
de formagio de espuma entre as diferentes formulagdes durante
o periodo de avaliacio de 30 dias.

Estabilidade do gel de limpeza facial antiacne em

diferentes temperaturas

A avaliagio da estabilidade fisica — incluindo cor, odor e
consisténcia — a uma temperatura de 4 °C ao longo de 30 dias
mostrou que todas as formula¢des receberam uma pontuagio
maxima (5 de 5) para todos os parametros.

A 25 °C e 37 °C, nio houve diferencas significativas na
consisténcia entre as formula¢des contendo pigmentos e o con-
trole. Entretanto, no dia 30 a 40 °C, a formulac¢io controle apre-
sentou uma reducio significativa na consisténcia em compara¢ao
aos tratamentos contendo pigmentos.

A analise de retencio de cor a 25 °C demonstrou que as
formula¢des contendo pigmentos mantiveram uma maior inten-

sidade de cor em comparag¢io ao controle durante o periodo de
30 dias. A 37 °C e 40 °C, a partir do dia 20, foi observada uma
diferenga significativa na intensidade da cor entre as amostras
controle e as tratadas com pigmento.

Em contraste, as avaliacdes de odor a temperaturas de
25 °C, 37 °C ¢ 40 °C nio revelaram diferengas significativas entre
os tratamentos ¢ o grupo controle ao longo do periodo de 30 dias.

Homogeneidade do gel antiacne

A inspecio visual das formulacdes do gel antiacne confir-
mou que todas as amostras permaneceram homogéneas durante
todo o periodo de avaliacdo. Nio foram observados sinais de
separacio de fases, sedimentacio ou inconsisténcias de textura
em nenhum dos dias de medi¢io. De acordo com a ANOVA
de uma via seguida do teste post-hoc de Tukey, nio houve dife-
renga significativa na atividade antimicrobiana entre o controle
e o gel contendo FE até o dia 30. No entanto, as formulacdes
contendo FC e FC + FE apresentaram atividade antimicrobiana
significativamente aumentada nos dias 15 e 5, respectivamente.
Entre todos os tratamentos, os géis formulados com os pigmen-
tos combinados e aqueles contendo apenas FC apresentaram o
maior percentual de inibi¢do bacteriana.

Atividade antioxidante dos géis de limpeza facial antiacne
(método de capacidade de reducio férrica do plasma [FRAP])

A anilise utilizando ANOVA de uma via e o teste de
Tukey mostrou que a maior atividade antioxidante foi observada
no dia 10 nos géis formulados com FC + FE.

Resultados dos testes de avaliagdo do sabonete

Teor de umidade

Os resultados da ANOVA de uma via e do teste de Tukey
mostraram uma diminui¢do significativa no teor de umidade ao
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longo do periodo de 30 dias. Além disso, nos dias 25 e 30, os
sabonetes enriquecidos apenas com FE e com a combinagio de
ambos os pigmentos mantiveram um teor de umidade significa-
tivamente maior em comparac¢ao as outras formulagdes.

Teor de gordura total e pH

De acordo com a ANOVA de uma via ¢ o teste de Tukey,
o teor de gordura total e os niveis de pH apresentaram uma di-
minui¢io significativa ao longo do periodo de 30 dias. Entretan-
to, ndo houve diferenca significativa no teor de gordura entre os
sabonetes preparados com diferentes tipos de pigmentos.

Formacgido e espessura da espuma

A ANOVA de uma via e o teste de Tukey revelaram um
declinio significativo na espessura da espuma diminuiu ao longo
de 30 dias. Entretanto, nio houve diferenca significativa entre os
dias 25 e 30. Além disso, nio houve diferenca estatisticamente
significativa na espessura da espuma entre os sabonetes formula-
dos com diferentes pigmentos nos dias 25 e 30.

Prazo de validade da espuma do sabonete

A ANOVA de uma via e o teste de Tukey mostraram
que a espessura da espuma diminuiu significativamente durante
o periodo de observac¢io de 30 dias. No entanto, nio houve dife-
renca estatisticamente significativa na reten¢io de espuma entre
os diferentes tratamentos contendo pigmentos e o controle em
diferentes momentos.

Matéria insolaivel em alcool

A anilise revelou um aumento significativo no contetido
insolavel em alcool em comparac¢io ao controle. Entretanto, nio
foram observadas diferencas significativas entre as diferentes for-
mulag¢des tratadas com pigmento.

Estabilidade

A ANOVA de uma via e o teste de Tukey nio mostra-
ram diferengas significativas na estabilidade da cor ou do odor
entre as formulacdes de sabonete durante o periodo de 30 dias.
Além disso, nio foi observada diferenca estatisticamente signifi-
cativa entre os tratamentos contendo pigmentos e o controle em
termos de estabilidade da cor. A 25 °C ao longo de 30 dias, as
formula¢des de sabonete estaveis ndo apresentaram alteragdes vi-
siveis de cor ou separa¢do de fases. Amostras homogéneas foram
classificadas como estaveis, enquanto aquelas que apresentaram
separacdo semelhante a um sedimento foram consideradas insta-
veis. Durante os 30 dias, todas as formulacdes de sabonete man-
tiveram a integridade estrutural e receberam pontuagio maxima
de 5 para estabilidade de forma.

Percentual de alcalinidade

Conforme os resultados da ANOVA de uma via e do tes-
te de Tukey, ndo houve diferenga estatisticamente significativa no
percentual de alcalinidade entre os tratamentos em comparagio
ao controle.

Indice de saponificag¢io

O indice de saponifica¢io apresentou uma reduc¢io esta-
tisticamente significativa em compara¢ido ao grupo controle, o
que indica uma redu¢io no grau de saponificacdo nas formula-
¢des de sabonete tratadas com pigmento.

Propriedades antibacterianas do sabonete

As atividades antibacterianas das formulagdes de sabonete
contra E. coli, S. aureus e P aeruginosa foram avaliadas por um pe-
riodo de 30 dias usando ANOVA de uma via seguida pelo teste
de Tukey. Os sabonetes foram preparados em quatro condi¢des:
controle (sem pigmento), FC, FE ¢ FC + FE (Tabela 2).

Para E. coli, nio foram observadas diferencas significativas
na atividade antibacteriana ao longo dos 30 dias, indicando a
estabilidade da eficicia entre os tratamentos. Entretanto, os sa-
bonetes formulados apenas com FC e FC + FE exibiram con-
sistentemente atividade antibacteriana significativamente maior
em comparagio aos tratamentos controle e somente com FE
(Tabela 2a).

Em relagio a S. aureus, nio foram encontradas diferen-
cas significativas entre os sabonetes controle e somente com FE
durante o periodo de 30 dias. Os sabonetes contendo ambos os
pigmentos apresentaram a maior atividade antibacteriana até o
dia 20. Apds o dia 20, no entanto, houve uma reducio significa-
tiva na atividade (Tabela 2b).

Contra P. aeruginosa, nio houve diferenca significativa
na atividade antibacteriana entre o controle e os tratamentos
com pigmentos individuais durante o periodo de 30 dias. Os
sabonetes contendo ambos os pigmentos demonstraram a maior
atividade antibacteriana até o dia 10, apds o qual sua eficicia
diminuiu significativamente (Tabela 2c).

Atividade antioxidante do sabonete

A ANOVA de uma via e o teste de Tukey indicaram que
a atividade antioxidante de todas as formula¢des de sabonete di-
minuiu significativamente ao longo do periodo de 30 dias. Ape-
sar dessa reducio, todos os tratamentos demonstraram atividade
antioxidante significativamente maior em comparagdo a0 con-
trole. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
diferentes sabonetes tratados com pigmentos.

Contagem de bactérias psicrofilas

A presenca de bactérias psicrofilas (que gostam de frio)
foi avaliada ao longo de 30 dias. A ANOVA de uma via e o teste
de Tukey mostraram que o crescimento bacteriano foi detectado
no sabonete controle no dia 20, e no sabonete contendo FC
no dia 25 e no sabonete contendo FE no dia 30. No entanto,
nenhuma bactéria psicrofila foi detectada nos sabonetes formu-
lados com ambos os pigmentos. O sabonete controle apresentou
uma contagem de bactérias psicrofilas significativamente maior
em comparagio a todos os outros tratamentos.
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TABELA 2: Resultados da analise de variancia de uma via e do teste de Tukey avaliando as propriedades antibacterianas

dos sabonetes contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa ao longo de 30 dias em quatro
condic6es diferentes: controle, ficocianina (FC), ficoeritrina (FE) e FC + FE

(a) Escherichia coli

Tratamento Dia 1 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30

Controle 7,3310,333 7,3310,333 7,0010 (aA)  7,0020 (Aa)  6,67£0,333 6,67%0,333 6,3310,333
(aA) (aA) (aA) (aA) (aA)

FE 11,00£0(bB) 11,0010 (bB) 10,67+0,333  10,33+0,333  10,00+0 (bB) 9,67£0,333 9,33+0,333

(bB) (bB) (bB) (bB)

FC 12,67£0,333  12,3310,333  12,331£0,333  12,33%£0,333 12,0010 (¢cC) 11,67£0,333  11,33+0,333
(cC) (cC) (cC) (cC) (cC) (cC)

FC + FE 13,33+0,333  13,33+0,333  12,67£0,333  12,6710,333  12,67£0,333 12,0010 (cC) 11,67£0,333
(cC) (cC) (cC) (cC) (cC) (cC)

PC 12.67+£0.333  12.33+0.333  12.33+0.333  12.33+0.333  12.0010 (¢cC) 11.671£0.333  11.33+0.333
(cC) (cC) (cC) (cC) (cC) (cC)

PC + PE 13.331£0.333  13.3310.333  12.67£0.333  12.67£0.333  12.671£0.333  12.00%0 (¢cC) 11.67%0.333
(cC) (cC) (cC) (cC) (cC) (cC)

®) Staphylococcus aureus

Controle 8,000 (aA)  8,00£0 (aA)  7,67£0,333 7,67£0,333 7,330,333 7,00£0 (aA)  6,67%0,333

(aA) (aA) (aA) (aA)

FE 12,3310,333  12,331£0,333 12,330,333 12,0010 (aB) 12,0010 (aB) 11,67£0,333  11,6710,333
(aB) (aB) (aB) (aB) (aB)

FC 13,0020 13,0020 12,6710,333  12,671£0,333  12,33%0,33 12,0010 (bB) 12,00£0 (bB)
(beBC) (beBC) (bB) (beBC) (beBC)

FC + FE 13,670,333  13,6710,333  13,67+0,333  13,33+0,333  13,331£0,333  12,6710,333  12,6710,333
(cC) (cC) (cB) (cC) (cC) (bB) (bB)

PC + PE 13.67£0.333  13.671£0.333  13.67£0.333  13.331£0.333  13.3310.333  12.6710.333  12.6710.333
(cC) (cC) (cB) (cC) (cC) (bB) (bB)

© Pseudomonas aeruginosa

Controle 7,670,333 7,670,333 8,00£0 (aA)  7,67£0,333 7,330,333 7,331£0,333 6,670,333
(aA) (aA) (aA) (aA) (aA) (aA)

FE 11,67£0,333  11,67£0,333  11,331£0,333 11,0010 (bB) 11,0010 (bB) 11,0010 (bB) 10,67+0,333
(bB) (bB) (bB) (Bb)

PC 12,67£0.333  12,671£0.333  12,67£0.333  12,3310.333 12,000 12,0010 12,0020 (cC)
(beBC) (beBC) (bB) (cC) (beBC) (beBC)

FC + FE 13,33+0,333  13,33+0,333  13,00£0,577 12,67+0,333  12,67£0,333  12,67+0,333  12,33%0,333
(bC) (bC) (bB) (cC) (cC) (Co) (cC)

Letras mintisculas indicam diferengas significativas nas linhas; letras maitisculas indicam diferengas significativas nas colunas (teste de Titkey, p <0,05).

Colorimetria dos sabonetes
A analise colorimétrica foi realizada utilizando os valores
de L*, a*, b* ¢ AE. A ANOVA de uma via ¢ o teste de Tukey
mostraram o seguinte:
® L* (luminosidade): Os sabonetes contendo FE e a combina-
¢do de ambos os pigmentos apresentaram brilho significati- @

® a* (escala vermelho-verde): Ndo houve diferenca significa-
tiva entre os tratamentos ou entre os sabonetes tratados e os
de controle ao longo do tempo. No entanto, os sabonetes
tratados com FE apresentaram consistentemente os maiores
valores de a* ao longo de todo o periodo de avaliacio.

b* (escala amarelo-azul): Nio houve diferenca significativa

vamente maior em comparagio as outras formulagdes. ao longo do tempo entre os tratamentos ou em relagdo ao

10
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TABELA 3: Resultados da andlise de variancia de uma via e do teste de Tukey para diametros de inibicdo do crescimento

(em mm) de géis desinfetantes para as maos preparados em quatro condicGes diferentes: controle, ficocianina (FC),

ficoeritrina (FE) e FC + FE

Treatment Staphylococcus Enterococcus Escherichia coli Pseudomonas Salmonella typhi
anreus faecalis aeruginosa

Controle 7,0010,00 (A) 6,3310,33 (A) 6,00£0,00 (A) 5,33%£0,33 (A) 5,00£0,58 (A)

FE 9,6710,33 (B) 8,67£0,33 (B) 7,67£0,33 (B) 6,67£0,33 (B) 6,33%0,33 (B)

FC 8,67£0,33 (C) 8,331£0,33 (B) 7,331£0,33 (B) 5,67£0,33 (A) 5,331£0,33 (A)

FC + FE 10,67£0,33 (D) 8,67£0,33 (B) 8,00£0,58 (B) 7,33%£0,33 (B) 7,00£0,58 (B)

Letras miniisculas indicam diferengas significativas nas linhas; letras maitisculas indicam diferencas significativas nas colunas (teste de Titkey, p < 0,05).

TABELA 4: Resultados da analise de variancia de uma via e do teste de Tukey para determinar a atividade antioxidante

(medida pelo ensaio DPPH) dos géis desinfetantes para as maos preparados em quatro condi¢des diferentes: controle,

ficocianina (FC), ficoeritrina (FE) e FC + FE, durante 30 dias

Tratamento Dial Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30

Controle 4,39+0,10 5,21£0,10 5,831+0,13 7,3810,16 8,56+0,18 11,57+0,33 13,3410,25
(Aa) (Aab) (Ab) (A) (Ad) (Ae) (Af

FE 2,22+0,01 2,42+0,05 2,45%0,01 2,474+0,01 2,5010,02 2,531+0,02 2,5610,02
(Ba) (Bb) (Bbc) (Bbc) (Bcb) (Bcb) (Be)

FC 3,4510,08 3,8310,06 4,2310,09 4,3610,05 4,75+0,09 4,85+0,12 5,18%0,14
(Ca) (Cab) (Cbe) (Ccd) (Cde) (Ce) (Ce)

FC + FE 2,39+0,04 2,4410,02 2,4710,02 2,4810,02 2,5510,01 2,59+0,04 2,6310,05
(Ba) (Bab) (Bab) (Bbac) (Bcb) (Bcb) (cB)

Letras mintisculas indicam diferengas significativas dentro das linhas (entre os momentos de avaliagdo), e letras maitisculas indicam diferengas significativas dentro das colunas (entre os

tratamentos) de acordo com o teste de Titkey (p <0,05).

controle, embora os sabonetes contendo FE tenham apre-
sentado os menores valores de b* no dia 30, com uma dife-
renca estatisticamente significativa.

® AE (diferenca total de cor): Nio houve diferenc¢a signifi-
cativa em AE entre os tratamentos ¢ o controle durante o
periodo de observagio. No entanto, os sabonetes contendo
FC e FC + FE apresentaram os menores valores de AE, com
diferenga significativa no dia 30.

Resultados dos testes do gel desinfetante para

as maos

pH

A ANOVA de uma via e o teste de Tukey mostraram que
os niveis de pH diminuiram significativamente ao longo do pe-
riodo de 30 dias, particularmente nos géis controle. No dia 30, o
menor valor de pH foi observado nos géis enriquecidos com FC.

Viscosidade

Conforme indicado pela ANOVA de uma via e pelo tes-
te de Tukey, a viscosidade também apresentou uma diminui¢io
significativa ao longo de 30 dias. No dia 30, os maiores valores de
viscosidade foram observados nos géis formulados com FE e FC
+ FE. O gel controle apresentou a menor viscosidade.
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Atividade antimicrobiana do gel desinfetante

para as maos

De acordo com a ANOVA de uma via ¢ o teste de Tukey
dos didmetros das ZI, a maior atividade antimicrobiana contra
S. aureus fo1 observada nos géis enriquecidos com FC + FE. Para
E. faecalis e E. coli, nio foi observada diferenca estatisticamente
significativa nas ZI entre os géis tratados com pigmentos. En-
tretanto, os géis contendo FE e FC + FE apresentaram a maior
inibicdo contra P aeruginosa ¢ S. typhi (Tabela 3).

CIM do gel desinfetante para as mios

A ANOVA de uma via e o teste de Tukey mostraram que
a menor CIM contra S. aureus ocorreu em géis enriquecidos
com FE e FC + FE. Para E. faecalis, E. coli, P aeruginosa e S. typhi,
os menores valores de CIM foram consistentemente registrados
em géis contendo FC + FE.

CBM do gel desinfetante para as maos

A anilise dos niveis de CBM utilizando a ANOVA de
uma via ¢ o teste de Tukey mostrou que os menores valores de
CBM contra S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis e S. typhi foram
encontrados nos géis enriquecidos com FE, FC ou FC + FE.
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TABELA 5: Resultados da analise de variancia de uma via e do teste de Tukey para determinar a porcentagem de

letalidade dos géis desinfetantes para as maos preparados em quatro condicGes diferentes: controle, ficocianina (FC),

ficoeritrina (FE) e FC + FE, durante 30 dias

Tratamento Dia 1 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30

Controle 73,6610,41 71,89£0,40 70,09£0,43 68,40£0,43 66,2310,44 63,6010,44 62,3410,75
(aA) (Aab) (Abc) (Acd) (Ad) (Ae) (Ae)

FE 76,9510,41 75,10£0,40 75,21£0,43 73,16%£0,43 71,93£0,44 71,4910,44 69,70£0,43
(BCa) (Bab) (Bab) (Bbc) (Bce) (BCcd) (BCd)

FC 76,54%0,00 75,10£0,40 74,361+0,74 73,161+0,43 71,4910,44 70,61£0,44 68,8310,00
(Ba) (Bab) (Bab) (Bbc) (Bcd) (Bde) (Be)

FC + FE 78,1910,41 75,90£0,70 75,64%0,00 74,4610,43 73,25%0,44 72,8110,44 71,8610,43
(ACa) (Bb) (Bb) (Bbc) (Bcd) (ACcd) (ACJ)

Letras miniisculas indicam diferencas significativas dentro das linhas (ao longo dos momentos

(ao longo dos tratamentos) com base no teste de Tikey (p < 0,05).

Para E. coli, os menores valores de CBM foram observados em
formula¢des contendo FC + FE.

Teste de estabilidade do gel desinfetante para as

maos

A estabilidade foi avaliada sob varias condi¢des de arma-
zenamento (4 °C, 25 °C, 40 °C) através do monitoramento do
odor, da cor e da separagio de fases. A ANOVA de uma via e o
teste de Tukey indicaram que todas as amostras obtiveram uma
pontuacio 5 de 5 para os trés parametros a 4 °C, 25 °C (até o
dia 15) e 40 °C.

Embora tenha sido observada uma reducio significativa
na estabilidade do odor e da cor ao longo de 30 dias, nio houve
diferenca significativa entre os géis controle e os enriquecidos
com pigmentos. Em relacio a separagio de fases, diferengas sig-
nificativas foram observadas nos dias 25 e 30 a temperaturas de
25 °C, 37 °C e 40 °C. No entanto, nio foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as amostras controle e tratadas.
Todos os géis receberam uma pontuacio igual a 5 para separacio
de fases e cor nos dias 10 e 15 a 40 °C, e nos dias 15 e 20 a 25 °C.

Atividade antioxidante do gel desinfetante para

as maos (método DPPH)

De acordo com a ANOVA de uma via e o teste de Tukey,
a atividade antioxidante diminuiu significativamente ao longo
do periodo de 30 dias. No ultimo dia, a maior atividade antio-
xidante foi observada nos géis enriquecidos com FE e FC + FE
(Tabela 4).

Capacidade de formacdo de espuma do gel

desinfetante para as maos

Conforme indicado pela ANOVA de uma via e pelo tes-
te de Tukey, nio houve diferenca significativa na capacidade de
formacio de espuma entre os géis controle e os tratados.
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de avaliagdo), e letras maitisculas indicam diferengas significativas dentro as colunas

Percentual de letalidade do gel desinfetante para

as maos

A taxa de letalidade do gel desinfetante diminuiu signi-
ficativamente ao longo do periodo de 30 dias. As maiores dife-
rencas foram observadas nos géis enriquecidos com FC + FE
(Tabela 5).

DISCUSSAO

O uso de ingredientes naturais para fins cosméticos re-
monta aos tempos antigos, muito antes da formalizacio da in-
dastria cosmética.** Nos dltimos anos, o surgimento dos cosme-
céuticos destacou o potencial das cianobactérias como uma fonte
promissora de componentes bioativos devido a sua capacidade
de sintetizar uma ampla variedade de compostos funcionais. As
cianobactérias produzem intmeras moléculas bioativas, incluindo
acidos graxos, polifendis, peptideos, polissacarideos e pigmentos,
muitos dos quais possuem aplica¢des relacionadas em satide, nutri-
¢io e cuidados com a pele.* Entre eles, os pigmentos cianobacte-
rianos — como clorofilas, carotenoides e FBPs — se destacam por
suas diversas propriedades fisico-quimicas e uma ampla variedade
de cores, do azul ao vermelho. Esses pigmentos tém ganhado cada
vez mais aten¢do por possibilidades de aplicacdio em alimentos,
ra¢io animal, nutracéuticos e cosméticos.*® Em especial, os caro-
tenoides e as FBPs possuem notaveis propriedades antioxidantes, ,
hidratantes e estabilizadoras da pele, tornando-os altamente dese-
javeis em formulagdes cosméticas naturais.**’

Os carotenoides sio comumente incorporados em pro-
tetores solares, produtos antienvelhecimento e cosméticos enri-
quecidos com antioxidantes devido a sua excelente habilidade de
elimina¢io de radicais livres. Nas cianobactérias, esses pigmentos
ajudam a dissipar o excesso de energia gerada durante a fotossin-
tese, protegendo contra danos oxidativos no nivel celular.*® Esse
mecanismo fotoprotetor tem paralelos claros na pele humana,
que ¢ similarmente suscetivel ao estresse oxidativo causado pela
radiacio UV e pela exposicio intensa a luz.*
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As FBPs estio associadas a um amplo espectro de bioati-
vidades, incluindo efeitos anticancerigenos, antivirais, antimicro-
bianas e antioxidantes.® Essas propriedades as tornam altamente
valiosas como aditivos funcionais em formulacdes cosméticas.
Além das suas atividades biologicas, as FBPs atuam como coran-
tes naturais, oferecendo uma alternativa mais segura aos corantes
sintéticos, frequentemente associados a irritagdes cutaneas, rea-
¢Oes alérgicas e potencial toxicidade. Sua natureza hidrofilica e
solubilidade em agua aumentam ainda mais sua adequacgio para
uso em aplica¢des topicas de cuidados com a pele, especialmente
em produtos como séruns e lo¢cdes.*

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da FC
e da FE revestidas com quitosana na atividade antioxidante e
antimicrobiana de trés produtos cosméticos: sabonete, gel de
limpeza facial antiacne e gel desinfetante para as mios. Os resul-
tados dos testes do gel de limpeza facial antiacne revelaram que a
composi¢do do pigmento influenciou significativamente varios
parametros. Os géis enriquecidos com FC e FC + FE apresen-
taram maior viscosidade, melhor atividade antioxidante e maior
atividade antimicrobiana contra microrganismos causadores de
acne em comparagio as outras formulagdes. Em contrapartida, a
formula¢do controle apresentou o maior valor de pH.

Para o gel desinfetante para as mios, foi observada uma
redugio na viscosidade e no pH ao longo do tempo, com os me-
nores valores registrados para a formula¢io controle e a enrique-
cida com FC, respectivamente. A atividade antioxidante nos géis
desinfetantes para as mios foi menor de modo geral, particular-
mente nos géis contendo apenas FE ou pigmentos combinados,
sugerindo uma estabilidade ou eficacia reduzida dos pigmentos
nesse tipo de formulagio. Entretanto, todas as formulacdes de
gel mantiveram a homogeneidade ao longo do periodo do es-
tudo. Os géis de limpeza facial antiacne também apresentaram
caracteristicas fisicas atraentes — permaneceram brilhantes e
transparentes e, apos a aplicagio, proporcionaram uma sensagio
de leveza e refrescancia. Entre as formula¢des testadas, a maior
letalidade antimicrobiana no gel de limpeza facial antiacne foi
observada nas formula¢des contendo FC e FC + FE.

No entanto, entre as formulacdes de gel desinfetante
para as mios, o FC + FE demonstrou o melhor desempenho
de modo geral. Condigdes ideais de cultivo sio essenciais para
maximizar a produg¢io de metabolitos secundarios em cianobac-
térias extremofilas. Zucchi e Necchi®! estudaram o crescimento
e o contetido de pigmentos de culturas de algas de agua doce e
identificaram a temperatura como o principal fator influencia-
dor da sintese de pigmentos. Em contrapartida, as varia¢des na
irradiancia, no fotoperiodo e suas interacdes apresentaram uma
contribuicio menos significativa para a variacio do pigmento.
Seus achados também indicaram que a FC era geralmente mais
abundante do que a FE, ¢ as FBPs eram mais concentradas do
que a clorofila a.

Em contraste, Rizzo ef al.,* nio observaram varia¢io no
contetido de proteina total ou na produgio de proteina de li-
ga¢io a penicilina em diferentes condi¢des de luz. Ma et al.™
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demonstraram que o contetido de FBP atingiu o pico em in-
tensidades de luz abaixo de 90 pmol m™ s'. Entretanto, os niveis
de FC e aloficocianina aumentaram com a maior intensidade da
luz, enquanto os niveis de FE diminuiram. Além disso, o estu-
do identificou que a exposi¢io a luz azul e vermelha levou aos
maiores aumentos no peso fresco, no contetido de proteina e nos
niveis de FBP, que foram associados a maiores concentragdes de
matéria seca, FC e clorofila a.

A FE demonstrou aplica¢des versateis nos setores farma-
céutico, antioxidante e alimenticio.>*> Entretanto, sua estabili-
dade limitada permanece como uma barreira significativa ao seu
uso em larga escala. A FE ¢ altamente sensivel a fatores como pH,
concentracdo de sal, temperatura, atividade de agua e exposicio
a luz, bem como a processos in vitro, incluindo extragio, purifi-
cagio, armazenamento e formulacdo. Essas condi¢des frequente-
mente comprometem sua integridade estrutural e bioatividade.
O tamanho ¢ a composi¢io proteica do complexo FE variam
em resposta as condi¢des ambientais. Por exemplo, a baixa inten-
sidade de luz melhora a sintese de FE e resulta no alongamento
das estruturas em forma de haste.

Diversas técnicas de purificagio e caracterizacio foram
desenvolvidas para isolar FE de diferentes cepas de cianobacté-
rias e algas vermelhas."

A analise de estabilidade da cor, do odor e da consisténcia
tanto do gel de limpeza facial antiacne quanto do gel desinfe-
tante para as mios revelou que todas as formula¢des receberam
consistentemente uma pontuacio maxima de 5. No caso do gel
de limpeza facial antiacne, as medidas de estabilidade da cor a 25
°C,bem como a 37 °C ¢ 40 °C (a partir do dia 20), foram maio-
res no controle. No entanto, nio foram observadas diferengas
significativas no odor entre os tratamentos ¢ o controle em todas
as temperaturas ao longo do periodo de avaliacio de 30 dias. Da
mesma forma, todas as formula¢des do gel desinfetante para as
mios mantiveram estabilidade total — recebendo pontuacgdes 5
de 5 para odor, cor e auséncia de separacio de fases a 4 °C, 25
°C (até o dia 15) e 40 °C. As formula¢cdes do sabonete também
mantiveram a integridade fisica e a estabilidade da forma, com
todas recebendo a pontuacio maxima de 5.

A capacidade de formag¢io de espuma permaneceu inal-
terada durante todo o periodo de avaliacio tanto para o gel de
limpeza facial antiacne quanto para o gel desinfetante para as
mios. Nos sabonetes, parametros como teor de gordura total,
pH, formacio e espessura da espuma, prazo de validade, alca-
linidade e atividade antioxidante diminuiram gradualmente ao
longo do tempo; no entanto, ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significativas. Embora o contetido insolavel em
alcool tenha aumentado ao longo dos 30 dias, essa altera¢io nio
foi estatisticamente significativa.

As cianobactérias possuem mecanismos de protecio ine-
rentes contra a desidratacio, o que as torna candidatas promis-
soras a agentes hidratantes em formulagdes cosméticas. Diversos
estudos demonstraram sua capacidade de melhorar a hidratacio
e a elasticidade da pele.”™” Por exemplo, a aplicag¢io topica de
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microalgas demonstrou melhora da hidratagio e elasticidade da
pele.* Pesquisas sobre a Nostoc commune revelaram ainda que
as células contendo substancias poliméricas extracelulares (ex-
tracellular polymeric substances, EPS) apresentaram tolerancia
significativamente maior a dessecacio, destacando sua capacidade
superior de reten¢do de dgua em comparagdo a ureia e a quito-
sana.>®?

As EPS sio biopolimeros de alto peso molecular compos-
tos de grupos de sulfato hidratado, a¢ticares neutros (por exem-
plo, glicose, galactose, manose, frutose, ribose, xilose, arabinose,
fucose e ramnose), componentes nio carboidratos (por exemplo,
fosfato, lactato, acetato e glicerol) e diversos acidos urdnicos (por
exemplo, acido glucurdnico e galacturénico). A forte capacidade
de ligagdo a agua desses polissacarideos ¢ atribuida as interagdes
entre as moléculas de agua ¢ os grupos hidrofilicos —-OH. No-
tavelmente, a composi¢do das EPS varia dependendo das con-
di¢cdes ambientais e das espécies.”” Por exemplo, Chroococcidiop-
sis modifica a composi¢io de seu envelope celular sob estresse
hidrico, produzindo compostos como materiais semelhantes a
esporopolenina, proteinas, polissacarideos betaligados, sulfatos
acidos e lipidios. Esses metabdlitos contribuem para a reduc¢io
da perda de dgua e melhora da regulagio da hidrata¢io.®

No presente estudo, tanto o teor de umidade quanto a
taxa de saponificagio diminuiram nos sabonetes ao longo do
tempo, com a redu¢do mais substancial na umidade observada
nos sabonetes enriquecidos com FE e FC + FE nos dias 25 ¢
30. Além disso, a presenca de bactérias psicrofilas foi maior no
sabonete controle, ressaltando ainda mais o efeito protetor das
formulac¢des enriquecidas com pigmentos contra contamina¢io
microbiana em condi¢des de frio.

Com base nos resultados da colorimetria para as formula-
¢Oes de sabonete, os maiores niveis de brilho (L*) foram observa-
dos em sabonetes contendo FE e FC + FE. Os maiores valores de
a*, que refletem a vermelhidio, foram encontrados em sabonetes
enriquecidos apenas com FE. Em contraste, os menores valores de
b* (indicando amarelamento) foram associados a sabonetes trata-
dos com FE, e os menores valores de diferenca total de cor (AE)
foram registrados em sabonetes contendo FC ¢ FC + FE. Em
relacio as propriedades antibacterianas dos sabonetes, nio foram
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observadas diferencas significativas ao longo do periodo de 30 dias
na inibi¢do de E. coli, S. aureus (nos sabonetes controle e tratados
com FE) e P aeruginosa (nos sabonetes controle e enriquecidos
com FE e FC). Para as formula¢des de gel desinfetante para as
mios, a maior ZI contra S. aureus ocorreu nos géis enriquecidos
com FC + FE. Nio foi observada nenhuma diferenca significativa
nos diametros da ZI para E. faecalis ¢ E. coli entre os géis enri-
quecidos com pigmentos. Entretanto, as maiores taxas de inibi¢io
contra P aeruginosa e S. typhi foram registradas em géis contendo
FE e FC + FE. Os resultados de CIM para os géis desinfetantes
para as midos mostraram que as menores concentragdes inibitorias
foram alcancadas com FE e FC + FE contra S. aureus, e com FC
+ FE contra E. faecalis, E. coli, P aeruginosa e S. typhi. Em relacio a
CBM, as menores concentra¢des bactericidas contra S. aureus, P.
aeruginosa, E. faecalis ¢ S. typhi ocorreram nos géis enriquecidos
com os pigmentos combinados (FC + FE), bem como com FE
ou FC isoladamente. Para E. coli, os menores valores de CBM
ocorreram em géis contendo FC + FE.

CONCLUSAO

O foco crescente na satde da pele, especialmente em
relacdo a estética e ao envelhecimento, impulsionou a deman-
da por produtos cosméticos inovadores derivados de fontes na-
turais. Esses produtos oferecem a vantagem de efeitos adversos
reduzidos e maior sustentabilidade ambiental. As cianobactérias
sio candidatas promissoras para as indastrias cosmética e cos-
mecéutica devido a sua capacidade natural de resistir a desidra-
tacdo, a radiacdo e ao estresse oxidativo por meio da produg¢io
de compostos bioativos especializados. Este estudo demonstrou
o potencial de pigmentos de cianobactérias, especialmente FC
e FE, na formula¢io de trés produtos cosméticos sustentaveis
e de baixo custo: sabonete, gel de limpeza facial antiacne e gel
desinfetante para as mios. Essas formulagdes nio apenas exibiram
propriedades fisico-quimicas e antimicrobianas desejaveis, mas
também se alinharam as estratégias biotecnoldgicas para aumen-
to da eficiéncia e da compatibilidade ambiental na producio de
cosméticos. Os achados suportam o uso de cianobactérias como
um recurso valioso no desenvolvimento de produtos cosméticos
de Gltima geracio, derivados de fontes naturais. @
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