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RESUMO

NANOCARREADORES BIOPOLIMERICOS DE ISOFLAVONAS DE SOJA
E OLEOS ESSENCIAIS: POTENCIAL  DERMOCOSMETICO,
FOTOPROTETIVO E ANTIMICROBIANO. Com o surgimento de préticas de
vida mais saudaveis e conscientes, 0 mercado de cosméticos sofreu uma grande
mudanca: reformulacdo quimica e planejamento tecnoldgico. Extratos vegetais e
6leos essenciais se destacam, uma vez que seus componentes podem apresentar
mais de uma dessas caracteristicas simultaneamente e atuar de forma sinérgica. A
estratégia em converter materiais regulares em formulages em escala nano para
cosméticos estd na formulacdo de produtos com alto poder de penetracdo nas
camadas da pele. Dessa forma, esse trabalho tem por objetivo a avaliagdo do
potencial de metabolitos secundarios encontrados nas sementes de soja (Glycine
max) e de 0leos essenciais de origem comercial (Geraniaceae, Pinaceae e Citrae)
como agentes de aplicacdo dermocosmetica, segundo atividade antimicrobiana,
antioxidante e fotoprotetiva, e a producdo de nanocapsulas utilizando polimero
biodegradavel. Para isso, foi realizada a extracdo quantitativa dos compostos
fenolicos de ocorréncia restrita em leguminosas (Fabaceae), as isoflavonas
agliconas daidzeina, gliciteina e genisteina. A identificacdo e doseamento dos
compostos ativos foram obtidos por UHPLC-ESI-QTOF-MS, HPLC-UV/DAD e
GC-MS. Por fim, as amostras foram nanoencapsuladas utilizando
policaprolactona. A suspensdo coloidal obtida foi caracterizada segundo o
potencial zeta, pH, didmetro de particula e eficiéncia de encapsulamento e
eficiéncia do processo de secagem por nebulizagdo em Spraying Dryer. O extrato
de soja preparado utilizando solu¢do EtOH:DMSO 80% com assisténcia de sonda
ultrasonica se mostrou mais eficiente em extrair daidzeina, gliciteina e genisteina
(58,0 £ 4,33; 7,37 £ 0,575; 61,9 + 4,06 mg/100 g respectivamente) com melhor
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atividade fotoprotetiva (CME = 0,482 £+ 0,018 mg/mL) e antioxidante (9,2 mg
EAG/100g; Clsp= 1,36 mg/mL). Os padrdes de daidzeina e genisteina
apresentaram melhor atividade fotoprotetiva, quando comparados com o controle
de benzofenona. O Oleo essencial de geranio (Perlagonium graviolens) se
destacou como agente antimicrobiano (Clsp= 5,63 pL/mL; 1S=1,68), o dleo
essencial de cedro (Cedrus atlantica) como fotoprotetivo (CME = 6,6 ug/mL) e o
6leo de tangerina (Citrus reticulata) como antioxidante (30,9 mg EAG/g). Os
componentes majoritarios foram identificados como o citronelol para o 6leo de
gerénio, himacheleno para o 6leo de cedro e limoneno para o0 6leo de tangerina.
Os nanocarreadores preparados apresentaram um diametro de particula médio de
300 nm, potencial zeta de -20 mV e IPD entre 0,3 e 0,5, mostrando estabilidade
relativa quanto ao potencial hidrogenionico avaliado. A eficiéncia de
encapsulamento foi determinadas em funcdo das isoflavonas daidzeina e
genisteina, com valores acima de 90% e eficiéncia de secagem de 52%. Esse
trabalho mostrou o potencial das isoflavonas de soja e de 6leos essenciais como
poderosos agentes fotoprotetores e antimicrobianos, assim como a viabilidade de
sua incorporacdo na forma de nanocarreadores, como agentes dermocosméticos

em potencial.

Palavras-chave: Fotoprotecdo. Atividade antimicrobiana. Isoflavonas de soja.

Geranio. Cedro atlas. Tangerina. Oleos essenciais. Nanoencapsulacio
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ABSTRACT

BIOPOLYMERIC NANOCARRIERS OF SOY ISOFLAVONES AND
ESSENTIAL OILS: DERMOCOSMETIC, PHOTOPROTECTIVE AND
ANTIMICROBIAL POTENTIAL. With the emergence of healthier and more
conscious lifestyles, the cosmetics market has undergone a significant shift in
chemical reformulation and technological planning. Plant extracts and essential
oils stand out, as their components can exhibit more than one of these
characteristics simultaneously and act synergistically. The strategy of converting
regular materials into nano-scale formulations for cosmetics lies in formulating
products with a high penetration power into the skin layers. Thus, this study aims
to evaluate the potential of secondary metabolites found in soybean seeds (Glycine
max) and commercially sourced essential oils (Geraniaceae, Pinaceae, and
Citrae) as agents for dermocosmetic application, based on antimicrobial,
antioxidant, and photoprotective activities, and the production of nanocapsules
using biodegradable polymer. For this purpose, quantitative extraction of phenolic
compounds restricted to legumes (Fabaceae), the aglycone isoflavones daidzein,
glycitein, and genistein was performed. The identification and quantification of
active compounds were obtained through UHPLC-ESI-QTOF-MS, HPLC-
UV/DAD, and GC-MS. Finally, the samples were nanoencapsulated using
polycaprolactone. The colloidal suspension obtained was characterized based on
zeta potential, pH, particle diameter, and encapsulation efficiency, as well as the
efficiency of the spray-drying process. The soy extract prepared using an
EtOH:DMSO 80% solution with ultrasound assistance proved to be more efficient
in extracting daidzein, glycitein, and genistein (58.0 £ 4.33; 7.37 £ 0.575; 61.9 +
4.06 mg/100 g respectively) with better photoprotective activity (MEC = 0.482 +
0.018 mg/mL) and antioxidant activity (9.2 mg GAE/100g; IC50=1.36 mg/mL).
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Daidzein and genistein standards showed better photoprotective activity
compared to the benzophenone control. Geranium essential oil (Pelargonium
graveolens) stood out as an antimicrobial agent (1Csp= 5.63 puL/mL; SI=1.68),
cedar essential oil (Cedrus atlantica) as a photoprotective agent (MEC = 6.6
png/mL), and tangerine oil (Citrus reticulata) as an antioxidant (30.9 mg GAE/q).
The major components were identified as citronellol for geranium oil,
himachalene for cedar oil, and limonene for tangerine oil. The prepared
nanocarriers had an average particle diameter of 300 nm, a zeta potential of -20
mV, and IPD between 0.3 and 0.5, demonstrating relative stability regarding the
evaluated hydrogenic potential. The encapsulation efficiency was determined in
terms of daidzein and genistein isoflavones, with values above 90%, and a drying
efficiency of 52%. This work demonstrated the potential of soy isoflavones and
essential oils as powerful photoprotective and antimicrobial agents, as well as the
feasibility of their incorporation in the form of nanocarriers as potential

dermocosmetic agents.

Keywords: Photoprotection. Antimicrobial activity. Soybean isoflavones.
Pelargonium  graveolens. Cedrus  Atlantica. Citrus  Reticulata.

Nanoencapsulation.
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1. INTRODUCAO

A industria de cosméticos é responsavel pela movimentacao de 94
bilndes de dodlares mundialmente. O Brasil é considerado o quarto maior
consumidor de cosmeéticos e cuidados pessoais no mundo, atras apenas de Estados
Unidos, China e Japdo, e o terceiro maior consumidor de protetor solar,

representando uma regido em ascensao rapida na area. (ABIHPEC, 2022).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um
cosmético é definido como preparagbes constituidas por substancias
naturais/sintéticas de uso externo com o objetivo de perfumar, alterar a aparéncia,
proteger ou manter em bom estado uma parte do corpo (ANVISA, 2023a).
Produtos dessa categoria sdo distinguidos segundo a sua proposta. Cosméticos de
grau 1, ndo necessitam de informac6es detalhadas sobre uso e restricdes para sua
comercializacdo, e os de grau 2 propdem melhoria de alguma caracteristica e por
iSso necessitam de comprovacao de eficacia. Na categoria de cosmético grau 2
sdo inclusos produtos infantis, protetor solar e cremes para ache como descritos
na TABELA 1.

TABELA 1. Classificacdo de Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e
Perfumes segundo a ANVISA (2023).
Cosmeético e Produto de Cuidado Pessoal

Graul Grau 2
Maquiagem sem acéo fotoprotetora Produtos infantis
Esmalte Antitranspirante
Log0es para barba Protetor Solar
Perfume Creme para acne
Cremes e locdes hidratantes Sabonete Antisseptico

O avango do mercado de cuidados pessoais tem sofrido mudancas no perfil

da demanda de produtos e a necessidade de remodelamento. FONSECA-
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SANTOS e colaboradores (2015) apontam que entre as exigéncias recentes dos
consumidores, cosmeéticos de formulacdo consideradas ‘naturais’ ou ‘organicas’
representam uma prioridade. Essa tendéncia do setor é pontuada como resultado
de mudancas no estilo de vida, gerando a busca de produtos considerados mais
saudaveis, seguros e ecologicamente conscientes. E importante citar que o
conceito de natural e organico descrito remete ao senso comum relacionado a
sustentabilidade e baixo impacto no ambiente.

O reposicionamento no mercado envolve a substituicdo de materias-
primas convencionais, como parabenos e derivados do formol (FIGURA 1),
devido a preocupagdes com sua nocividade (BOM et al., 2019 e 2020). Parabenos,
compostos organicos preservativos em cosmeticos, sdo alvo de debates sobre
seguranca humana e ambiental, conforme discutido por RESENDE et al. (2021).
A acumulacdo de parabenos no organismo humano devido a exposicdo
prolongada é notavel, mas a extensdo dos danos permanece indefinida. Essas
consideragbes impulsionam a formulacdo de produtos livres de parabenos,
mantendo a eficacia sem comprometer a seguranca do consumidor.

Os doadores de formaldeido, como o hidroximetilglicinato de sodio
(FIGURA 1) constituem outra classe de conservantes em cosméticos. Essas
substancias em contato com fontes de calor e luz liberam formol no meio,
reagindo com proteinas bacterianas e interrompendo suas funcdes vitais. Estudos
experimentais entre 2013 e 2019 mostram os efeitos tdxicos da exposicdo
prolongada a formaldeido em varios érgdos como pulmao e cérebro e baseados
nas Ultimas pesquisas do efeito do formol em danos no DNA, é classificado pele
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) como agente carcinogénico
do grupo 1 (BALWIERZ et al., 2023).
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Além dos insumos que representam riscos para a saude humana, a
utilizacdo de principios ativos potencialmente prejudiciais ao meio ambiente
também esta sendo reavaliada. Recentemente, discute-se o acimulo de espécies
fotoreativas em organismos marinhos, levantando preocupacgdes sobre a
seguranca dos fotoprotetores organicos (IMMAMOVIC et al., 2022). O debate
em torno da seguranca e dos potenciais riscos carcinogénicos desses compostos,
associados a fotoalergias e dermatites de contato, carece de consenso na
comunidade cientifica (HEURUNG et al., 2014, BODE e ROH, 2020).
Especificamente em ecossistemas marinhos, observa-se que filtros solares
contendo benzofenonas e derivados do acido para-aminobenzdico estdo ligados
ao branqueamento de corais em regides costeiras.

Como resultado de discussdes no campo cientifico, alguns érgdos de
regulamentacdo tém limitado ou proibido o uso de formulagbes cosmeéticas
contendo esses ingredientes. Atualmente a ANVISA ndo permite o0 uso de
parabenos de cadeia longa e permite o uso de até 5% (m/v) de formaldeido como
conservantes. No caso de protetores solares, até 10% de benzofenonas e
aminobenzoatos em formulacOes de protetores solares (ANVISA, 2023b e
2023c).

0 OH O
0/\/ /\ o
HO H Na
HO o
Propilparabeno Hidroximetilglicinato de sodio Oxibenzona

FIGURA 1: Estrutura quimica de agentes nocivos a saude humana e ambiental
presentes em cosmeticos.
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Segundo as regulamentacbes vigentes e o perfil de consumo atual,
empresas e marcas tém adotado 0 uso de novas matérias-primas e tecnologias no
desenvolvimento de formulacdes cosméticas. Neste contexto, produtos naturais
tém sido fonte de agentes cosméticos ao longo de toda a historia da humanidade.
Diversas culturas exploram os beneficios de ingredientes de origem vegetal em
praticas ancestrais, e pesquisas na area de quimica de produtos naturais
evidenciam a eficacia de 6leos e substancias extraidas de fontes naturais na saude
humana e nos cuidados pessoais.

A eficacia dos produtos naturais como cosméticos esta
intrinsecamente ligada a diversidade de substancias organicas. Substancias
bioativas como polifenodis, terpenos e flavonoides, encontrados em extratos de
plantas, demonstram propriedades antioxidantes, combatendo os radicais livres e
protegendo a pele contra o envelhecimento precoce (GAO et al., 2019). Além
disso, a quimica dos Oleos essenciais, oferece beneficios terapéuticos e
aromaticos, contribuindo para a sensacdo de bem-estar associada aos produtos
cosméticos naturais (BAKKALI et al., 2008). Estudos, como os de TUNDIS et al.
(2015), destacam a presenca de compostos antimicrobianos em Gleos vegetais,
evidenciando o potencial desses produtos na promocdao da satde da pele.

A soja (Glycine max) se destaca como uma fonte crucial de
flavonoides e acidos fendlicos, proporcionando uma série de beneficios para a
pele. Com propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, clareadoras, UV-
protetoras e estimuladoras da producdo de elastina e colageno, a soja se tornou
um ingrediente essencial em dermocosmeéticos disponiveis no mercado (WAQAS
et al., 2015; ASAN et al., 2019; SEIBERG, 2011; PAZYAR et al., 2015). Essa
rica gama de beneficios posiciona a soja como uma escolha notavel para quem

busca produtos de cuidados com a pele eficazes e abrangentes.
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Os 0leos essenciais desempenham um papel essencial na formulagédo
de fragrancias e aromas presentes em uma variedade de produtos, além de
contribuirem para a preservacdo de cosméticos disponiveis no mercado
(NARNOLIYA etal., 2019; BOUTOS et al., 2020; SAAB et al., 2018; HERMAN
e HERMAN, 2015). Suas propriedades sensoriais e conservantes sdo amplamente
reconhecidas. No entanto, apesar do seu uso difundido, é notavel a escassez de
estudos e produtos que explorem a aplicacdo da nanotecnologia em conjunto com
esses bioativos. A integracdo de nanotecnologia aos 6leos essenciais pode abrir
novas perspectivas para a eficacia e a estabilidade desses compostos, oferecendo
potencial para desenvolver produtos inovadores e mais eficientes no campo da
cosmeética.

Além da procura de novas matérias-primas novas tecnologias tém
sido desenvolvidas para o melhoramento de produtos ja existentes. A
nanotecnologia surge como a vanguarda na area de desenvolvimento e pesquisa
em cosméticos e produtos de cuidado pessoal como forma de aumentar a
estabilidade, efetividade e controle na dosagem dos ativos envolvidos, gerando
inimeras aplicacdes no seguimento (CASANOVA e SANTOS, 2016; KATZ et
al.,2015 e KAUL et. al, 2018).

A pele é composta por trés camadas de espessuras variadas, a
epiderme (50-100 pm ), a derme (1-2 mm) e a hipoderme (> 3 mm) compdem o
maior 6rgdo do corpo, responsavel por fornecer protecdo imunoldgica, fisica e
contra radiacdo solar. Como regibes de permeabilidade variada, a penetracdo
através da derme € um grande desafio para novas formulagdes topicas (BAKI e
ALEXANDER, 2015). E a administracdo de nanobiomaterias através da pele €
altamente eficiente, devido a grande area superficial promovida, contribuindo
para a adesdo, ocluséo e eficiéncia do ativo (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).
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Com o intuito de aprimorar a biodisponibilidade, estabilidade e
durabilidade de ativos em cosmeéticos, diversas abordagens em nanocarreadores
vém sendo desenvolvidas. BARROSO e colaboradores (2014) realizaram uma
avaliacdo de compostos fenolicos como agentes antioxidantes microencapsulados
em uma formulacgéo de hidratante tdpico. O extrato da planta foi encapsulado em
biopolimero, resultando em particulas com diametro entre 40 e 170 pm.

A tecnologia dos nanocarreadores possibilita a utilizacdo de
materiais ndo-toxicos, biodegradaveis e biocompativeis, permitindo diferentes
estruturas. O primeiro sistema nanométrico de liberacdo de ativo aplicado a
dermatologia e cosmética foram os lipossomos, seguido do desenvolvimento de
nanoparticulas solido liquidas. O interesse recente é voltado para os carreadores
biopoliméricos, que fornecem vantagens sobre os carreadores lipidicos citados.
Polimeros biodegradaveis podem ser armazenados por tempos prolongados e
incorporar substancias tanto hidrofilicas quanto hidrofobicas além de
compatibilidade com sistemas bioldgicos facilitando sua compatibilidade e uma
alternativa mais sustentavel do que polimeros convencionais (RANCAN et al.,
2014; MORA-HUERTAS et al., 2010).

A estratégia em converter materiais regulares em formulacfes em escala
nano e micro para cosméticos esta na formulacdo de produtos com alto poder de
penetracdo nas camadas da pele e acdo com maior tempo de duragdo. O
nanoencapsulamento tem o potencial de liberar compostos ativos em sistemas
diversos, de forma efetiva, promovendo a protecdo de fragrancias e compostos
volateis e evitando a oxidacdo e degradacdo segundo o contato com o ar, luz e
calor (SEVERINO et al, 2016).

Apesar do crescente interesse académico e industrial na area de

nanocarreadores dermocosmeticos, materias primas inorganicas dominam uma



28

grande fatia do mercado. 1sso gera uma grande oportunidade na area de quimica
de produtos naturais e no desenvolvimento e pesquisa de substancias e fontes de
matérias-primas organicas eficientes (FYTIANOS et al., 2020).

Diante do apresentado, a proposta deste trabalho foi investigar o
potencial como principio ativo cosmético de sementes de soja (G. max) e éleo
essenciais diversos para producdo de nanoparticulas poliméricas com polimero
biodegradavel como agente de encapsulamento como possivel agente de aplicacao

dermocosmeética.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais:
Este projeto de mestrado tem por objetivo o desenvolvimento de nano
particulas poliméricas como carreadores dos bioativos encontrados no extrato de
soja e Oleos essenciais de origem comercial como potenciais agentes

dermocosmeéticos.

2.2. Especificos:

e Extrair quantitativamente isoflavonas de G. max;
e Auvaliar o potencial antimicrobiano, fotoprotetivo, antioxidante e citotdxico
das matrizes selecionadas;

e ldentificar os ativos em soja e 6leos essenciais comerciais por metodologia
LC-UV/DAD, LC-MS e GC-MS;

e Produzir nanoparticulas poliméricas em suspensdo coloidal utilizando a
metodologia de nanoprecipitacdo do polimero pré-formado;

e Produzir nanoparticulas poliméricas sélidas por secagem por aspersao;

e Caracterizar as formulacdes poliméricas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A Soja
Soja é um dos legumes mais consumidos no mundo inteiro. E uma
leguminosa (Fabaceae) com ciclo de vida anual. O grao chega no ocidente como
cultura alimentar entre o seculo XV e XVI vinda do nordeste da China. No Brasil,
a soja é introduzida no ano de 1882 como objeto de estudos botanicos, e em 1976
0 pais ja respondia por 16% da producdo mundial do grdo (CISOJA, 2006).
Atualmente o Brasil é responsavel por 50% do mercado mundial de producao

exportacao de soja, e a cultura agricola mais rentavel do pais (FIGURA 2).

FIGURA 2: Ranking dos valores de producao de diferentes tipos de agriculturas
no Brasil (ARAGAOQO e CONTINI, 2021).
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O género Glycine dispde de 10 espécies com poucas variedades. O
Brasil disponibiliza trés grupos de cultivares de soja, a soja convencional, a soja
intacta e a soja RR, sendo as duas Gltimas variacGes transgéncias. As variacoes se
diferenciam por ciclos de crescimento, resisténcia a pragas e adaptacdo ambiental
diferentes. A soja convencional ndo apresenta alteracbes genéticas para
melhoramento, a soja intacta e produzida com tecnologia que a torna resistente a
a herbicidas e a ataque de pragas. A soja RR corresponde ao cultivar mais
utilizados no pais, que permite a semeadura precoce (BAVARESCO e MORAES,
2023).

Proteina é o macronutriente principal presente no grao ou semente de
soja, seguido dos carboidratos e lipideos. A composicdo média dos gréos variam
conforme o genotipo e as condices de cultivo da soja, como a temperatura,
umidade do solo e incidéncia solar. A distribuicdo média de macronutrientes na
soja sdo apresentados na TABELA 2. Os carboidratos correspondem a
polissacarideos insoliveis como as pectinas e oligossacarideos soluveis como a

sacarose.

TABELA 2: Composicdo média dos grdos de G. max. (BUCAR F, 2013),

Composicéo mg/ 100 g

Proteina 33,8
Carboidrato 25,5
Humidade 11,5
Fibras 55
Cinzas 4,8
Fosforo 440
Potassio 397
Calcio 198
Ferro 6
Vitamina C 7,50

Tiamina (B1) 0,87
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Riboflavina (B2) 0,34
Niacina (B3) 1
Carotenos 0,109

Micronutrientes como vitaminas e minerais estdo presentes em
quantidades variaveis. As cinzas sdo ricas em ferro e zinco e os lipideos incluem
substancias ndo saponificaveis como esteroides, tocoferois e vitamina A. O Gleo
de soja contem cerca de 15% de acidos graxos saturados e 85% de insaturados
(MORAIS, 1996; TAN et al., 2023).

Em menor proporcdo, a soja apresenta fitatos, saponinas e 0s a
principal fonte de fitoestrégenos, os flavonodides. Fitoestrogenos sdo substancias
difendlicas, estruturalmente semelhantes ao estrogénio, horménio produzido em
seres vertebrados (FIGURA 3).

Nas plantas, essas substancias atuam como fitoalexinas, produtos do
metabolismo secundario responsaveis por respostas ao estimulo ambiental,
durante estresse ou infeccdes microbianas, por exemplo. Os fitoestrégenos séo
agrupados em duas categorias principais: flavonoides e nédo-flavonoides. Os
flavonoides incluem as isoflavonas, coumestanos e fenilflavonoides e néo-
flavonoides incluem as lignanas. O mais comum entre esses sao as isoflavonas e
lignanas, que sdo encontrados em frutas, vegetais e grdos (KRIZOVA et al.,
2019).

Genisteina, daidzeina, gliciteina, biocanina A e formononetina séo 0s
fitoestrogenos do tipo isoflavonoides. Essas substancias tém ocorréncia natural na
forma de glicosideos e agliconas, e ésteres derivados do acido malonilico e
acetico, os O-malonilglicosideos ou O-acetilglicosideos. Isoflavonas séo
derivados do caminho biossintetico dos fenilpropanoides, onde ocorre a

conversdo de flavanonas na respectiva isoflavanona e entdo na isoflavona, por
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uma sequéncia de reacdes biocatalisadas. A flavanona liquiritigenina é o precursor
da daidzeina, formononetina e gliciteina. O precursor da genistéina e biocanina A
é a naringenina (KO et al., 2014; BUCAR., 2013).

FIGURA 3: Estrutura das isoflavonas encontrada na soja.

Agliconas Glicosideos

OR;
0]
HO
R; HO
Daidzeina, R1=H; R2 = H; R3= OH OH
Gliciteina, R1= H; R2=OCH;; R3 =OH
Genisteina, R1= OH; R2 H; R3=0OH
Formononetina, R1= H; R2= H; R3=0OCH;
Biocanina A, Ry= OH; R,= H; R3= OCH; Daidzina, R4=H; R5 = H; R= OH; R7=H
Glicitina, R4= H; R5=0CH;; R6 =OH; R7=H
OH Genistina, R4=H; R5=H; R6=0OH; R7=H

Acetildaidzina, R4=H; R5 = H; R= OH; R7=COCH
Acetlicitina, R4= H; R5=0CH;; R6 =OH; R7= COCH
Acetilenistina, R4=H; R5=H; R6=0OH; R7=COCH

HO Malonildaidzina, R4=H; R5 = H; R= OH;
R7=COCH,COOH
Estradiol Molonilglicitina, R4= H; R5=0CH3; R6 =OH;
R7=COCH,COOH
Malonilgenistina, R4=H; R5=H; R6=0H;
R7=COCH,COOH

As isoflavonas desempenham seu papel principal na soja pela
interacdo simbidtica planta-microbiota, no processo de nodulacdo. A nodulagéo €
0 processo de formacdo de estruturas na raiz da soja em resposta a necessidade de
nitrogénio para o desenvolvimento vegetal. A liberacdo de flavondides no solo
favorece uma infeccdo benigna da planta com bactérias fixadoras de nitrogénio
(Rhizobium spp.). Esse mecanismo desencadeia a formacao de ganglios de tecido
provocada pelos fatores virulentos da bactéria (FIGURA 4). As isoflavonas atuam
como fator importante na ativacdo dos genes de nodulagéo dos rizébios (SOHN
etal., 2021; SUBRAMANIAN et al., 2006).
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FIGURA 4: Nodulos ativos na raiz de soja (HUNGRIA et al., 2001).

|
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As isoflavonas ocorrem de forma limitada na natureza, se

restringindo as leguminosas da familia Fabaceae. A soja, o trevo (Trifolium sp.)
e alfafa (Medicago sativa) sdo importante fontes de isoflavonas. Como fonte
nutricional em humanos a soja € a principal. O conteido médio de isoflavonas nos
gréos de soja variam entre 1,2- 4,2 mg/g dependendo das condicdes de cultivo.
Biocanina A e formononetina ocorrem em menores propor¢des na soja). Raiz e
sementes sdo 0s tecidos responsaveis pelo acumulo de isoflavonas na soja (SILVA
etal., 2021).

Em seres humanos, apos consumo, as isoflavonas sdo absorvidos no
intestino. Os glicosideos sdo primeiramente hidrolisados e convertidos em sua
forma mais biologicamente ativa, as agliconas. No organismo, podem atuar como
agentes estrogenos, quimioprotetores ou antioxidantes. Os beneficios a saude
humana associada ao consumo de isoflavonas é extensamente descrito. A

estrutura similar ao estradiol permite a interacdo com os receptores de estrogénio,
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nas células é capaz de interagir com os receptores, como agonistas ou antagonistas
(BABER et al., 2013).

No caso de deficiéncia na producdo de estrogénio, as isoflavonas
atuam como agonistas dos receptores de estrogénio, diminuindo os efeitos da
menopausa, por exemplo, como o0s riscos de doencas cardiovasculares e
osteoporose (KREBS et al., 2004). Como antagonistas, € conhecida a atividade
profilatica e retardante do desenvolvimento de canceres estrogénio-dependentes,
como cancer de mama, uterino, de préstata e tiredide. Segundo a afinidade pelos
receptores de estrogénio, isoflavonas como a daidzeina e genisteina se ligam ao
receptor, suprimindo a via de formacdo de tumores dependentes da interagédo
estrogénio-receptor (NAGATA et al., 2021).

Além da atividade estrogénica, a acdo antioxidante das isoflavonas é
associada a prevencdo e diminuicdo dos sintomas de varias doencas . A atividade
antioxidante das isoflavonas € relacionada a diferentes mecanismos de acdo. A
presenca de grupos hidroxilo fenolicos permite a neutralizacdo de espécies
radicalares reativas relacionadas a oxidacdo lipidica e envelhecimento precoce
(YOON et al., 2014).

Como agente cosmético, WAQAS e colaboradores (2015)
apresentam a revisdo dos beneficios associados aos componentes ativos da soja,
entre elas as isoflavonas. A aplicacdo tdpica em modelos murinos antes da
exposicdo a radiacdo solar diminui a expressdo da proteina COX-2 responsavel
pela inflamacdo e carcinogénese estimulada por UV. Diversos trabalhos
descrevem a atividade anti-inflamatéria das isoflavonas, reduzindo o efeito
inflamatdrio ativo ou impedindo a cascata de citocinas inflamatorias. Além disso,
sdo descritos os efeitos inibidores da degradacdo de elastina e carcinogénese
dermal (YU et al., 2016; ACCORSI-NETO et al., 2009).
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3.2. Oleos essenciais

A definicdo de dleo essencial foi primeiramente cunhada por
Paracelsus (1493-1541) quando se referia a ‘Quinta essentia’ (Quinto elemento)
em seus estudos sobre extrato de plantas e remédios herbais. Ele descrevia o
processo de hidrodestilacdo, como a extracdo da ‘alma da planta’, sua parte
essencial (GUENTHER,1950; DHIFI et al.,, 2016). A farmacopeia brasileira
define os Oleos essenciais, ou 6leos volateis, como “0Oleos obtidos a partir de
plantas por processos fisicos, que evaporam a temperatura ambiente sem deixar
residuos” (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

Oleos essenciais correspondem a uma das mais importantes
comodites, segundo sua aplicacdo extensa dentro da inddstria. A demanda
mundial € dividida entre a industria de comida e bebidas (35%), fragrancias,
cosméticos e aromaterapia (29%) utilidades domésticas (16%) e farmacéutica
com 15% do mercado. O mercado internacional de 6leo essencial tem previsao de
atingir o valor de US$16 bilhGes anualmente, correspondendo a 345 mil toneladas
de produto no ano de 2026. O Brasil ocupa quinta posi¢do no ranking de maiores
produtores, atrds de China, Franca, EUA e India como o maior exportador
(B1ZZO e RESENDE, 2022).

Devido a grande producéo e exportacdo de suco de laranja, o Brasil
ocupa o primeiro lugar de pais exportador de 0leo essencial de laranja, um dos
principais 6leos do mercado mundial, juntamente com 6leo de menta japonesa
(Mentha arvensis) e eucalipto (Eucalyptus globulus), como apresentado na
TABELA 3.

TABELA 3: Principais 0leos essenciais no mercado mundial (BIZZO e
RESENDE, 2022).
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Oleo essencial Quantidade Usos
(ton)

Laranja (Citrus spp.) 50,000-55,000 Bebidas, aromatizante

Menta japonesa (Mentha arvenses) 25,000-40,000 Aromatizante, mentol

Eucalipto (Eucalyptus globulus) 5,000-11,000  Aromatizante,
medicamentos

Limao Siciliano (Citrus limon) 7,000-7,500 Bebidas, aromatizante

Hortela-Pimenta (Mentha x piperita) 4,000-4,500 Arolmatizante, higiene
ora

Cravo (Syxygium aromaticum) 2,500-4,000 Fragrancias,
aromatizantes

Menta (Mentha spicata) 2,000-3,700 Aromatizante, higiene

oral
Cedro da Virginia (Juniperus virginiana) 2,000-3,500 Fragrancias
Citronela (Cymbopogon witerianus) 1,500-3,000 Fragrancias

Oleos essenciais sdo mistura complexas de compostos quimicos
volateis, e seus componentes sdao geralmente classificados em dois grupos
principais: terpenoides e ndo-terpenoides. Todos ocorrem como hidrocarbonetos
e seus derivados oxigenados, funcionalizados como aldeidos, cetonas, alcoois e
etc. (SADGROVE et al., 2022).

Os terpenos e terpenoides sdo 0 grupo majoritario dos componentes
em Oleos essenciais. A biossintese de terpenos segue a condensacdo de unidades
de isoprenos, e seus precursores, isopentenila difosfato (IPP) e dimetilalil
difosfato (DMAPP) séo produzidos por dois caminhos biossintéticos, o caminho
do acido mevalénico (MVA) e do metileritrol fosfato (MEP). (DEWICK, 2002).

Os terpenos séo classificados conforme a quantidade de unidades de
isopreno condensadas, sendo os hemiterpenos (CsHg) com uma, monoterpenos
(C1oH16) com duas, diterpenos (CxoH3s,) com quatro e assim por diante (FIGURA
5). Os componentes nado-terpenoides principais correspondem  aos
fenilpropanoides, biossintetizados a partir do aminoacido L-fenilalanina
(JAEGER et al., 2016).
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FIGURA 5: Via geral de biossintese de terpenos em plantas (SOUSA et al., 2023).
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Cerca de 60 familias botanicas compreendem mais de 2000 espécies
de plantas aromaticas e medicinais. A TABELA 4 apresenta alguns exemplos de
familias e 6leos essenciais extraidos das espécies. A fragdo aromatica corresponde
a uma pequena parte da composicdo de uma planta, menos que 5% de massa seca.
O principal metodo industrial de extracdo € a hidrodestilacdo das partes aereas

(folhas, flores e frutas), cascas, madeira e rizomas.

TABELA 4: Fontes principais de 0leo essenciais em familias botanicas (FRANZ

et al., 2010).

Familia botanica Exemplo de 6leo essencial
Cupressaceae Folha de cedro, madeira de cedro.
Pinaceae Pinho
Zingiberaceae Gengibre, cardamomo

Astaraceae Camomila
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Geraniaceae Geranio
Illiaceae Anil estrelado
Lauraceae Canfora
Oleaceae Jasmim
Rosaceae Rosas

Como agentes farmacoldgicos, os 6leos essenciais sdo agentes
antimicrobianos, antioxidantes e anti-inflamatorios e suas propriedades
terapéuticas sdo extensamente descritas (SOUSA et al.,, 2023). O crescente
interesse na utilizacdo de 6leos essenciais como inSUMOS cosMeticos segue a
tendéncia descrita anteriormente sobre a procura de materiais de origem natural.
No entanto, essas substancias sdo particularmente utilizadas no seguimento de
produto de cuidados pessoais devido a sua propriedade aromatica e apelo
comercial (SHARMEEN et al., 2021; ABELAN et al., 2021). Além disso, como
produtos cosméticos, apresentam potencial antimicrobiano, como agentes
conservantes de grande interesse (HALLA, et al., 2018). Como agentes de
conservacdo, a atividade contra microrganismos € observada tanto de forma
isolada quanto associado a conservantes comerciais.

No contexto de dermocosmeéticos Oleos esséncias também
apresentam atividade antioxidante, importante na diminuicdo do estresse
oxidativo e envelhecimento precoce do tecido dermal. SOUSA e colaboradores
(2023) descrevem trés mecanismos pela qual os 6leos essenciais atuam como
inibidores de oxidacdo: armadilha de radicais por grupos fendlicos, co-oxidacédo
por compostos altamente oxidaveis e geracdo de radical HOO por 1,4
ciclohexadienos (FIGURA 6).

Armadilha de radicais: Compostos fenolicos volateis agem como

doadores de hidrogénio fenolico.
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Co-oxidacdo: Pequenas quantidades de substancias altamente
oxidaveis diminuem o processo de autoxidacao de outro substrato. Por exemplo,
0 cumeno, que diminui a formagao de radicais peréxidos (ROO).

Geragdo de radical HOO: O y-terpineno € o principal exemplo
desse mecanismo. Apds abstracdo de um hidrogénio radicalar, é formado um
radical peroxil instavel que se degrada formando p-cimeno e o radical HOO que
facilmente doa um hidrogénio para ROO. GUO e colaboradores (2021) atribuem
0 aumento da atividade antioxidante de malninas a formacdo de HOO via y-

terpineno.

FIGURA 6: Acdo antioxidante de substancias encontradas em 6leos essenciais.
A: Reducéo do radical ROO pelo hidrogénio fendlico do timol. B: Reducéo do
radical ROO pela autoxidacdo do cumeno.; C: Reducédo do radical ROO pela

formacdo de ROOH a partir do y-terpineno.
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3.3. Nanoparticulas poliméricas.
Nanocarreadores sdo sistemas de liberacdo de ativos em escala

nanométrica (<1 pm). A nanotecnologia € uma emergente que lida com o
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desenvolvimento, investigacdo e aplicacdo de materiais em escala atdémica,
molecular e supramolecular (YAN et al., 2014). Sobretudo no ambito de agentes
terapéuticos, nanocarreadores oferecem uma abordagem eficiente que superam
materiais tradicionais, fornecendo uma liberacdo controlada e direcionada do

ativo incorporado e sua melhor biodistribuicdo e estabilidade.

No contexto de formulagGes cosméticas a nanotecnologia oferece
diferentes vantagens, como a liberacéo prolongada e gradual do ativo de forma
que seja possivel uma fragrancia durar por mais tempo, aumentar a eficiéncia de
um protetor solar pelo aumento da protecdo UV e oferecer um transporte ativo
dos ingredientes através da pele, possibilitado pelo tamanho das particulas
(KAUL et al., 2018).

Além de promover eficiéncia, a nanotecnologia surge como uma
maneira de aumentar a estabilidade das substancias administradas, garantindo que
suas propriedades sejam mantidas por mais tempo. 1sso se torna necessario para
substancias sensiveis a luz, como flavonoides e esséncias volateis que apresentam
baixa estabilidade a longo prazo e hidrofobicidade que pode dificultar a absor¢éo
e transporte através das camadas da pele (AYALA-FUENTES et al., 2021,
SEVERINO et al.,2016).

Entre as diferentes nanoestruturas possiveis, as nanoparticulas
poliméricas tém se destacado devido &s propriedades adquiridas devido ao
tamanho e alteracdo de caracteristicas fisico-quimicas do material inicial
(ABDEL-MOTTALEB et al., 2012; ESTEVINHO et al., 2013; ZIELINSKA et
al., 2020). O termo nanoparticula define particulas solidas coloidais, que incluem

nanoesferas e nanocapsulas. Nanocapsulas sdo estruturas vesiculares onde uma
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substancia de interesse € revestida por uma parede interna liquida e sobreposta
por uma membrana polimérica. Nanoesferas sdo constituidas em uma rede
polimérica continua onde a substancia permanece retida no interior ou adsorvida

sobre a superficie, como descrito na FIGURA 6.

FIGURA 7: Nananoparticulas poliméricas. A: estrutura representativa de uma
nanocapsula com o ativo disperso no interior lipidico envolto por uma camada de
polimérica; B: estrutura representativa de uma nanoesfera, com o ativo disperso
em uma matriz continua formada pelo polimero (ORIVE et al., 2009).
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Nanoparticulas podem ser produzidas por diferentes métodos,
segundo o tipo de substancia encapsulada e a via de administracdo desejada. Os
métodos de preparacdo sdo classificados de duas maneiras: dispersdo de
polimeros pré-formados ou polimerizacdo de mondmeros. Na polimerizacao de
monbmeros, 0 processo promove a formacdo do polimero in situ, entre dois
liquidos imisciveis. A maioria das técnicas de preparo de nanoparticulas requer a
presenca de um polimero pré-formado, cujo processo € mais facilmente
controlavel e de maior rendimento quando comparado com o anterior (SOUTO et
al., 2012).

O método de nanoprecipitacdo (NPPT) € designado também como
método do deslocamento de solvente ou deposicéo interfacial. FESSI et al., (1988)

descreve 0 método pelo uso de suas fases, uma fase solvente e outra ndo-solvente,
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geralmente um solvente organico miscivel em agua. A fase solvente ou organica
é constituida de uma solucdo organica (em etanol, acetona, etc.) de um polimero
juntamente com a substancia ativa, 6leo e um tensoativo lipofilico. Ja na fase nao-
solvente, geralmente aquosa, € composta de uma solucdo aquosa de surfactante
(MORA-HUERTAS et al., 2009).

As nanocéapsulas séo obtidas como uma suspensdo coloidal formada
pela adicdo lenta da fase orgénica sob a fase aquosa (FIGURA 8). O mecanismo
de formacéo das nanocapsulas é descrita por LINCE e colaboradores (2008) em
trés fases, nucleacao, crescimento e agregacéo regidos pela saturagcdo do polimero
na solucdo resultante organica-aquosa. No entanto, o processo € descrito por
McMANAMEY et al. (1973) e DAVIES (1975) como a formacéo rapida das

nanoparticulas devido diferencas de tensao superficial. Na interface solvente-

FIGURA 8: Representacdo da tecnica de nanoprecipitacdo do polimero pré
formado para preparo de nanocapsulas (MORA-HUERTAS et al., 2009).
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-agua o solvente tende a ser deslocado pelo liquido com maior tenséo superficial
(4gua) e o polimero soltvel na fase organica tende a se agregar na superficie

oleosa, formando as nanocapsulas com a substancia ativa dispersa no 6leo.
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A solubilidade do principio ativo na fase oleosa é um fator essencial
na obtencdo de nanocépsulas com alta eficiéncia. Quando melhor a solubilidade,
menos a substancia tera de deixar a fase oleosa. Principios ativos hidrossoluveis
deixam a fase oleosa para a dispersdo aquosa, € as nanocapsulas sdo usadas
principalmente para compostos organicos pouco hidrofilicos. A natureza da fase
oleosa influéncia diretamente no tamanho final da particula. Oleos com alta tens&o
superficial dificultam o deslocamento da fase organica e geralmente formam
particulas maiores, assim como O0leos muito Vviscosos Sdo resistentes a
emulsificacdo e formam grandes goticulas e o tamanho das particulas sera maior
(SOUTO et al., 2012).

3.4. Polimeros biodegradaveis

A biodegradabilidade € a propriedade que um material tem de ser
degradado pela acdo de agentes naturais. Polimeros biodegradaveis tém vantagens
sobre os ndo biodegradaveis devido a sua compatibilidade com sistemas
bioldgicos, diminuindo efeitos de toxicidade e sendo uma alternativa considerada
sustentavel (CAKMAK et al., 2023). Um polimero biodegradavel pode ser tanto
de fonte sintética quanto natural, categorizados segundo os processos de producgao
e matéria prima.

Biopolimeros naturais: Séo extraidos diretamente da natureza, de
fontes vegetais ou animais. Exemplos: amido, celulose, agar, alginato, colageno,
gelatina.

Biopolimeros sintéticos biodegradaveis: Os mondmeros s&o
produzidos através da fermentacdo de carboidratos, mas a polimerizacdo é
conduzida por sintese quimica. Exemplos: acido polilatico (PLA), é&cido

poliglicélico (PGA) policaprolactona (PCL), polibutilenosuccinato.
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Biopolimeros produzidos por processos de fermentacdo: Os
mondmeros e a polimerizacdo sdo conduzidas por processos de fermentacao
atraves de microorganismaos. Exemplos: polihidroxialcanoato,
polihidroxibutirato.

A policaprolactona € um poliéster alifatico obtido a partir da
polimerizacdo da caprolactona através de catalise com metais. O polimero €
utilizado industrialmente como aditivo de resinas e plasticos como forma de
aumentar resisténcia, na producdo de membranas e aplicacbes biomedicinais
(CAKMAK et al., 2023).

FIGURA 9: Estrutura quimica da policaprolactona.
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Recentemente, nanoparticulas de policaprolactona tém sido
investigados para aplicacdo cosmeética, como estimulante de regeneracdo de
colageno. O acido rosmarinico, conhecido por diversas propriedades biologicas
como antioxidante, antimicrobiana e antinflamatéria, e alta instabilidade, é

nanoencapsulado utilizando PCL para aplicacdo dermocosmética (KIM, 2010).
3.5. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)

O termo cromatografia a liquido de alta eficiéncia, remete a uma

técnica analitica utilizada tanto para fins qualitativos como quantitativos. E
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definida como um método de separacdo fisico-quimico dos componentes de uma
mistura baseada na interacao entre duas fases. Uma fase é formada por um agente
adsorvente que permanece estacionario enquanto a outra, liquida, se move através
dela. Os componentes presentes na mistura sao separados segundo a afinidade por
cada uma das fases (MCMASTER, 1994; CIOLA et al., 2003).

FIGURA 10: Representacdo esquematica da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Disponivel em:
http://www.chemistry.nmsu.edu/Instrumentation/Waters HPL CSystem.qif).

LUl L]
Fase estacionaria

—Cljlnjetor
[

Fase @@~ Amostra 1 r
svel wl
move Detector
Bomba [pi—
——
Descarte

A instrumentacdo de HPLC é composta por uma coluna metalica
empacotada com particulas finas (3-10 pm) de adsorvente (silica, silica
modificada), uma bomba de alta performance que empurra a fase mével (solvente
organico ou aquoso) dentro da coluna, um sistema de injecdo que introduz a
solucdo da mistura a ser separada e um detector que registra a saida de cada
componente da mistura do sistema (eluicdo) na forma de sinal que é convertido
em um registro grafico, o cromatograma (FIGURA 10).

Os detectores mais comuns em HPLC séo os espectrofotométricos
que registram a absorcao de energia, geralmente na regido do ultravioleta/visivel,
devido a presenca de cromoforos nos componentes em processo de separacdo. A

HPLC pode ser aplicada em diferentes situacdes, sendo uma técnica


http://www.chemistry.nmsu.edu/Instrumentation/Waters_HPLCSystem.gif
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extremamente versatil, provendo informagbes no ambito de separacéo,

purificagéo, identificacdo e doseamento (BANSAL et al., 2010).

Quando associado a um analisador de massas, a separacdo a liquido
pode ser denominada LC-MS, HPLC-MS ou UHPLC-MS, dependendo do
sistema de separacéo utilizado. A amostra eluida do sistema cromatografico pode
ser analisada e identificada segundo sua massa, especificamente na razéo entre a
massa e a carga (m/z) gerada pelo sistema de ionizacdo do analisador. O
espectrometro de massas € um dos métodos de maior sensibilidade e seletividade.
Um espectrometro de massas consiste de uma fonte ions, onde ha a formacéo de
fons em fase gasosa, um analisador de massas que separa os ions em funcéo da
m/z, e de um detector que converte a corrente i6nica em sinal elétrico. Os dados
sdo registrados em funcdo da abundancia de uma determinada m/z na amostra
(PATEL et al., 2010; PITT, 2009).

A ionizacdo por eletrospray (IE) € extensivamente utilizada para
analise de compostos organicos. As amostras sdo bombeadas através de um
capilar metalico mantido sob um potencial elétrico, e nebulizadas, formando um
spray fino, de gotas ionizadas. O gas de secagem (N,) rapidamente evapora as
goticulas e a carga é transferida paras as moléculas em estado gasoso. Os ions
seguem até o analisador através de uma serie aparatos mantidos também sob
voltagem (EDMOND et al., 2007). O sistema de IE permite a analise de
moléculas de baixa a média polaridade que podem ser facilmente ionizada por
reacdes de perda ou ganho de protons, sendo detectados na forma de céations (no
modo de aquisicéo positivo, [M+H]") ou anions (no modo de aquisi¢cdo negativo
[M-H]).
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Diferentes analisadores de massa podem ser empregados. O
analisador por tempo de voo (Time of Flight, TOF) permite a aquisicéo rapidas de
dados com alta sensibilidade e alta precisdo de massa (BRISTOW et al., 2006). A
espectrometria de massas € uma ferramenta poderosa sobretudo na area de
produtos naturais, onde analitos obtidos em escala de partes por bilhdo é
extremamente comum. A técnica surge como meio de explorar, caracterizar e
confirmar a identidade de moléculas diversas com alta precisdo sem que haja uma

demanda de grandes quantidades de amostra.

3.6. Gas Chromatography (GC)

A cromatografia a gas é o principal meio para analise de substancias
volateis. Similarmente ao sistema descrito para a HPLC, a cromatografia utiliza
uma fase movel composta por um gas inerte para arrastar as substancias atraves
da coluna (FIGURA 11), que diferentemente da cromatografia a liquido pode
atingir 10 metros de comprimento, com espessuras variadas entre 0,05 e 0,1 mm
(SEQUINEL et al., 2010). A separacdo na coluna é realizada com auxilio de
aguecimento, de forma constante, ou variada, segundo a volatilidade e capacidade
da substéncia em mistura de ser retida ou deslocada pelo gas de arraste.

Diferentes analisadores podem ser acoplados ao sistema de
cromatografia gasosa, para analise de 6leos essenciais analisadores de massas sdo
frequentemente utilizados. A identificacdo dos componentes é feita com base no
padrdo de fragmentacdo obtido para cada composto, segundo a quebra da
molécula pela aplicacdo de energia (mV) por ionizacdo por impacto de elétrons.
O padrao pode ser comparado com os dados fornecido por bibliotecas espectrais
internas, ou ainda determinada segundo a comparacdo com o indice de retencao

do composto na coluna em questdo (SADGROVE et al., 2022).
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FIGURA 11: Representacao esquematica da cromatografia gasosa acoplada a um
analisador de massas (RAK, 2019).
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Dentro do contexto apresentado, serdo utilizadas as técnicas de
separacdo cromatografica em fase liquida e gasosa, acopladas a detectores
DAD/UV e de espectrometria de massas para determinacdo dos marcadores
selecionados como potenciais agentes dermocosméticos, as isoflavonas de soja e
0s compostos volateis de 6leos essenciais para incorporagdo em nanocapsulas de

policaprolactona.

Esse trabalho consistiu em uma avaliacdo bioguiada do potencial do
extrato de soja enriquecido de isoflavonas e de Oleos essenciais de origem
comercial como matérias primas de atividade fotoprotetiva e antimicrobiana para
incorporacdo em carreadores polimeéricos de aplicacdo dermocosmetica. Para isso
diferentes extratos de soja foram preparados e distintos 6leos essenciais foram
utilizados. Atividades fotoprotetivas, antioxidantes, antimicrobiana e citotoxica
foram empregadas para o objetivo proposto. Os materiais com maior relevancia
foram entdo identificados em funcéo dos marcadores selecionados, as isoflavonas
de soja e o0s constituintes volateis majoritarios encontrados nos 6leos essenciais.

Finalmente, o material de interesse foi estruturado em carreadores polimerico.
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4. MATERIAIS E METODOS

Segundo o objetivo de aplicar o material vegetal selecionado para
interesse dermocosmético, foi definido a importancia da avaliacdo do material em
funcdo de desempenho nessa fungédo. Para isso, as amostras foram verificadas
segundo a atividade antimicrobiana, fotoprotetiva e antioxidante. Apesar de
matéria-prima natural, ainda foi feita a avaliacédo a seguranca do material segundo
a possibilidade de gerar dano a tecidos saudaveis, atraves da determinagédo de

citotoxicidade frente a linhagens de células humanas ndo tumorais.

FIGURA 12: Fluxograma de etapas adotados. EDS: Extrato desengordurado de
soja.; FH: fracio hexano.; ES1-ES8: Extratos de soja 1-8.; OEGe: Oleo essencial
de geranio.; OECa: Oleo essencial de cedro atlas.; OETa: Oleo essencial de
tangerina. NPPT: Nanoprecipitacdo do polimero pré-formado.
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4.1. Material vegetal

Sementes da especie Glycine max (SC), foram adquiridas em casa de
produtos naturais localizada em S&o Carlos-SP no periodo de abril de 2022. Os
gréos foram higienizados em solu¢cdo NaClO 10% (v/v), secos por liofilizac&o por
36 horas e processados em moinho analitico. Trés 0Oleos essenciais de origem
comercial (OEGe, OECa e OETa) foram obtidos em loja de esséncias na mesma
regido e periodo descrito. A TABELA 5 sumariza as informacdes fornecidas pelo
fornecedor sobre os 6leos adquiridos. Os materiais foram acondicionados sob

refrigeracdo (4 °C) e abrigo de luz até utilizacéo.

TABELA 5: Descrigéo 6leos essenciais segundo fornecedor comercial.

Oleo Essencial de Geranio Bourbon (Pelargonium graveolens)
Marca: BioEsséncia

Lote: 220423

Origem: Franca

Método de Extracao: Destilacdo a vapor das folhas
Odor: Caracteristico floral

Cor: Amarelo palido a amarelo esverdeado

Oleo Essencial de Cedro atlas (Cedrus Atlantica)
Marca: BioEsséncia

Lote: 220102

Origem: Marrocos

Método de extracéo: Destilacdo & vapor da madeira
Odor: Caracteristico amadeirado

Cor: Amarelo

Oleo Essencial de Tangerina (Citrus reticulata)
Marca: BioEsséncia

Lote: 210905

Origem: Brasil

Método de extracdo: Prensagem a frio da casca
Odor: Caracteristico citrico

Cor: Amarelo a castanho




52

4.2. Preparo do extrato de soja

A farinha de soja (1211 g) foi desengordurada com n-hexano na
proporcao de 1:10 (m/v) com auxilio de homogeneizador de hélices (1200 rpm,
24 h) para remocédo de acidos graxos e pigmentos que poderiam interferir nas
analises posteriores. O material solido recolhido em Funil de Bichner
denominado extrato desengordurado de soja (EDS) foi armazenado sob

refrigeracao e abrigo da luz.

Diferentes solugdes extratoras foram empregadas com o objetivo de
extrair quantitativamente o conteudo de isoflavonas, buscando alternativas aos
solventes utilizados comumente na extracao dessa classe de compostos. Dois tipos
de energia foram empregadas nas extragOes, homogeneizacdo mecanica e
ultrassénica. As solucdes utilizadas séo descritas na TABELA 6 assim como a
denominacdo adotada para os diferentes extratos no decorrer deste trabalho. Para
0s extratos ES1 e ES2 utilizou-se 0 homogeneizador de hélices programado para
operar por 24 h a 1600 rpm e para os extratos ES3-ES8 utilizou-se o
homogeneizador ultrassonico programado a 30% de amplitude e pulsos a cada 5
s por 15 s totalizando 15 min de extragéo.

TABELA 6: CondicGes de extracdo de isoflavonas em sementes de soja. EtOH:
etanol absoluto; EtOH Cer.: alcool de cereais; DMSO: dimetil sulféxido; i-
PrOH: isopropanol; MEC: metil etil cetona; AcCOEt: Acetato de etila.

* IKA RW 20; 1600 rpm, 24 horas;

** SONICS, Vibra-Cell VCX 750; 26 mm; 30% amplitude; pulso a cada 5 s por
15s, 15 min.

Extrato Solugéo extratora (v/v) Condig0es de extragdo

ES1 EtOH:H.0 80%
Homogeizador de hélices*
ES2 EtOH Cer.:H20 80%

ES3 EtOH:DMSO 80% Sonda ultrassonica**
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ES4 EtOH Cer.:DMSO 80%
ES5 i-PrOH:H.0 80%
ES6 i-PrOH:DMSO 80%
ES7 EtOH:MEC 80%
ES8 AcOEt 100%

Uma massa aproximada de 25 g de EDS foi transferida para
erlenmeyer e tratada com 150 mL de solucdo extratora sob homogeneizagéo. O
extrato foi coletado apds filtragem sob pressdo do sobrenadante e remocédo do

solvente. As extra¢des foram conduzidas em triplicata.

4.3. Extracéo em fase solida

Entre os solventes selecionados, DMSO (P.E = 189 °C) ndo é
facilmente removido da solucdo através de evaporacdo sob pressdo reduzida,
procedimento comum no preparo de extratos, necessitando altas temperatura para
sua volatilizacdo. Para obtencdo do extrato seco, evitando degradacdo dos
analitos, formacéo de artefatos indesejados e proliferacdo de microrganismos, foi
realizada uma etapa para remocdo do solvente, um Clean up, utilizando 0s
principios da extracdo em fase solida.

O procedimento foi realizado com auxilio de pressdo negativa
constante com cartucho octodecila ativado com 10 mL de etanol e condicionado
com 15 mL de &gua ultrapura. Um volume aproximado de 15 mL de amostra foi
aplicado e o cartucho foi lavado com 25 mL de agua e eluido com 10 mL de

etanol. O eluato foi recuperado em evaporador rotativo a 40 °C.

4.4 Determinacao da atividade antimicrobiana
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Foram realizados ensaios de atividade contra microorganismos em
duas bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), uma bactéria gram negativa
(Klebsiella pneumoniae ATCC 13833) e um fungo (Candida albicans ATCC
14408). As bactérias foram cultivadas em agar de crescimento Mueller-Hinton
durante 24 horas a 37 °C e o fungo em meio de cultura solido Sabouraud por 48
horas a 37 °C.

4.4.1. Avaliacdo qualitativa

Extratos e Oleos essenciais foram testados segundo o método de
KIRBY-BAUER (1996) com inoculos preparados pela suspensdo direta de
colbnias em solucéo salina a 0,9% NaCl, ajustada para o equivalente a um padréo
de 0,5 da escala McFarland (1x108 UFC/mL). Placas de Petri estéreis (90 x 15)
foram preparadas com cerca de 25 mL de 4gar Mueller-Hinton ou Sabouraud e
trés perfuracbes de 6 mm de didmetro foram feitas, correspondendo a aplicacéao
do controle positivo, controle negativo e do tratamento. No caso dos 0leos, trés
discos brancos estéreis (6 mm) foram posicionados sobre a placa. A suspensao do
inoculo foi aplicado na placa de maneira uniforme com o auxilio de swabs
esterilizados.

Os extratos foram testados na concentragdo de 100 mg/ mL
preparado em DMSO 100% e aplicados no volume de 50 pL e 10 pL de dleo puro
nos testes com o6leo essencial. Ciprofloxacina (50 pg/mL) foi utilizada como
controle positivo para as bactérias, anfotericina B (50 pg/mL) para o fungo, e
DMSO 100% como controle negativo. Ap6s periodo apropriado de incubacdo a
37 °C (24h para as bactérias e 48h para o fungo), mediu-se com auxilio de
paquimetro a formacéao de halos de inibi¢éo ao redor dos discos ou das perfuracbes

na placa. Os resultados foram expressos como a média do halo de inibicdo de trés
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réplicas e o desvio padrdo da medida, sendo considerado como ativo contra o

microrganismo amostras com halos de inibigdo maiores que 10 mm.

4.4.2. Avaliacdo quantitativa

4.4.2.1. Determinacao do Clso

As amostras consideradas ativas foram submetidos a avaliacéo
quantitativa da extensao da atividade antimicrobiana utilizando a metodologia de
microdiluicdo (ELOFF, 1998), em triplicata. Para os extratos, foram preparadas
diluicbes a partir de uma solucdo 100 mg/mL em meio de cultura liquido
(Mueller-Hinton para bactérias, Sabouraud para fungo) com 1% (v/v) de DMSO,
e para o0s 6leos, suspensdes em caldo de meio de cultura a partir do material puro.
Diluiu-se de forma seriada (1:2) em eppendorf a solugédo inicial, como é
representado na FIGURA 13.

FIGURA 13: Preparo de amostras por diluicdo seriada (1:2) para determinacao
quantitativa da atividade antimicrobiana.
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Em placa de 96 pocos, 50 pL das solugbes 1-12 foram incubadas a

37 °C com 50 pL de inéculo preparado em solucdo salina 0,9% a 1x108 UFC/mL
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e diluido até 1x10° UFC/mL com meio de cultura liquido, obtendo-se uma
concentracdo final no pogo de 5x10° UFC/mL. Apds incubacgdo por 24 ou 48
horas, 50 puL de solucdo de reagente de viabilidade celular cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC) 0,5 mg/ mL foi adicionado nos pocos e incubados por
mais 3h a 37 °C. Os dados de absorbancia foram adquiridos em espectrofotdmetro
com suporte para placa (625 nm). Apenas meio de cultura foi utilizado como
controle negativo e ciprofloxacina (bactérias) a 50 pug/mL como controle positivo.
Um branco de amostra, composto por 50 pL de amostra e 50 uL de meio de cultura
foi feito para descontar a coloragdo intrinseca do extrato ou oOleo. A faixa de
concentracdo testada para os extratos correspondeu de 50 a 0,024 mg/mL e de

500 a 0,244 pL /mL para os 0leos essenciais como descrito na FIGURA 14.

FIGURA 14: Preparo das placas de inoculagao para teste quantitativo de atividade
antimicrobiana. CC: controle de coloracdo; CM: controle do meio de cultura; CN:
controle negativo; CP: controle positivo; CN: controle negativo; CS: controle de
surfactante (DMSO).
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O valor de concentracdo onde ha inibicdo de 50% da viabilidade dos
microorganismos (Clsp) foi determinado pelo ajuste segundo uma equacgéo

polinomial de grau 2 da concentracdo de amostra pela viabilidade celular (%)
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adquirida segundo dados espectrofotométricos e representado como a média de

trés leituras.

4.4.2.2. Determinacéo da CIM

O valor da CIM, concentracdo minima necessaria para que nao haja
crescimento visivel do microrganismo, foi determinado segundo inspecéo visual
da placa inoculada segundo descrito no item anterior. A conversdo do reagente
TTC (incolor) para sua forma reduzida, 1,3,5 — trifenilformazan (avermelhado)
pela acdo de desidrogenases presentes no metabolismo celular microbiano ativo é
0 indicativo da viabilidade celular do microrganismo avaliado (ELSHIKH et al.,
2016).

FIGURA 15: A: Reacdo de oxidorreducdo do reagente de viabilidade TTC que
ocorre em tecidos vivos devido a acdo de desidrogenases; B: Placa de 96 pocos
inoculada com microorganismo, demonstrando a conversdo do reagente de
incolor (ndo ha viabilidade celular visivel) para rosa/vermelho (onde é possivel
visualizar células viaveis).
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4.4.2.3. Determinacao da CBM
Nesta etapa, 10 pL das solucbes inoculadas segundo ja descrito

foram semeadas em placa de Petri estéreis preparadas com &gar apropriado e
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incubadas a 37 °C por 24 h ou 48 h. O valor de CBM ou CFM, valor de
concentragdo minimo onde nenhum crescimento da bactéria ou fungo é

observavel, foi definido por inspecdo visual das placas (PFALLER et al., 1995).

4.5, Avaliacao do potencial fotoprotetivo in vitro.

O fator de protecdo solar (FPS) foi calculado segundo o método
descrito primeiramente por MANSUR e colaboradores (1986) usando a
espectrofotometria na regido do ultravioleta. O calculo desse valor acompanha a

seguinte relacéo:

Equacéo 1: Equacédo de Mansur para determinacdo de fator de protecdo solar in
vitro.
FPSespectrofotométrico = CF X 2%8 EE O\) X1 O\) X Abs O\)

Sendo o termo EE (I) denominado como espectro de resposta
eritemal, que expressa a sensitividade da pele a radiacéo ultravioleta, I (I) como
espectro de intensidade solar, Abs (1) a absorbancia da amostra e CF o fator de
corregdo convencionalmente de valor 10. Os valores EE X1 sdo constantes,
atribuidos matematicamente por SAYRE e colaboradores (1979) e dados na
TABELA 7.

TABELA 7: Produto EE x I normalizado para o calculo de FPS in vitro.

Comprimento de EE x |
onda (nm) (normalizado)
290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
Para 305 0,3278 os ensaios, 20 mg
310 0,1864
dos extratos foram 315 0,0839 pesados
320 0,0180
quantitativamente Total 1 e solubilizados em

2 mL de solucdo etanol P.A a 80% obtendo-se uma solu¢do 10 mg/mL. Para
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determinar a concentragdo minima efetiva (CME) uma série de dilui¢bes foi
realizada, assim os extratos foram testados na faixa de concentracéo entre 5e 0,1
mg/mL. Os valores de absorcédo das amostras foram obtidos no intervalo entre 290
e 320 nm com intervalos de 5 nm entre as leituras, com etanol 80% como branco.
Solucgdes em metanol P.A das isoflavonas foram testadas separadamente na faixa
de concentracdo entre 100 pg/mL e 0,015 pg/mL. Os 6leos esséncias foram
testados na faixa de entre 10 pg/ mL e 250 pug/mL preparados em etanol.
Benzofenona foi utilizada como controle positivo.

Os dados foram adquiridos em espectrofotobmetro com suporte para
placas de 96 pocos. As diluicbes foram preparadas diretamente nas placas,
segundo representado na FIGURA 16, ajustadas para um volume final de 100 pL
no pocgo. Para manter os valores de absorbancia abaixo de 1, algumas solucdes
foram diluidas e o valor final foi apresentado como o produto do fator de diluicéo
pelo FPS calculado.

Os resultados foram expressos como concentragdo minima efetiva
(CME), para um valor de FPS = 6 e 0 desvio padrdo da medida. Os dados foram
processados utilizando a analise de variancia (ANOVA) e teste de significancia
de Tukey a nivel de confianga de 95% (0=0.05).

FIGURA 16: Valores de concentracdes dos extratos da semente de G. max , dos
padrées de isoflavonas e 6leos essenciais OEGe, OECa e OETa para avaliacdo
do potencial do potencial fotoprotetivo.
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4.6. Determinacéo da atividade antioxidante.
4.6.1. Teor redutor total

O ensaio foi realizado segundo o método adaptado de PIRES et. al.,
(2017a), que utiliza a reacdo de reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau para
determinacdo do conteudo fendlico de uma amostra e relaciona com sua
capacidade antioxidante (FIGURA 17).

Uma curva de calibra¢do foi construida a partir de uma solucéo
padrdo de acido galico a 200 pg/mL em placa de 96 pocgos segundo descrito na
TABELA 8. Apds 20 min de incubacdo em temperatura ambiente e local
protegido de luz direta, as absorbancias foram registradas em espectrofotdometro
com suporte para placas em comprimento de onda de 760 nm. Um ajuste linear
foi plotado relacionando a concentracdo do padrdo com os valores de absorbancia
obtidos em triplicata.



61

TABELA 8: Preparo da curva de calibracdo de acido galico frente ao reagente
Folin-Ciocalteau.

Acido Folin- Etanol Na2COs V.final  Concentragéo no
galico (uL) Ciocalteau 3% (uL) 10% (uL) (uL) poco (ug/mL)
3 20 17 60 100 6
6 20 14 60 100 12
9 20 11 60 100 18
12 20 8 60 100
15 20 5 60 100
18 20 2 60 100

Um volume de 20 pL de solugdes de extratos, o0leos (3 mg/ mL) e
isoflavonas (0,3 mg/mL) em Etanol 80% foram testadas. A concentracao final
das amostras foi ajustada com a adicdo de 20 pL de reagente e 60 puL de Na,COs3
10% obtendo-se 0,6 mg/mL para extratos e 0leos, e 0,06 mg/ mL para os padrdes.
Ap0s periodo de incubacéo, os dados de absorbancia foram obtidas como descrito.
Um branco de amostra, composto apenas por extrato/0leo e ajustado para o
volume final de 100 ul com etanol P.A, foi feito de forma a descontar quaisquer
interferéncias nos resultados devido a presenca de pigmentos nas amostras. Os
resultados foram expressos em mg de equivalente de &cido galico (EAG) por

massa de amostra, como a média de trés leituras e o desvio padrdo da medida.

FIGURA 17: Reacdo de compostos fendlicos (exemplificado pelo acido galico)
com o complexo de molibdato no reagente de Folin-Ciocalteau. A solucéo inicial
de coloragdo amarela é convertida para azul com a reducdo de molibdato®* para

- *
molibdato®”.
COOH coo coo
Na,CO, 2 Mo®* + 2Mo%* + 2H*
Amarelo Azul
HO OH HO OH (o] OH
OH OH o
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4.7.2. Reducéo do radical DPPH

A extensdo da capacidade antioxidante das amostras com maior
conteudo fendlico total foi avaliado segundo a reducéo do radical 2,2-diphenyl-1-
picrilhidrazil (DPPH) de acordo com método adaptado de PIRES e colaboradores
(2017b). O método se baseia na conversdo do radical de coloracéo roxa para sua
forma reduzida amarela. Em uma microplaca de 96 pocos, foram preparadas
diversas diluigdes a partir de solugdes de 3 mg/mL. As amostras foram incubadas

a temperatura ambiente, protegidas da luz direta, com uma solu¢do aquosa
contendo 32 pug/mL de DPPH, conforme detalhado na TABELA 9. Apoés vinte

minutos, a absorbancia foi adquirida em espectrofotobmetro com suporte de
microplacas no comprimento de onda de 517 nm. Um branco de amostra
preparado em etanol na sua respectiva concentracgao foi preparado de forma que
fossem descontados os valores de absorbancia referentes a amostras ricas em
pigmentos.

A atividade antioxidante foi expressa como a média de trés réplicas
do ensaio, onde o valor em porcentagem de atividade antioxidante (%AAO) é
obtido com a relagio expressa na EQUACAO 2.

O célculo da concentracéo efetiva de amostra necessaria para reduzir
50% do radical do meio (CEsp) foi feito pelo ajuste logaritmico da concentracéo

pela porcentagem de atividade antioxidante.

Equacdo 2: Célculo da atividade antioxidante em funcéo da reducéo do radical
DPPH.

Abs — Abs amostra
%AAO — Controle DPPH % 100

Abs Controle DPPH
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TABELA 9: Preparo das amostras para determinacdo da concentragéo de inibicédo
de 50% do radical DPPH.

Concentracédo de amostra

DPPH (L)~ Amostra(uL) ~ EtOH (ub) V. final (ub) ' 000 momi)

20 0 180 200 0,0
20 20 160 200 0,3
20 40 140 200 0,6
20 60 120 200 0,9
20 80 100 200 1,2
20 100 80 200 1,5
20 120 60 200 1,8

4.8. Avaliacao da ciotoxicidade

A determinacéo da atividade citotoxica foi feita em colaboragdo com
o Prof. Dr. Filipe Vieira e da aluna de doutorado Karine Zanotti no Departamento
de Quimica da UFSCar.

As amostras foram avaliadas frente a linhagem celular MRC-5
(fibroblasto ndo-tumoral de pulmé&o) por meio do método colorimétrico utilizando
0 reagente de viabilidade celular brometo de 3-(4,5- dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). Este método consiste na reducdo do MTT, de coloracdo
amarela, em cristais roxos de formazan através da acdo de desidrogenases em
celulas viaveis. (MOSMANN, 1983).

As celulas foram semeadas em placa de 96 pocos, a uma densidade
celular de 1,5x10* células/pogo, em 150 pL de meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle's Medium suplementado com 10% de soro bovino fetal. Apos 24
h de incubacédo sob condic¢des de 5% de CO, a 37 °C, as celulas foram tratadas
com 0,75 pL das solugbes das amostras preparadas em EtOH 80% em

concentracdes diferentes (FIGURA 18). As placas foram incubadas por 48 h.
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FIGURA 18: Preparo das amostras de extrato de G. max e 0leos essenciais em
placa de 96 pocos para determinacdo da atividade citotoxica.

Extratos Oleos Essenciais
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Posteriormente, foram adicionados 50 pL de solugdo MTT (1
mg/mL) em cada poco, e mantidos em incubacéo por 4 h. Apoés este periodo, a
solucdo de cada poco foi cuidadosamente descartada e adicionados 100 pL de
isopropanol para solubilizar os cristais de formazan gerados. A leitura da
absorbancia nos pocos foi obtida em espectrofotdmetro no comprimento de onda

de 540 nm e a viabilidade celular calculada segundo a Equacéo 3.

Equacéo 3: Calculo de viabilidade celular segundo a absorbancia.
o Média da absorbancia do composto
% Viabilidade =

Média da absorbancia do controle x 100

O célculo da concentracéo efetiva de amostra necessaria para reduzir
50% do radical do meio (CEsp) foi feito pelo ajuste linear da concentracdo pela
porcentagem de viabilidade celular utilizando o software GraphPad Prism.

A razdo entre o Clsy e CEsp, denomindado indice de seletividade (1S)
foi utilizado como parametro de citoxicidade para comparacgéo entre os resultados

obtidos frente a microrganismo, segundo descrito em item anterior.
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4.9, Identificacdo dos ativos.

49.1. Isoflavonas de G. max.

A identificacao das isoflavonas nos extratos preparados foi realizada
em duas etapas: ldentificacdo através de espectrometria de massas por
determinacdo da massa exata e padréo de fragmentacdo em UHPLC-ESI-QTOF-
MS e determinacdo do conteudo dos marcadores selecionados por HPLC-
DAD/UV.

4.9.2. Analise em HPLC-ESI-QTOF-MS.

A analises foram executadas em cromatografo a liquido de ultra
eficiéncia equipado com espectrometro de massas Time-of-Flight. Uma coluna de
fase reversa (ACQuity UPLC CSH Fenil-Hexil; 2,1x100 mm, 1,7 um) foi
utilizada para as analises. A fase mdvel consistiu em um gradiente preparado com
0,1% é&cido férmico em agua (A) e em metanol (B). O programa de gradiente
adotado consistiu em 0-1 min a 30% de B, 1-10 min 100% de B, 10-13 min 100%
de B; 13- 15 min 100-30% de B, 15-17 min 30% de B a uma vazao de 0,3 mL/min.
O volume de injecéo foi de 3 pL e temperatura de coluna a 40 °C. O espectro de
massas na faixa de 50-1500 m/z foi obtido por ionizagdo em electrospray no modo
positivo para determinacdo das massas exatas dos analitos. As condicbes do
espectrometro foram otimizadas e as seguintes condi¢des foram adotadas para as
analises: temperatura do géas 220 °C, pressdo gas nebulizador 1,5 bar , e potencial
do capilar e fragmentor a 100 V. As anéalises em UHPLC-QTO/MS foram
realizadas no mesmo instrumento descrito. As anergias de colisdo foram

otimizadas para 30 eV para obten¢do dos ions-produtos caracteristicos.



66

4.9.3. Analise em HPLC-UV/DAD

As andlises foram conduzidas em duas etapas: otimizacdo dos
parametros de analise e identificacdo e quantificacdo dos analitos.

A primeira etapa foi realizada em cromatdgrafo a liquido de alta
eficiéncia (SHIMADZU LC-20 Series) equipado com detector de arranjo de
diodos. Foi realizada uma varredura espectral de 200-400 nm das amostras e de
padroes de isoflavonas para auxiliar na identificacdo dos analitos e determinar o
comprimento de onda ideal para as analises.

As anélises seguiram em cromatografo a liquido de alta eficiéncia
(Agilent 1200 Infinity Series) equipado com lampada de deutério e gerenciado
pelo software Agilent OpenLab. O gradiente de eluicdo otimizado, como descrito
na TABELA 10, foi utilizado para as subsequentes analises, onde os dados foram
adquiridos no comprimento de onda de 256 nm, fluxo de fase movel a 0,8
mL/min, temperatura de coluna a 40 °C e volume de injecdo de 20 pL. A
aquisicdo de dados foi otimizada em coluna de fase reversa octodecila
(PHENOMENEX Luna Phenyl Hexyl 250 x 4.60 mm, 5u) e fase organica de
metanol acidificado a 0,1% com &cido acético, por injecdes consecutivas das
amostras e solugbes padrdo dos analitos. Solugbes padrdes em metanol de seis
isoflavonas (daidzeina, daidzina, gliciteina, glicitina, genisteina e genistina)
foram preparadas e analisadas na forma de uma mistura a 10 pg/mL cada, e
separadamente a 45 pg/mL de forma a otimizar o gradiente de eluicao e identificar
os analitos na matriz de soja.

As amostras foram analisados pela pesagem quantitativa dos extratos
e solubilizacdo em metanol 80% até uma concentracdo de 3 mg/mL em banho
ultrassdnico por 5 min e filtradas em membrana de Nylon com poro de 0,22 pum.
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TABELA 10: Gradiente de eluicdo para andlise em CLUE-DAD/UV das
isoflavonas de G. max.

Tempo (min) MeOH (%)
0,01 40
3 40
7 55
10 60
15,5 67
16 80
20 100
26 100
26,50 40
34 40

O teor de isoflavonas foi determinado segundo o preparo de curvas
analiticas em HPLC-UV a 256 nm. Para isso, uma sequéncia de solucgdes padrdes
de daidzeina, gliciteina e genisteina, em diferentes concentracbes foram
analisadas em triplicata. A curva analitica foi preparada pela dilui¢éo de solucdes-
estoque a 200 pug/mL das isoflavonas em metanol. O teor das isoflavonas nas
amostras foi calculado segundo ajuste linear da curva analitica, utilizando a

equacdo da reta que relaciona area do pico com a concentracao.

TABELA 11: Pontos das curvas analiticas preparadas.
Concentracao (ug/mL)

Ponto Daidzeina Gliciteina Genisteina
1 5 2 1
2 10 5 2
3 15 9 3
4 20 10 5
5 25 15 10
6 30 20 20
7 40 50 50
8 50 80 80
9 80 100 100
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Os resultados foram expressos como a média de trés leituras e o
desvio padrdo da medida. Os limites de deteccéo e quantificacdo foram calculados
segundo a equacéo 4 e 5, respectivamente. Os dados foram processados utilizando
a andlise de variancia (ANOVA) e teste de significancia de Tukey a nivel de
confianca de 95% (0=0.05).

Equacdo 4: Calculo do limite de deteccdo, onde DP= desvio padrdo do coeficiente
linear e ca= coeficente angular.

3
LD = DP x —
ca

Equacdo 5: Calculo do limite deteccdo, onde DP= desvio padréo do coeficiente
linear e ca= coeficente angular.

10
LD = DP X —
ca

4.9.4, Compostos volateis de 6leos essenciais

O perfil quimico dos Gleos essenciais foram obtidos em
cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas em coluna DB-5MS
(30x0,250 mm; 0,25 um). A temperatura de forno foi mantida inicialmente a
40°C, com temperatura de injecdo de 250 °C, fluxo total de 34 mL/min, fluxo de
coluna a ImL/min e velocidade linear de 36, 1 m/s. A temperatura da fonte e
interface foi ajustada para 290 °C com tempo de corte de solvente de 3 minutos.
A programacéo de aquecimento foi realizada segundo apresentado na TABELA
12, totalizando um tempo de andlise de 45 min. O injetor automatico foi
programado no modo de injecdo liquido em split 1:30. As amostras foram
preparadas pela diluicdo de 10 pL de 6leo bruto em 1000 pL de acetona grau
HPLC.

TABELA 12: Programacdo de temperatura para analise dos volateis de 6leos
essenciais por GC-MS.
Taxa (°C/min) Tempertatura (°C) Tempo (min)
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- 40 3
4 150 -
/ 250 10

Os compostos foram anotados segundo perfil de similaridade > 92
com a biblioteca espectral interna NIST. A identidade dos compostos foi
confirmada segundo célculo do indice de retencéo, de acordo com a Equacéo 6,
usando uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos homologos (C7-C40)

preparados e analisados sob as mesmas condigOes descritas.

Equacdo 6: Calculo do indice de retencdo, onde tR*: tempo de retencdo do
composto Xx; tR™: tempo de retencdo do n-alcano que eluiu antes do composto Xx;
tR"*1: tempo de retengdo do n-alcano que eluiu depois do composto x; n:nimero
de carbono do n-alcano que eluiu antes de x; n+1: nimero de atomos de carbono
do n-alcano que eluiu depois de x.

(tR* — tR")
(tR™*+1 — tR")

IR (x) = 100 n + 100

4.10. Nanocarreadores

4.10.1. Preparo das nanocapsulas em suspensao coloidal

Para obtencdo de capsulas em suspensédo coloidal fez-se o uso da
técnica de nanoprecipitacdo do polimero pré-formado (NPPT) para a preparacéo
como descrito por FESSI et al. (1998). Para isso, duas solucbes de polaridade
diferentes foram preparadas. A fase organica A, constituida pelo polimero de
revestimento, um tensoativo de baixo equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL), o
componente ativo (extrato ou 0leo essencial) e um 0leo, foi vertida sobre a fase
aquosa “B”, contendo um tensoativo de alto EHL nas proporcdes indicadas na
TABELA 13 . O processo foi conduzido lentamente, com aquecimento inicial até
40 °C até solubilizacdo total do polimero, sob agitacdo branda, segundo
demonstrado na FIGURA 19 .
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TABELA 13:. Composicdo das fases para preparagdo de nanocépsulas pelo
método de nanoprecipitacao.

Fase Composicao

A (orgéanica)
Polimero Policaprolactona 45000 (250 mg)
Tensoativo baixo EHL Span 80 (195 mg)
Principio ativo Extrato ou Oleo essencial (60 mg)
Oleo Oleodato de isodecila (775 mg)
Solvente Acetona (65 mL)

B (aquosa)

Tensoativo alto EHL Tween 80 (195 mg)
Solvente Agua (135 mL)

FIGURA 19: Fluxograma de preparo de nanocapsulas segundo o método de
nanoprecipitacao.

Polimero
Tensoativo baixe EHL
Principio ativo
Oleo Tensoativo alte EHL
Solvente orginico Solvente aquoso
Fase A Fase B
- Bomba
Agitac3o moderada peristiltica
Agitacdo moderada
k4
# Fase A # FaseA+B
Bomba Agitacio moderada
peristaltica
Evaporagdo do solvernte
Nanoparticulas em
suspensio coloidal

A solugédo resultante foi mantida sob agitacdo por 10 min em
temperatura ambiente. O solvente organico utilizado foi removido por evaporagéo
sob presséo e o volume final da emulsé&o foi ajustado até 50 mL. Duas formulacdes
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foram preparadas, uma contendo o extrato de soja enriquecido com isoflavonas e

0 outro contendo um 6leo essencial.

4.10.2. Preparo das nanocapsulas em pé

Para obtencdo de material contendo dois tipos de principios ativos
selecionados, advindos do extrato de soja e dos 6leos essenciais, as amostras
foram preparados pela mistura de 50 mL de suspensdo coloidal contendo as
nanoparticulas de extrato e 50 mL de suspenséo coloidal contendo 6leo essencial.
As solugbes coloidais preparadas foram secas por método de secagem por
aspersdo utilizando como suporte de secagem, didxido de silica coloidal (Aerosil-
2000®) a 3% (m/v). Um Mini Spray-Dryer (BUCHI B-290) foi empregado no
modo contra-corrente equipado com agulha de fluidos. Uma agulha com orificio
0,7 mm sera utilizada com ar comprimido como gas atomizador. Outros
parametros operacionais incluiram um fluxo de alimentagéo de 7,5 mL/min, fluxo
de ar 530 L/h, pressao de ar comprimido de 0,55 bar, temperatura de entrada do
ar de secagem de 125°C+5°C, temperatura de saida do ar de secagem de
50°C£5°C, diametro do atomizador de 0,7 mm e sistema de aspiracao de 95 % (38
m3.h1).

4.10.3.  Caracterizacdo das nanocapsulas

A avaliacdo dos carreados biopolimeéricos foram conduzidos de duas
formas, pela determinacéo da estabilidade da suspenséo coloidal, e dos principios
ativos dispersos, e avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento e secagem por

Spray Dryer

4.10.3.1. Caracterizagao da suspensao coloidal

O estudo da estabilidade da suspensdo coloidal consideraram o0s

parametros de pH, didmetro de particulas e mobilidade eletroforética. As anélises
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fisico-quimicas foram realizadas imediatamente ap0s a preparacao das suspensoes
coloidais e, em periodos pre-definidos. As suspensGes foram analisadas
separadamente, ou seja, suspensdo contendo extrato de soja (NPPES3) e

suspensao contendo Oleo essencial (NPPOEGe)

4.10.3.1.1. pH

Aferido usando um potencidmetro medido diretamente na suspensao
coloidal em triplicatas ao longo de 15 dias apds o preparo das suspensdes

coloidais.

4.10.3.1.2. Diametro de particula e mobilidade
eletroforética

A analise foi feita por espalhamento dinamico de luz em Zetasizer
Nano Series-ZS. As medidas foram obtidas em triplicata a 25 °C num angulo fixo
de 90° apobs diluicdo 0,1 mL de cada suspensdo coloidal em 10 mL de agua

ultrapura.

4.10.3.1.3.Compostos bioativos totais na suspensao
coloidal.

A guantificacdo dos compostos bioativos nas suspensdes coloidais
de extrato de soja, foram realizadas por HPLC-UV segundo método descrito
anteriormente no item 4.9.3.

As suspensdes coloidais (100 pL) foram tratadas com acetona (900
uL) para dissolucdo das nanoparticulas. Ap6s homogeneizacdo em agitador de
tubos e repouso por 60 min, uma aliquota de 500 pL foi retirada, transferida para
tubo eppendorf de 1,5 mL e centrifugada por 30 mins a 14.000 rpm. Uma aliquota
de 200 pL do sobrenadante foi retirada e seca. O material seco foi ressuspendido
em 200 pL de solvente (MeOH 80%) e analisado por HPLC-UV.
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4.10.3.1.4. Compostos bioativos nanoencapsulados

Para avaliar o teor dos compostos bioativos encapsulados, foi
necessario quantificar o teor dos compostos bioativos livres, no meio de dispersao
aquoso. Por centrifugacdo, foi feita a separacdo do material disperso
(nanoparticulas) e do meio de dispersdo em duas fases heterogéneas. Assim, ap0s
a homogeneizacdo da suspenséo coloidal, transferiu-se uma aliquota de 500 pL
para tubo de centrifuga Spin (Costar®Spin-X®, 2,0 mL) com filtro acetato de
celulose 0,22 um, centrifugando por 40 min a 8.000 rpm. Apds a separacdo das
fases, uma aliquota de 200 L da fase aquosa foi seca e ressuspendida em 200 pL
de solvente (MeOH 80%) e analisado por HPLC-UV (XAVIER-JUNIOR et al.,
2021). A eficiéncia do processo de encapsulamento foi determinado segundo a

Equacao 7.

Equacdo 7 : Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento
incorporado em nanocarreador polimérico.
Concentracdo de ativo incorporado

EE (%) = x 100
(%) Concentracao total do ativo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extracao de isoflavonas de Glycine max.

Juntamente com as isoflavonas, as sementes de soja dispOes de
misturas complexas de fitoquimicos e uma extracao efetiva de interferentes se
mostra indispensavel. Para garantir isso, diferentes solucbes de extracdo foram
empregadas e a determinacdo de um método de extracdo eficiente, com tempos
de extracdo de 24 horas (homogeneizacdo por hélices) e 15 minutos (sonda

ultrassdnica) foram avaliados.

A escolha das solugOes de extracdo foi guiada segundo descrito por
BYRNE e colaboradores (2016), sobre a importancia que solventes tem no
desenvolvimento de processos quimicos mais ‘verdes’. Dois fatores principais
tém sido considerados para a classificacdo de solventes verdes, a seguranca e a
demanda energética. O primeiro fator se refere diretamente ao impacto gerado no
ambiente e na salde humana, e o segundo a demanda energética necessaria para
producdo, manejo e descarte devido do material. Os impactos ambientais séo
relacionados com o0 manejo correto sem que haja impactos relevantes em
ambientes aquaticos ou aéreo. Outro fator associado é os perigos a saude de quem

maneja o solvente e de organismos expostos indiretamente.

Na literatura é frequentemente descrito a utilizacdo de misturas de
solventes organicos com agua como sistemas de extracdo solido-liquido de
isoflavonas em grdos de soja, favorecendo a extracdo dos componentes
glicosilados e do nucleo aglicona (ROSTAGNO et al., 2003). Metanol, acetona e
etanol sdo as fases organicas mais comuns utilizadas para esse fim. Do ponto de
vista ‘verde’, todas as opcOes descritas sdo viaveis, apenas com ressalvas em casos

de intoxicacao aguda pela exposicdo por tempo prolongado (CHEN et al., 2021).
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Apesar da viabilidade, se faz necessario a busca por alternativas mais
eficientes tanto do ponto de vista quimico classico, obtendo-se quantidades
relevantes das substéncias almejadas, quanto considerando-se uma visdo de
sustentabilidade. Na seguinte TABELA 14 ¢ descrito o rendimento bruto das
extracoes realizadas.

TABELA 14: Massas obtidas das extracdes de graos de Glicine max.

Extrato Massa inicial (g) Massafinal () Rendimento (%)
ES1 25,05 4,45 17,8
ES2 25,01 4,72 18,9
ES3 25,05 0,586 2,3
ES4 25,03 1,06 4,25
ES5 25,28 0,968 3,83
ES6 25,04 1,02 4,07
ES7 25,05 1,27 5,07
ES8 25,01 0,565 2,26

E conhecida a influéncia dos fatores de extra¢do no contetido de
substancias extraidas. Alem das condicdes de extracdo, como o tipo de solugéao
extratora, 0 método de extracdo € extremamente relevante (TRAN et al., 2019). A
extracdo assistida por ultrassom destaca-se como um método eficiente ao passo
que promove um periodo de extracdo curto, pouco volume de solvente necessario
e baixo consumo de energia, quando comparado & técnicas mais classicas como a
maceracao e a extracdo em soxhlet. O procedimento se baseia no fenbmeno de
cavitacdo, a formacgdo de microbolhas dentro de um liquido submetido a ondas
mecanicas com frequéncia maior que 20 kHz. As bolhas formadas tendem a
expandir e implodirem continuadamente, aumentando a pressao e temperatura do
sistema. Esse processo facilita o0 rompimento do tecido vegetal e a transferéncia
de massa, aumentando a eficiéncia da extragdo (GOULA, 2013).

Entre os solventes escolhidos, o alcool de cereais, produzido pela

fermentacdo de grdos como milho e trigo, tém sido empregado como extrator de
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isoflavonas em matrizes de soja. BATISTA e colabores (2020) definem como
melhor solvente de extracdo de isoflavonas em residuo industrial de soja uma
solucdo 1:1 de alcool de cereais e &gua, apresentando uma maior atividade
antioxidante (244.89 * 11.20 mg EAG/g) quando comparado a uma amostra
preparada em etanol. De fato, o constituinte principal do alcool de cereais € 0
etanol, diferenciando-se apenas pelo contetdo de dgua incorporado no processo
de producéo.

O alcool isopropilico é utilizado industrialmente como fluido de
refrigeracdo em aeronaves, e de forma doméstica como produto de limpeza de
componentes eletrénicos e superficies. Como solvente, poucos trabalhos
descrevem a utilizacdo de isopropanol. BANVOLGY!I e colaboradores (2020)
utilizam uma mistura binaria i-PrOH:H,0 para extrair o contetdo fendlico de
residuo de uva. UZEL e colaboradores (2018) utiliza uma mistura ternaria de
isopropanol:etanol: 4gua para extrair fendlicos de variedades de azeitonas.

Além dos alcoois, as cetonas tém sido investigadas quanto solucGes
extratoras de componentes fendlicos diversos. Os grupos funcionais carbonilicos
presentes permitem a interacdo com as hidroxilas dos flavondides. AL-FARSI e
LEE (2008) e PAKDAMAN (2021) reportaram a eficiéncia da propanona e
butanona como solventes de extracdo e purificacdo de fenolicos de Phoenix
dactylifera, e Pistacia vera.

Como meio de aumentar o rendimento da extracdo de polifendis, a
utilizacdo de surfactantes no meio de extracdo tém ganhado destaque, sobretudo
surfactantes de natureza anfifilica (SHARMA et al., 2015). Dimetil sulfoxido
(DMSOQO) possui carater polar aprotico que permite a interacdo com espécies
hidrofilicas e hidrofobicas. Devido a essas propriedades é particularmente usado

como veiculo de liberacdo transdermal na area médica.
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Como solvente extrator, trabalhos recentes reportam a utilizagdo de
DMSO co-solvente para a extracdo de metabolitos antioxidantes. KOKKALI et
al. (2020) observa a influéncia do solvente utilizado na extracdo de compostos
polifendlicos em Phaeodactylum tricornutum. Utilizando uma solugdo 50% de
DMSO em agua, o autor relata maior contetdo total de compostos fendlicos
quando comparado a metanol 100% como solvente (8 mg EAG/g / 3,16 mg
EAG/g) .

As amostras ES1 e ES2, preparadas sob agitacdo em hélices, levaram
a um maior rendimento em massa do extrato de soja, de aproximadamente 18%
engquanto as amostras produzidas sob homogeneizacdo em ultrassom tiveram
rendimentos menores que 5%. Essa observacéo é relacionada principalmente ao
tempo de extracéo utilizado nos dois métodos, no entanto, tempos prolongados de
extracdo podem levar a degradacdo gradativa dos compostos, mudando o perfil
quimico e as informacdes obtidas BLICHARSKI e ONISZCZUK, 2017; TRAN
et al. 2019). Neste sentido, os critérios para sele¢cdo da amostra de interesse foi
determinada segundo os testes de atividade, de forma a relacionar com o contetdo

de isoflavonas presente nessas amostras.
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5.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de
extratos de Glycine max e Oleos essenciais.

Como constituintes comuns a microbiota humana, bactérias e fungos
contribuem para o equilibrio fisiolégico humano através de defesa contra
patogenos, auxilio na digestdo e na degradacdo de toxinas. Em certas condi¢bes
essa microbiota pode ser patogénica para o hospedeiro, desencadeando doencgas
diversas (BROOKS et al., 2014). Para os ensaios antimicrobianos, bactérias e
fungos que compdem a microbiota normal da pele, foram selecionados de forma
a avaliar a atividade dos analitos frente a manifestacao patogénica desses.

As bactérias selecionadas, S. aureus, S. epidermidis e K. pneumoniae
desempenham papel importante na manifestacdo de doencas em humanos, desde
uma infeccdo simples, como espinhas e furinculos, até as mais graves, como
pneumonia, endocardite e septicemia (SANTOS et al., 2007). A bactéria S. aureus
estd associado a uma ampla variedade de infeccGes invasivas e toxicogénicas e S.
epidermidis € frequentemente associado a infecgdes oportunistas. As toxinas
excretadas por bactérias do género Staphylococcus séo responsaveis pela necrose
epidérmica toxica. A bactéria gram negativa K. pneumoniae possui alta resisténcia
a antibidticos e causa doencas no trato digestivo e respiratorio. Sua morfologia
encapsulada é o principal fator de viruléncia e € particularmente resistente aos
mecanismos de defesa do organismo humano, o que a torna letal.

A levedura C. albicans, é responsavel por manifestacfes clinicas
apenas quando ha desequilibrio nos mecanismos de defesa do hospedeiro humano
ou da microbiota, se manifestando em regides da pele por todo o corpo. Infecgdes
de pele e tecidos moles sdo comuns devido a esse patdgeno, podendo atingir desde
regides superficiais até tecidos mais profundos (PEIXOTO et al, 2014).

Além das manifestacbes cutaneas, 0s microrganismos patogénicos

citados estdo intrinsicamente relacionados a contaminacdo de materiais
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cosméticos. Para a conservacao adequada de formulacdes é necessario a utilizacdo

de sistemas conservantes, garantido a seguranca e qualidade do produto.
5.2.1. Triagem qualitativa.

5.2.1.1. Extratos de G. max

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos de semente de
soja sdo mostrados na TABELA 15. Foi observado que entre os extratos testados
ndo houve inibicdo significativa (halo < 10 mm) dos microrganismos avaliados.
Somente as amostras de extratos de soja ES2, ES3 e ES8 foram testados,
esperando-se que o maior conteddo de isoflavonas estivesse presente nessas
amostras. Assim, como ndo foi observado atividade relevante, os outros extratos
ndo foram submetidos aos ensaios. Foi possivel verificar que entre os extratos
testados ndo ha a influéncia direta do processo de extracdo, nessa atividade
observada.

A auséncia da atividade pode ainda ser relacionada as condicdes
adotadas para o ensaio. HONG e colaboradores (2006) identificaram a atividade
frente a S. aureus de genisteina em concentragdes menores que 2x108 unidades
Formadoras de Colbnia, valor muito inferior ao usado nos testes qualitativos
(2x108 UFC).

Apesar da auséncia de atividade observada, na literatura alguns
trabalhos descrevem a atividade inibidora microbiana da soja. CHALESHTORI e
colaboradores (2017) descreve a atividade de duas variedades de soja, contra
cepas de bactérias. O extrato metanolicos apresentaram atividade ideal a 100
mg/mL contra cepas como L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus (ATCC 6538)
e K. pneumonia (43816) no ensaio de difusdo em &gar. O alto conteudo de

isoflavonas é atribuido por LALOUCKOVA et al. (2021) como responsavel a



80

atividade antimicrobiana do extrato de soja fermentado contra cepas suscetiveis e
resistentes de S. aureus. A genisteina encontrada na soja é um inibidor enzimatico
da topoisomerase 1V, responsavel pela replicacdo de DNA nos microrganismos.
Foi observado também a atividade da daidzeina contra E. coli via interacdo com
a membrana celular da bactéria (WU et al., 2013). Além disso, a genisteina e a
daidzeina sdo descritos como ativos potencializadores da acdo de antibioticos
contra S. aureus (MOREL et al,2003).

TABELA 15: Avaliacédo da atividade antimicrobiana de extratos de G. max.

Halo de inibi¢do (mm)

Microrganismo - Amostra CN CPxDP  Tratamento £ DP
ES2 6,00 24,0 £ 0,870 6,00 £+ 0,00
S. aureus ES3 6,00 21,7 £ 0,290 6,00 + 0,00
ESS8 6,00 24,1 + 0,290 6,00 + 0,00
ES2 6,00 29,0 + 2,65 6,00 + 0,00
S. epidermidis ES3 6,00 28,6 +1,61 6,00 + 0,00
ES8 6,00 28,2 +1,89 6,00 + 0,00
ES2 6,00 27,2 £ 2,47 6,00 + 0,00
K. pneumoniae ES3 6,00 26,2 +£ 0,760 6,00 £ 0,00
ESS8 6,00 25,2 0,760 6,00 + 0,00
ES2 6,00 21,16 £ 2,75 6,00 + 0,00
C. albicans ES3 6,00 18,66 +1,44 6,00 + 0,00
ESS8 6,00 18,5+ 0,50 6,00 + 0,00

Diferentes trabalhos relatam a estereoespecificidade estrutural das
isoflavonas relacionadas com sua atividade antimicrobiana. O efeito bioldgico
dessas substancias é atribuido a presenca dos grupos hidroxil fendlicos livres que
possuem afinidade com proteinas e agem como inibidores de enzimas
microbianas. HATANO e colaboradores (2000) descreveram que a auséncia de
grupos hidroxil afetam diretamente a atividade de isoflavonas em leguminosas
(Fabaceae) contra cepas de S. aureus. A reducdo desses grupos, formando um

aldeido, extingue a atividade. A presenca desses grupos sdo relacionados ao dano
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gerado nos tecidos celulares por efeitos de oxidacdo. Modificagdes estruturais no
anel isoflavona que aumente sua lipofilicidade, como a presenca de grupos prenil
e geranil, aumenta a interagdo com a membrana celular dos microrganismos
(KALLI-ANGEL, 2021).

A presenca de um glicosideo também parece ditar a extensdo da
atividade antimicrobiana em isoflavonas. Quando comparado a genistina, um
glicosideo, a daidzeina é mais ativa frente a E. coli. 1sso é observado através de
efeito de interacdo com a membrana da bactéria. Novamente, a lipofilicidade da
molécula € determinante para a atividade, ja que o glicosideo tendera a ser mais
hidrofilico em comparacédo a aglicona. Isso vai de acordo com o observado ao
longo de extensos estudos sobre as isoflavonas majoritarias da soja. As agliconas
tendem a ser mais biologicamente ativas do que os glicosideos neste caso
(SHAMSUDIN et al., 2022).

N3&o so descritas atividades relevantes contra o fungo C. albicans. E
reportado que isoflavonas preniladas, encontradas em outras espécies das
leguminosas apresentam capacidade de inibicdo do crescimento de cepas clinicas
de C. albicans a concentracdes relevantes entre 6 e 26 uM, mostrando que a
modificacdo estrutural do esqueleto favorece sua atividade também no fungo
filamentoso. Aqui, os extratos ndo mostraram atividade contra o fungo,
corroborando com CUI e colaboradores (2016) que descrevem a auséncia de
efeito de inibicdo do fungo tratadas com genisteina. Nesse caso, ndo ha inibicao
do microrganismo, mas ¢é apontada uma regulacdo dos fatores de viruléncia do
fungo, gerando uma maior resposta imune do hospedeiro. Ou seja, sendo um
potencial de uso terapéutico e preventivo de infeccdes devido a esse patdgeno.

Assim, segundo os resultados obtidos para esse ensaio, nessas
condi¢cbes os componentes dos extratos de soja testados ndo apresentaram

atividade antimicrobiana frente as cepas utilizadas.
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5.2.1.2. Oleos Essenciais.

O resultado do teste de triagem antimicrobiana realizada para os trés
6leos essenciais sdo apresentados na TABELA 16. Foi observado halos de
inibicdo ndo relevantes do o6leo de cedro atlas frente a S. aureus, K. pneumoniae
e C. albicans. O 6leo de tangerina apenas ndo foi ativo frente a S. aureus com um
halo de 6 mm. Foi observado que o 6leo de geréanio foi ativo contra todos 0s
microrganismos testados, destacando-se contra o fungo, onde apresentou halo
maior do que aquele formado pelo controle positivo de anfotericina b (FIGURA
20, C).

TABELA 16: Avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos de Oleos
essenciais comerciais. OEGe: Oleo essencial de geranio; OECa: Oleo essencial
de cedro atlas; OETa: Oleo essencial de tangerina.

Halo de inibi¢do (mm)

Microrganismo Amostra

C C"+DP TxDP
OEGe 6,00 12,67+126 11,7+1,15
S. aureus OECa 6,00 125+£050 7,33+2,31
OETa 6,00 12,64 + 1,26 6,00+ 0
OEGe 6,00 20,67 +£3,89 11,7+5,01
S. epidermidis OECa 6,00 21,75+3,89 10,5+0,00
OETa 6,00 19+3,12 11,3+1,53
OEGe 6,00 25,7+3,06 10,7+1,04
K. pneumoniae OECa 6,00 240+£1,73 9,67 £3,75
OETa 6,00 22,3+0,76 10,7 +0,29
OEGe 6,00 8,5%2,57 30,8 £ 2,57
C. albicans OECa 6,00 9,5+ 1,50 9,50 £ 0,87
OETa 6,00 10,3+0,58 13,0+0,50

As bacterias sdo agrupadas segundo os constituintes do invélucro
celular. Bactérias gram positivas, possuem uma parede grossa composta por

camadas de 30-100 nm de pepitidioglicanos entrelacados, formando um polimero
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anionico, o acido teicoico. As bactérias gram negativas também apresentam essa
camada de peptidoglicanos, no entanto em propor¢do muito menor que 0S
analogos positivos, com apenas poucos nanémetros de espessura. Além disso,
bactérias gram negativas dispdem de mais uma barreira de protecdo, uma camada
externa composta principalmente de lipopolissacarideos (SILHAVY et al.,2010).
Essas caracteristicas tornam as bactérias gram negativas menos suscetiveis a acao
de agentes antimicrobianos.

Os 0Oleos essenciais exibem grande potencial antimicrobiano contra
uma grande variedade de microrganismos. Essa atividade € geralmente atribuida
a capacidade dos componentes dos 60leos de romper a parede celular e membrana
citoplasmatica das bactérias, levando a sua eventual morte (LOPEZ-ROMERO et
al., 2015).

Desordens na pele é uma das mais comuns formas de infec¢éo, sendo
considerada uma das principais razbes pelo qual pacientes procuram por
atendimento médico. CondicGes dermatoldgicas podem particularmente serem
agravadas por infecgdes de microrganismos como S. aureus e S. epidermidis.
Nesse sentido, o uso de o6leos essenciais tém sido prevalente na area de
dermatologia, como principais fontes naturais para tratamento de infeccdes
diversas (CRUZ et al., 2019).

Em recente trabalho, SANTOS et al. (2024), descreve a atividade
contra S. aureus (ATCC 25923) do 0leo de geranio extraido das folhas de P.
graveolens, com halo de inibicdo de 17 mm e MIC = 2,95 mg/mL. Para o 6leo de
cedro atlas, KACANIOVA et al. (2022) determina um halo de 15,2 mm e MIC =
12 pL/mL para a bactéria S. aureus (CCM 8223), sendo considerada uma
atividade moderada e uma atividade fraca contra C. albicans. O 6leo extraido de
C. reticulata reportado por DENKOVA-KOSTOVA (2021) relataram atividades
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inibitdrias frente a S. aureus com halo de inibicdo de 20 mm e MIC = 0,006

mg/mL e C. albicans com halo de 13 mm e MIC = 60.

No que concerne a literatura disponivel, componentes majoritarios
em Oleos essenciais diversos sdo extensamente estudados como os agentes
responsaveis pela acdo antimicrobiana observada. o0 modo de acdo antibacteriano
do citronelol, carveol e seus isémeros, citronelal e carvona. Foi visto que o
citronelol sobretudo foi 0 componente mais ativo frente a S. aureus, atuando na

superficie celular da bactéria e causando a quebra da membrana celular.

FIGURA 20: Resultados da avaliacdo de atividade antimicrobiana qualitativa
demonstrando os halos de inibicdo ao redor da aplicacio de amostra. A: Oleo
essencial de geranio ativo contra S. aureus; B: Oleo essencial de geranio ativo
contra S. epidermidis; C: Oleo essencial de geranio ativo contra C. albicans; D:
Extrato 2 (ES2) inativo contra S. epidermidis.

5.3. Concentrac0es inibitdrias e bactericidas.

Para as amostras consideradas ativas foram calculados os valores de
concentracdo inibitorias e bactericidas frente aos patdgenos S. aureus e S.
epidermidis. O célculo foi realizado a partir de viabilidade celular em cada poco
da placa, quando comparado ao controle positivo de ciprofluoxacina e negativo.
Os valores de viabilidade nos pocos contendo surfactante foram calculados

obtendo-se valores que ndo pudessem atrapalhar a analise dos resultados.
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A FIGURA 21 representa as curvas utilizadas para o célculo de
inibicdo a 50% de cada amostra de 6leo. As curvas representam uma funcéo
exponencial decrescente onde a partir de uma determinada concentracdo de
amostra observa-se uma viabilidade nula do microrganismo naquele meio. A
partir desse ponto ndo ha valores de viabilidade consideraveis. A FIGURA 22
indica onde ndo hé inibicdo efetiva do crescimento do microrganismo que esta

ativo para reduzir o reagente TTC levando ao produto de cor rosa.

FIGURA 21: Curvas de viabilidade celular de microrganismos frente a oleos
essenciais evidenciando os valores de Clsp onde a viabilidade celular é de 50%.
OEGe: Oleo essencial de geranio; OECa: Oleo essencial de cedro atlas; OETa:
Oleo essencial de tangerina.
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Para os 0Oleos testados, valores de CIM menores que 2 mg/mL sdo
considerados relevantes. Todas as amostras testadas apresentaram valores

equivalentes entre 13,2 e 111 mg/mL de CIM, segundo exposto na TABELA 17.

TABELA 17: Avaliagdo da atividade antimicrobiana quantitativa de 6leos
essenciais comerciais. OEGe: Oleo essencial de geranio; OECa: Oleo essencial
de cedro atlas; OETa: Oleo essencial de tangerina.

Clso CBM CIM CIM

Amostra Microrganismo (puL/mL) (uL/mL) (uL/mL) (mg/mL)
OEGe S.aureus 54,7 125 125 111
OEGe S. epidermidis 5,63 62,5 15,6 13,9
OECa S. epidermidis 47,5 62,5 62,5 58,2
OETa S. epidermidis 11,7 62,5 15,6 13,2

Em trabalho anterior, ORCHARD et al. (2016) relata a atividade
antimicrobiana de 59 Oleos essenciais frente a patogenos de relevancia
dermatoldgica. E relatado valores de CIM 2, 2 e 1 mg/mL contra S. epidermidis,
S. aureus e C. albicans respectivamente para o 0leo essencial comercial de cedro
atlas. Valores de 4, 2 e 2 mg/mL (equivalentes a unidade pL/mL) séo descritos
para amostras de 6leo de tangerinae 1,25, 1 e 1 mg/mL para o 6leo de geranio,

frente esses patdgenos.

FIGURA 22: Teste antimicrobiano quantitativo demonstrando as concentracoes
de inibicdo minima. Al e A2: 6leo essencial de gerénio frente a S. aureus e S.
epidermidis; B: 6leo essencial de cedro atlas frente a S. epidermidis; C: oleo
essencial de tangerina frente a S. epidermidis . A mudanca de coloragcdo nos pocos
evidencia a viabilidade do microrganismo.
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54. Avaliacdo da atividade fotoprotetiva de extratos de
Glycine max e 6leos essenciais

A radiacdo solar desempenha um importante papel no
desenvolvimento de vida na Terra. Na satide humana contribui para a producéo
de vitamina D, reducéo da pressdo sanguinea e bem estar mental. No entanto, é
crescente a preocupacao relacionada aos danos na pele em funcéo da exposicéo
prolongada aos raios solares (JUZENIENE et al.,, 2011). O espectro que
compreende a radiacdo solar que atinge a terra € composto majoritariamente por
ondas de infravermelho (> 800 nm), visivel (400- 800 nm) e ultravioleta (100-400
nm), que por sua vez € composta por 95% de radiacdo UVA (320-400 nm) e UVB
(280-320 nm) (DIFFEY, 2002).

A radiacdo UVB é a principal responsavel por causar danos a saude
humana, penetrando nas camadas mais profundas da pele e desencadeando efeitos
biologicos diretos e indiretos (GRUIJL, 2000). Os efeitos da exposi¢do por longos
periodos se ddo imediatamente na forma de queimaduras, fotodermatose e
eritemas. Os efeitos prolongados incluem lesbes que podem evoluir para cancer
de pele, além do envelhecimento precoce da pele devido a interrupcdo da sintese
de colageno e o estresse oxidativo provocado. MERIN et al. (2022) descreve
efeitos secundarios em razdo a exposicdo cronica a radiacdo solar na forma de
alergias fotoinduzidas e efeitos imunossupressores.

A fotoprotecdo € indispensavel para reduzir e evitar esses efeitos. A
fotoprotecdo inclui o uso de roupas, cosmeticos, 6culos de sol e protetor solar
(KULLAVANIJAYA et al, 2005). Fotoprotecdo inclui fatores primarios e
secundarios de preservacdo. O protetor solar € o fator primario, seja na forma de

barreiras que refletem a radiacdo incidente ou que a absorvem no lugar das células.
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O fator secundario inclui antioxidantes , que auxiliam na diminuicdo do dano da
pele devido a cascata de eventos celulares causado pela exposicdo a radiacao.

Fotoprotetores sdo classificados segundo a natureza do ativo
envolvido, sendo eles inorganicos ou organicos. Geralmente fotoprotetores
organicos agem pela absorcdo da radiacdo e os inorganicos pela reflexdo (FLOR
et al., 2007). Os filtros inorganicos sdo compostos por 6xidos metalicos, cujo
fendmeno de espalhamento e reflexdo da radiagdo dependem diretamente do
tamanho de particula dos Oxidos. Os filtros organicos sdo compostos por
moléculas capazes de absorver a radiacdo ultravioleta segundo a presenca de
grupos cromaforos.

O fendmeno de absorcdo envolve a excitacdo energetica de elétrons
no orbital HOMO (orbital molecular de maior energia) para o orbital LUMO
(orbital molecular de menor energia). O restabelecimento do estado original libera
energia em comprimentos de onda maiores que ndo representam perigo a saude
humana (FIGURA 23). As transicdes energéticas que compreendem a absorcao
do espectro UVA e UVB sdo aquelas possibilitadas por anéis aromaticos, grupos

carbonilicos e conjugados com elétrons ndo ligantes e ligacoes .

FIGURA 23: Mecanismo de acdo de filtros solares inorgéanicos e organicos
(IMMAMOVIC et al., 2022).
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Os principais representantes da classe de fotoprotetores organicos
comerciais sdo as benzofenonas sintéticas e os derivados do acido amino-
benz6ico. Os aminobenzoatos sdo os bloqueadores UVB mais potentes
disponiveis comercialmente, e os derivados da benzofenona como a oxibenzona
(3-oxidobenzofenona) é um filtro de amplo espectro UVB. A presenca de
substituintes do anel aromatico doadores de densidade eletrénica nas posicoes
orto e para, geram um deslocamento da regido de absorcdo para maiores
comprimentos de onda que uma transi¢do n-7* comum, aumentando seu potencial
de absorcéo na regidao do UVB (FIGURA 24).

FIGURA 24: Delocalizacao eletronica que fornece estabilidade ao estado excitado
dos filtros UVA/UVB acido 4- aminobenzaico e benzofenona-3.
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Tem cada vez mais sido discutido os efeitos na saude humana e
ambiental dessas substéncias. Fotoalergias e dermatites de contato sao associadas
a esses tipos de filtros, assim como ndo ha uma unanimidade na comunidade
cientifica sobre a seguranca e os riscos carcinogénicos e hormonais (HEURUNG
et al., 2014)). Além disso, recentemente a atencdo tem se voltado para 0s perigos
que substancias fotoprotetivas fornecem ao ambiente aquatico. A tendencia de
acumulacdo em sistemas biologicos e reatividade frente a espécies cloradas geram
um debate sobre a seguranca do uso de fotoprotetores baseados em benzofenonas
Como resultado alguns 6rgaos de regulamentacéo tém limitado ou proibido o uso
de fotoprotetores contendo esses ingredientes. Atualmente a ANVISA permite o
uso de até 10% de benzofenonas e aminobenzoatos em formulacgdes de protetores

solares.
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E de grande importancia a pesquisa e desenvolvimento de novos
fotoprotetores. Com o surgimento do interesse em produtos de origem natural, a
procura de moléculas extraidas de matrizes vegetais para substituir as sintéticas e
inorganicas existentes no mercado tem ganhado atencdo (SERAFINI et al., 2015).
A grande variabilidade estrutural encontrada nesses materiais garante uma gama
extensa de fotoprotecdo. Entre substéncias de origem vegetal, sdo de interesse
aquelas que além de promover a absorcdo da radiacédo solar, tenham capacidade
de neutralizar radicais livres presentes na epiderme logo apés a exposicao ao sol
(GUARATINI et al., 2009).

5.3.1. Extratos de G. max
A resolucdo da ANVISA RDC N° 629 de 2022 define um valor

minimo de fator de protecdo solar igual a seis para definir um fotoprotetor. Para
avaliar o potencial fotoprotetivo , 0s extratos de soja e padrdes comerciais de
isoflavonas foram testados e comparados com o controle positivo de benzofenona.
Os valores de concentracdo minima efetiva calculados sdo apresentados na
TABELA 18 e TABELA 19. Foi possivel verificar faixas de atividade
fotoprotetiva entre 59 e 215 pg/mL para os padrbées. Quando comparado com o
controle positivo, os padrdes de daidzeina e genisteina apresentaram melhor

atividade fotoprotetiva.

TABELA 18: Valores de concentracdo minima efetiva (CME) para atividade
fotoprotetiva in vitro de padrdes comerciais de isoflavonas de soja. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica a 95% de certeza. Valores de
efetividades calculados para um fator de protecéo solar = 6 , segundo a resolucéo
RDC N° 629 de 2022.

Amostra CME + DP* Amostra CME + DP*
(mg/mL) (mg/mL)
Benzofenona (CP) 0,0943 £ 0,032 Glicitina 0,215 + 1,85¢

Daidzeina 0,0595 + 1,34 Genisteina 0,0702 + 0,249
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Daidzina 0,152 + 0,973¢ Genistina 0,212 +1,19¢
Gliciteina 0,247 +2,79¢

A estrutura quimica das isoflavonas permite transicoes eletrénicas na
faixa que compreende a radiacdo UVA e UVB sendo assim um alvo de interesse
no desenvolvimento de fotoprotetores organicos. Entre os resultados obtidos a
daidzeina e a genisteina se destacaram entre os padrdes testados. A presenca de
grupos doadores de densidade eletronica para o anel garantem a estabilidade do
sistema em seu estado de excitacdo eletronica (FIGURA 25). E possivel verificar
ainda que, segundo os dados de absorbancia, daidzeina e genisteina absorvem com
mais intensidade na regido entre 300-310 nm, desempenhando uma fotoprotegéo

mais acentuada na regido do UVB.

FIGURA 25: Estruturas de ressonancia possiveis para a genisteina, permitindo
sua estabilizacdo no estado de excitacdo eletronica.

O valor de FPS é utilizado para medir o quanto de radiacdo solar €
necessario para provocar queimaduras na pele. Uma pessoa de pele clara que pode
ficar exposta ao sol por 20 min sem protetor solar, até que haja a formacéo de
eritema, passa a poder ficar um periodo 15 vezes maior ao sol com o uso de um
protetor com FPS=15. Obviamente esses parametros levam em consideracéo
condi¢cbes climaticas, tipo de pele e aplicacdo correta do protetor (FLOR e
DAVOLOS, 2006).
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Segundo o observado, € possivel apontar que um extrato de soja rico em
Daidzeina e Genisteina terd a tendéncia em apresentar uma melhor atividade
fotoprotetiva. Para verificar qual dos extratos preparados desempenha melhor
atividade fotoprotetiva comparou-se os resultados de CME para as oito amostras
preparadas (FIGURA 26). As amostras ES3, ES4 e ES8 se destacaram entre as
outras com valores de CME abaixo de 1 mg/mL. Nenhuma das amostras
desempenhou melhor atividade que o controle de benzofenona, mas como uma
mistura de varias substancias os extratos apresentam grande potencial como
agentes fotoprotetores.

TABELA 19: Valores de concentracdo minima efetiva para atividade
fotoprotetiva in vitro de extratos de soja. Letras diferentes representam uma
diferenca estatistica a 95% (a = 0,05) de certeza. Valores de efetividades

calculados para um fator de protecéo solar = 6 , segundo a resolugdo RDC N° 629
de 2022.

Amostra CME = DP* Amostra CME * DP*
(mg/mL) (mg/mL)
Controle positivo  0,094,3 £ 0,03 ES5 3,78 +0,012¢
ES1 2,50 £ 0,109? ES6 2,79 +£0,058°
ES2 2,74 +£0,025P ES7 3,85 +0,140¢
ES3 0,482 +0,018° ES8 2,02 £0,086 ©
ES4 0,524 +0,011°

FIGURA 26: Comparacao entre os valores de FPS medidos in vitro para padrdes
comerciais de isoflavonas e extratos de G. max preparados em diferentes
solventes.
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Os resultados obtidos corroboram com o descrito por CHIANG et al.
(2007) que demonstrou a inibicdo da morte induzida por UVB em queratinécitos
pelo extrato e pelo isolado enriquecido com as agliconas. As isoflavonas séo ainda
descritas como substancias capazes de evitar o processo de formacdo de
carcinomas induzidos por radiacéo ultravioleta (MOORE et al., 2006), formando

seu potencial terapéutico e preventivo como agente de fotoprotecéo.

5.3.2. Oleos essenciais

Os resultados obtidos para os 6leos essenciais sdo apresentados na
TABELA 20, com valores de CME entre 11 e 8 pg/mL. Comparando com o
controle positivo de benzofenona (FIGURA 27), os 6leos performaram mais de
dez vezes melhor que o 0Oleo essencial de cedro, com menor valor de CME entre
0s 6leos. Entre as amostras o0 0leo de cedro se destaca com uma concentracéo
minima FPS = 6 de 6,60 pg/mL.

Além de agentes aromatizantes, a diversa composicdo dos 0leos
essenciais 0s torna matérias primas valiosas para diferentes fins no segmento dos
cosméticos. Como agentes fotoprotetivos, KAUR e colaboradores (2010) avalia a
capacidade de absorver radiacdo UV de diversos 0leos de origem vegetal usados
na industria cosmética. Valores de FPS acima de 6 foram obtidos para solucdes a
0,1% (v/v) de coco e azeite de oliva, conhecidos por integrarem as formulacdes
como veiculos e emulsionantes. Entre os 6leos arométicos, VELLA et al. (2021)
descreve o potencial 6leo essencial de bergamota (Citrus bergamia) com FPS =
9,7. E reportado um valor de 3,75 (0,1% v/v) para o 6leo de tangerina, diferente
do que foi obtido neste trabalho. LOHANI et al. (2017) reporta um valor 6,45
(0,1 % m/v) para o FPS do oleo de gerédnio, o que corrobora as baixas

concentragdes de eficiéncia apresentados. Poucos trabalhos relatam a atividade
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fotoprotetiva do 6leo de cedro atlas, evidenciando o 6leo como um agente de

importancia como agente fotoprotetivo.

TABELA 20: Valores de concentracdo minima efetiva para atividade
fotoprotetiva in vitro de Oleos essenciais comerciais. Letras diferentes
representam uma diferenca estatistica a 95% de certeza. Valores de efetividades
calculados para um fator de protecéo solar = 6 , segundo a resolu¢cdo RDC N° 629
de 2022.

Amostra CMExDP* (ug/mL) CMExDP* (uL/mL)
Controle positivo 94,3 £ 0,030? -
OEGe 11,0 + 0,330° 9,82 +0,330°
OECa 6,60 + 0,015° 6,14 £ 0,015°¢
OETa 8,20 + 0,72 6,95 + 0,720

FIGURA 27: Comparacéo entre os valores de FPS medidos in vitro para os 0leos
essenciais OEGe: Geranio; OECa: Cedro atlas; OETa: Tangerina.
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Considerando que o desenvolvimento de uma formulacéo
fotoprotetora ndo s6 envolve alta absor¢cdo UV mas também a garantia de
seguranca e efetividade dos ingredientes adicionais como emolientes e
emulsionantes, a investigacdo de potenciais principios ativos se faz necessario
para nortear a pesquisa de novas matérias primas, assim como determinar a
viabilidade.

Segundo os resultados obtidos para a avaliacdo do FPS solar para os

extratos de soja e para os 6leos essenciais de origem comercial, foi possivel
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determinar que ha uma relacédo direta entre 0 método de extragcdo na atividade
fotoprotetiva do extrato de soja e que 0s 6leos avaliados sdo eficientes em garantir
uma fotoprotecdo minima em concentracdes muito baixas.

Extraindo-se os metabolitos de soja com uma solugdo de etanol
(ES3) ou alcool de cereais fortificado com DMSO (ES4) e acetato de etila (ES8)
sob agitacdo em sonda ultrassénica foi possivel obter resultados comparaveis ao
principal ativo disponivel no mercado para fotoprotetores, a classe das
benzofenonas.

Embora o objetivo inicial desse trabalho incluisse associar uma
substéncia antibacteriana a outra com capacidade fotoprotetiva, os 0leos
essenciais se mostram eficientes como agentes com potencial contra exposi¢do
solar prolongada. No entanto, ainda sdo necessarios extensos estudos para
considerar um 6leo essencial ou o extrato de soja para fotoprotecdo primaria e a
melhor forma de incorpord-los em produtos de protecdo solar criando a
oportunidade de avancgar no desenvolvimento de novos itens do segmento de

cosméticos.
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54.  Atividade antioxidante de extratos de Glycine max e
Oleos essenciais

Segundo a capacidade de provocar a formacdo de espécies
radicalares altamente reativas, agentes antioxidantes sdo considerados um fator
secundario da protecdo contra os efeitos a exposicédo de radiacdo ultravioleta. As
especies reativas de oxigénio representam os radicais livres majoritarios em
sistemas bioldgicos, isso inclui espécies como o radical hidroxila (OH), o &nion
superoxido (O,) e peroxidos. Essas espécies tendem a reagir com moléculas do
meio como forma de atingir estabilidade. A presenca dessas espécies € comum a
todos os sistemas bioldgicos, o problema esta em seu acumulo a partir de fontes
exdgenas. E possivel registrar o aumento consideravel de OH logo ap6s um
periodo de exposicdo de 15 minutos a luz ultravioleta. As reacdes fotocatalisadas
que formam essas espécies ocorrem principalmente na faixa do UVA (CHEN et
al., 2012).

A exposicdo excessiva a radiacdo ultravioleta é relacionada ao
surgimento de doencas pulmonares, cardiovasculares, neuroldgicas e
carcinogénicas. O resultado do acumulo dessas espécies leva ao estresse
oxidativo, capaz de degradar as bases nitrogenadas do DNA, lipideos e proteinas
de membranas gerando mutacgdes génicas diversas. Na pele, o fotoenvelhecimento
é o principal efeito. Apds exposicdo a radiacdo solar, espécies radicalares
desencadeiam mecanismos pro-inflamatérios que levam a degradacdo de
colageno e diminuem sua producdo. Esse efeito é diretamente associado a perda
de elasticidade da pele e sua desidratagéo.

Quando associado a um fotoprotetor quimico, um antioxidante
prolonga o processo de protecédo contra radiagdo solar. Muitos protetores solares

comerciais incluem antioxidantes como a vitamina C e polifenois derivados do
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ché verde. Dessa forma, um material que possa fornecer tanto protecdo imediata

quanto prolongada é desejavel.

54.1. Extratos de G. max.

Os resultados obtidos para o teor de redutor total nas amostras de
extrato de soja sdo apresentados na TABELA 21. O método colorimétrico adotado
€ um método simples que se baseia na interacdo de substancias redutoras com o
reagente de molibdato de Folin-Ciocalteu. Substancias redutoras atuam como
antioxidantes capazes de sofrer oxidacdo, neutralizando uma espécie radicar
reativa. Antioxidantes diversos compdem as classes de metabdlitos naturais,
sobretudo os polifendis.

Em meio alcalino, os polifenois perdem um préton formando o anion
fenolato. Esse anion por sua vez é capaz de reduzir o reagente formando oxido de
tungsténio e dxido de molibdénio. O teste é frequentemente usado para determinar
o0 conteudo fenolico de uma amostra, no entanto ndo € um ensaio seletivo apenas
para flavonoides e acidos fendlicos, apresentando resultado positivo frente a
qualquer espécie redutora (PIRES et al., 2017). Dessa forma, o ensaio com
reagente de Folin-Ciocalteu foi utilizado para determinar o potencial antioxidante
preliminar das amostras testadas.

As amostras ES3, ES4, ES5 e ES8 apresentaram maior contetdo de
agentes redutores (6-9 mg EAG/100 g) na concentracdo de 0,6 mg/mL. Foi
observado a influéncia da solucdo extratora na atividade antioxidante das
amostras. Assim como discutido anteriormente, a utilizacao do surfactante DMSO
(ES3 e ES4) extrai uma quantidade consideravel de agentes redutores. Além
disso, as solugbes extratoras ndo-convencionais de isopropanol:dgua (ES5) e
acetato de etila (ES8) sdo eficientes para esse proposito. Os padrdes de

isoflavonas foram também avaliados quanto a capacidade de reduzir o reagente
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de molibdato. N&o houve diferenca estatistica entre as medidas observadas, e 0s
padrées apresentaram menor atividade quando comparado ao controle positivo de

quercetina.

TABELA 21: Teor de fendlicos totais para extratos de G. max e padrdes de

isoflavonas. Letras diferentes representam uma diferenca estatistica a 95% (o =
0,05) de certeza.

Amostra mg EAG/100 g Amostra mg EAG/100 g

Quercetina (C+) 5,9 ES8 9,5

ES1 2,8 Daidzeina 3,5

ES2 3,4 Daidzina 3,3

ES3 9,2 Gliciteina 3,7

ES4 6,1 Glicitina 4,1

ES5 7,9 Genisteina 4,5

ES6 1,7 Genistina 4.4

ES7 2,4

Além de atuarem como agentes antioxidantes exdgenos, as
isoflavonas desempenham a acdo de aumentar a atividade de enzimas oxido-
redutases em modelos murinos, aumentando a protecdo endogena do organismo
ao estresse oxidativo (KURZER et al., 1997)

5.4.2. Oleos essenciais.

Os resultados obtidos séo apresentados na TABELA 22, os valores
variam entre 5-30 mg EAG/g de 06leo essencial. Nas condicdes testadas, o 6leo de
tangerina apresentou uma capacidade redutora total maior em comparag¢do com
os outros Oleos. WANG e colaboradores (2017) e PASIAS et al. (2021)
descreveram o potencial redutor total dos 6leos de geranio, cedro e tangerina de
origem vegetal frente ao reagente de Folin-Ciocalteu. Os valores obtidos neste
trabalho foram bem menores do que aqueles reportados para os 6leos de cedro e
geranio com cerca de 68,2 e 11,5 mg EAG/g respectivamente e um valor de 21,3
mg EAG/100g para o 6leo de tangerina.
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LOHANI e colaboradores (2017) reportaram a a¢ao de prevencao do
estresse oxidativo do 6leo essencial de geranio e o potencial de utilizacdo desse
6leo para produtos de cuidado com a pele. Apesar de pouco explorados como
agentes de protecdo primaria contra a radiagédo UVA e UVB, o potencial
antioxidante e antinflamatério de 6leos essenciais € um fator complementar ao se
considerar em uma formulacdo cosmética voltada para essa finalidade. Esse fato
é relevante ndao apenas como principio ativo de interesse, mas como ingrediente

na composicao do veiculo, prevenindo a degradacéo do ativo disperso.

TABELA 22: Teor de fendlicos totais para extratos 6leos essenciais.

Amostra mg EAG/g
Controle positivo 59
OEGe 19,4
OECa 7,6
OETa 30,2

Segundo apresentado, os extratos ES3,ES4, ES5 e ES8 apresentaram
maior capacidade redutora total. De acordo com os resultados anteriores, 0s
extratos ES3, ES4 e ES8 foram selecionados para avaliagdo subsequentes, de

forma a obter uma atividade fotoprotetiva e antioxidante maximizada.

5.5. Capacidade redutora do radical DPPH.

A reducéo do radical DPPH mede a capacidade antioxidante em si de
uma amostra, segundo a neutralizacdo do radical, semelhante a0 mecanismo
observado em sistemas bioldgicos. Quando a solucdo de DDPH entra em contato
com uma substancia capaz de reduzir, a cor violeta inicial é substituida por uma
coloracgéo laranja e sua intensidade é diretamente relacionada com a quantidade
de substancia reduzida. O efeito antioxidante de compostos fendlicos frente ao

radical ocorrer geralmente pela transferéncia de hidrogénio ou de um elétron, nao
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excluindo a ocorréncia simultanea desses dois processos (FIGURAS 28-29).
Essas reacOes sdo particularmente facilitadas pela presenca de grupos capazes de
fornecer estabilidade adicional ao estado de excitacdo da molécula (GULCIN et
al. 2023).

FIGURA 28: Reacdo do radical DPPH com uma molécula de isoflavona pela
transferéncia de um hidrogénio radicalar, formando uma hidrazina de coloragéo
laranja.
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FIGURA 29: Estruturas de ressonancia para uma molécula de isoflavona apos a
erda de um hidrogénio radicalar do oxigénio fenolico.
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A atividade antioxidante foi media em diferentes concentracdes de

amostra, permitindo o célculo da concentracdo para inibicdo de 50% do radical
em solucdo. Na faixa de concentracdo estada, as amostras ES3 e ES4
apresentaram valor de Cls, estatisticamente iguais, precisando de 1,30 mg/mL
para diminuir a concentracdo do radical pela metade (TABELA 23). Para a
amostra ES8, o valor de Clso ultrapassou a faixa de trabalho, com valor de 2,5

mg/mL. E possivel verificar que, para atividade antioxidante ha também uma
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influéncia direta da solucdo extratora. Assim, uma solugéo de extracéo de etanol/
alcool de cerais com DMSO sob agitacdo ultrassbnica extraem substancias

antioxidantes em comparagdo com acetato de etila.

TABELA 23: Atividade antioxidante pela reducéo do radical DDPH de extratos
de G. max. . Letras diferentes representam uma diferenca estatistica a 95% (a =
0,05) de certeza.

~ %AA0
Concentracao (mg/mL) ES3 ESa Esa
0,3 -98,0 -115 -128,3
0,6 -31,3 -334 -64,9
0,9 15,2 13,4 -39,8
1,2 44,0 43,4 6,85
1,5 64,5 49,9 13,7
1,8 77,5 43,6 13,7
Clso (mg/mL) 1,312 1,362 2,58P

A literatura descreve extensamente a capacidade antioxidante das
isoflavonas de soja, frente a modelos in vitro e in vivo. A aplicacédo tdpica de
isoflavonas apresentam diminuicdo dos efeitos oxidativos fotoinduzidos e
atividade antihialuronidase, enzima relacionada ao processo de envelhecimento
celular (WEI et al., 2003).

5.6. Atividade citotoxica de extratos de Glycine max e

Oleos essenciais.

Antes que qualquer novo produto para fins de uso humanos sejam
aprovados para consumo, sdo realizados extensos e exaustivos ensaios de
toxicidade em sistemas in vivo e in vitro. Como um indicativo inicial da
capacidade de uma substancia provocar uma resposta biologica indesejada, testes
de citotoxicidade sdo empregados de forma a avaliar o efeito de morte celular

provocada.
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O efeito citotoxico preliminar de extratos de Glycine max e 6leos
essenciais de origem comercial foram investigados frente a linhagem celular de
fibroblastos de pulmdo MRC-5 segundo o método colorimétrico de reducdo do
MTT. A reducdo do complexo é um resultado direto da atividade celular, através
de enzimas desidrogenases e oxirredutases ativas, 0 contato com a substéncia
testada provoca a transferéncia de elétrons para o meio, convertendo a solucao

rosa em violeta, segundo a formagéo de cristais de formazan (FIGURA 30).

FIGURA 30: Reacdo de converséo do reagente MTT de coloracdo amarelada em
seu homologo violeta pela acdo de oxido-redutases.
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A partir de diferentes concentracbes das amostras foi possivel
calcular a concentracdo necessaria para morte celular de 50% das células do meio.
Os resultados dispostos na TABELA 24 indicam valores entre 2 e 18 mg/ mL de
extrato para provocar 50% de viabilidade celular. E possivel verificar que o
extrato ES3 provoca uma resposta celular em menores concentracbes em
comparacdo as outras amostras, mostrando a influéncia direta da solucdo de

extracdo na extensao de atividade citotoxica.
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TABELA 24: Resultado dos testes de citotoxicidade de extratos de G. max e 6leos
essenciais frente a linhagem MRC-5. * CCsy MRC-5/ Clsp S. aureus;**CCsy
MRC-5/ Cls S. epidermidis.

Amostra CCso (mg/mL) + DP R? IS
ES3 1,97 0,985 ND
ES4 7,02 0,974 ND
ES8 17,8 0,939 ND

Amostra CCso (UL/mL) = DP R? IS

OEGe 9,47+2,71 0,917 0,173*
OEGe 9,47+2,71 0,917 1,68**
OECa 7,04+1,77 0,904 0,159**
OETa 2,560,164 0,898 0,258**

Os 6leos essenciais apresentaram valores de concentracdo citotoxica
entre 2 e 9 pL/mL de 0leo. O indice de seletividade (IS) das amostras foram
calculadas frente aos valores de inibicdo (Clsg) frente aos microrganismos
testados, ndo existe um consenso para o0s valores de IS dificultando a
determinacdo de um parametro. FAMUYEDE et al. (2019) descreve a atividade
de diversos extratos vegetais contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
onde os extratos considerados ativos e ndo toxicos atingiram IS >1. Por outro lado,
de acordo com NOGUEIRA e colaboradores (2010) o IS ndo deve ser menor que
2, indicando uma seletividade para atividade bactericida em detrimento a
atividade toxica. Valores entre 0,1 e 1,7 foram obtidos, abaixo do indicativo
estimado, no entanto os resultados foram utilizados como metodo de triagem
preliminar, sugerindo que o Oleo essencial de geranio apresenta menor
citotoxicidade.

Segundo os resultados obtidos nos ensaios de atividade, os extratos
ES3, ES4 e ES8 assim como 0s 0leos essenciais OEGe, OETa e OECa foram
submetidos a analises para determinacdo dos respectivos marcadores

selecionados, as isoflavonas de soja e 0os componentes volateis principais .
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5.7. Identificacdo dos analitos.
5.7.1. UHPLC-ESI-TOF-MS

Todos os analitos foram detectados como ions [M+H]", e os ions
produtos diagndsticos foram usados para identificacdo das isoflavonas. Os
espectros de massas adquiridos sdo apresentados em anexo. Os padrdes de
fragmentacdo obtidos estdo de acordo com aqueles reportados na literatura,
possibilitando a identificacdo das isoflavonas em sua forma glicosilada e aglicona
(JUNG et al., 2020). As massas exatas sdo compativeis com aquelas determinadas
teoricamente, com margem de erro de = 5 ppm, viabilizando a determinacao da
presenca dessas isoflavonas nos extratos de soja selecionados, ES3, ES4 e ESS8.

Os padrdes de fragmentacdo (EC = 30,7 eV) se repetem entre 0s
derivados e as agliconas, segundo a presenca da unidade isoflavona. A TABELA
25 sumariza as informacdes segundo os ions produtos observados. O esqueleto de
isoflavona € identificado principalmente pela clivagem dos anéis A (m/z= 137,
167 ou 153) e B (m/z=119) segundo uma fragmentacéo do tipo retro Diels-Alder
(ZHAO et al., 2018; ANDRES et al., 2015) apresentada na FIGURA 31.

A presenca do anel central, € identificada segundo duas perdas
consecutivas de mondéxido de carbono a partir do ion pseudo molecular [M+H]".
NAKATA e colaboradores (2018) descrevem essa perda a partir do grupo
cetdnico presente no anel C a partir de um rearranjo endociclico de hidrogénio. A
segunda molécula de CO é perdida dando origem ao ion de m/z = 199 (RAJU et
al., 2015). Na genisteina (3,5 min), gera o ion produto com m/z = 215 e para a
gliciteina (2,2 min) so foi possivel detectar a primeira perda de CO de m/z = 242.

A perda de uma molécula de agua ([M+H-H,0]*) a partir do ion
precursor foi detectada, sendo atribuida a daidzeina (1,9 min) e seu glicosideo (1,1
min), gerando o ion produto de m/z= 237, evidenciando a presenca do grupo
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hidroxil fendlico. No caso da gliciteina além dos fragmentos inerentes a estrutura
isoflavona, a perda neutra do grupo metila é caracteristica, gerando m/z= 270.

O fragmento correspondente a m/z= 149 é atribuido a perda de
[M+H-B-CQO]". O ion é caracteristico em 5-hidroxiisoflavonas como a genisteina.
Um rearranjo intramolecular com 6 espécies promove a eliminacdo do anel B
seguida da saida de uma molécula de CO, dando origem a um residuo do anel C
com cinco membros. Esse padrdo de fragmentacdo foi determinando segundo
estudo de padrdes marcados isotopicamente (NAKATA et al., 2018). O ion m/z =
91 é atribuida a perda de 164 e 18 a partir do ion pseudo molecular ([M+H-164-
18] formando o ion tropilio.

Além dos derivados glicosilados, os ésteres 6-O-acetil e 6-O malonil
foram detectados como [M+H]" e identificados principalmente pela presenca do
fragmento relacionado a perda da unidade de agucar e da porcéo esterificada com
a molécula de glicose, gerando as unidades respectivas de daidzeina, gliciteina e
genisteina (FIGURAS 31-34).
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FIGURA 31: Mecanismos de fragmenta¢do comuns do nucleo de isoflavonas em
anélises por espectrometria de massas. I: fragmentagéo do tipo retro Diels-Alder,
formando um dieno (A) e o diendfilo (B); I1: perda consecutiva de duas moléculas
de CO do anel central (C) por um rearranjo de hidrogénio. R1=R2=H para
daidzeina; R1=0H para genisteina e gliciteina; R2=OHCH3; para a gliciteina; R2=
OH para genisteina.
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Identificacéo de isoflavonas em extratos de Glycine max por UHPLC-ESI-QTOF-MS

m/z ions produtos observados

Api 13 13 [M+H- [M+H- [M+H- [M+H- [M+H-2CO- [M+H-164- [M+H-B- [M+H-
Daidzeina CisHwOs 2550654  137,0234 119i048 ND  237.0561 2270711 1990756 1810646 9100542 ND ND
Daidzina CuHuOs 4171185  ND ND ND 2371447 ND 1990760 ND ND ND 255 0654

Acetildaidzeina  CasHaOw 45912834 137,0234  ND ND ND 2270709 199,0759 ND ND ND 255 0651
Malonildaidzina CoH»On  503,1179 1370228  ND ND ND  227.0697 199.0739 ND ND ND 255 0652
Gliciteina CiH1Os 2850769 1679170 1196051 2700523 ND 2420576  ND ND ND ND ND

Glicitina CoHOw 4471289  ND ND ND ND ND ND ND ND ND 285 0756
Acetilglicitina ~ CaHaOn 489,130  ND ND 2700522  ND ND ND ND ND ND 285 0752
Genisteina ~ CisHiuOs  271,0599  153,0179 119é048 ND ND 2430650 2150696  197,0585 910542 1490712
Genistina CuHaOw 4331130  ND ND ND ND ND 2150696 ND ND ND 2710601
Acetilgenistina  CzsHzOn 4751244  ND ND ND ND ND ND ND ND ND 2710599
Malonilgenistina CuHzO:  519,1124 1530156  ND ND ND 2430632 2150684 ND ND ND 2710599

TABELA 25: ions diagndsticos de isoflavonas em extratos de G. max obtidos em UHPLC-ESI-QTOF-MS no modo positivo.
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FIGURA 32: Padrdes de fragmentos atribuidos a Daidzeina por UHPL-ESI-TOF-MS em modo positivo.
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FIGURA 33: padrdes de fragmentos atribuidos a Gliciteina por UHPL-ESI-TOF-MS em modo positivo.
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FIGURA 34: Padrdes de fragmentos atribuidos a Genisteina por UHPL-ESI-TOF-MS em modo positivo.
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5.7.2. Doseamento de isoflavonas por HPLC-UV/DAD.

As amostras de extrato foram submetidos a determinacdo do conteudo de
isoflavonas segundo metodologia desenvolvida em HPLC-UV. A eluicédo
cromatografica foi otimizado segundo a fase movel, e a presenca de aditivos na
fase mdvel. Uma coluna de fase reversa octodecila modificadas com grupos fenil-
hexil foi escolhida de acordo com a seletividade da coluna para substéncias
fenolicas. Os grupos aromaticos da coluna retém compostos através de interagdes
7- © principalmente, garantindo a retencdo das isoflavonas e separacdo segundo

afinidade pela fase movel.

A utilizacdo de aditivos na fase movel ¢ indispensavel nesse caso. Os analitos
apresentam grupos hidroxilas facilmente ionizaveis na presenca de agua
(FIGURAS35). O equilibrio acido-base formado gera duas especies
simultaneamente disponiveis no meio, fator principal na formacao de alargamento
e assimetria de bandas.

FIGURA 35: Equilibrio acido-base entre as formas protonadas e desprotonadas
das isoflavonas, exemplificada pela daidzeina. A presenca das duas formas no
meio pode gerar alargamento e assimetria de banda.

HO o HO
o] ‘
OH

Daidzeina Base conjugada
pkA = 7,01

Com a presenca de grupos com pares de elétron ndo ligantes, estes estdo
disponiveis para abstrair um proton do meio formando uma base conjugada, 0 uso
de um aditivo &cido leva a protonacao desses grupos deslocando o equilibrio para

a espécie protonada. A escolha do aditivo é feita com base nas propriedades do
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analito, um aditivo &cido deve ser tal que doe H* para a molécula e ndo o contrario.
Esse parametro é verificado pelo pKa do aditivo, que deve ser menor que o do

analito, e por tanto um acido mais forte, como o acido acético (pKa = 4,74).
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FIGURA 36: Espectro de varredura de 200 a 400 nm de solucdes padrdes de
isoflavonas de soja obtidos em HPLC-DAD. 1: Daidzeina; 2: Daidzina; 3:
Gliciteina; 4: Glicitina; 5: Genisteina; 6: Genistina.
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A varredura espectral entre 200-400 nm permitiu a identificacéo do
melhor comprimento de onda para a determinagdo simultanea dos analitos.
Considerando os cromatogramas obtidos por analises de solucdes padrdes dos
analitos (FIGURA 37), o comprimento de onda de 256 nm foi selecionado para
as analises seguintes. A maioria dos flavondides apresentam duas bandas de
absorcdo maxima, a primeira entre 300 e 380 nm associada ao anel B que aparece
como ‘um ombro’ e a segunda entre 240 e 280 nm relacionada com o anel A
(MABRY etal., 1970; BUSTAMANTE-RANGEL, 2018).

A identificacdo dos marcadores das amostras foi feita por
comparacdo com o0s tempos de retencdo dos analitos e dos espectros UV
(FIGURAS 36-41), os respectivos tempos de retencdo dos padrdes de isoflavonas
sdo apresentados na TABELA 26. Foi possivel verificar o perfil quimica
extremamente semelhante das amostras de extrato de G. max evidenciando que as
solugOes extratoras selecionadas tiveram éxito em extrair majoritariamente
isoflavonas.

Os dados adquiridos para as curvas analiticas preparadas para analise
do conteudo de daidzeina, gliciteina e genisteina sdo apresentados na TABELA
27, os limites de deteccdo e quantificacdo dos analitos ficaram na faixa entre 0,4

e 4,5 ng/mL com coeficiente de correlacdo acima de 0,998 (TABELA 28).

FIGURA 37: Cromatograma obtido para os padr6es de isoflavonas 1-6 a 45
Hug/mL em HPLC-UV em 256 nm.
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FIGURA 38: Cromatograma obtido para uma mistura de padrdes de isoflavonas
1-6 a 10 pg/mL cada em 256 nm.
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TABELA 26: tempos de retencdo no gradiente de eluicéo realizado em HPLC-
UV de uma mistura das isoflavonas 1-6.

Isoflavona Tr (min.)
Daidzina (1) 7,87
Glicitina (2) 8,69
Genisteina (3) 10,8
Daidzeina (4) 14,5
Genistina (5) 15,5
Gliciteina (6) 17,4

FIGURA 39: Cromatograma obtido para a amostra ES3 a 3mg/mL a 256 nm.
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FIGURA 40: Cromatograma obtido para a amostra ES4 a 3mg/mL a 256 nm.
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FIGURA 42: Cromatogramas sobrepostos das amostras ES3, ES4 e ES8
evidenciando a banda referente a cada isoflavona.
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Como esperado, o contetdo de daidzeina e genisteina € maior em
relacdo ao de gliciteina, corroborando o com os dados de atividade fotoprotetiva,
onde a daidzeina e a genisteina apresentam uma CME menor quando comparada
com a gliciteina. N&o houve diferenca significativa entre os teores de agliconas
entre as amostras ES4 e ES8, onde o teor de gliciteina ficou abaixo do limite de

deteccdo na amostra ES8.

TABELA 27: Doseamento de Isoflavonas agliconas em extrato de G. max. Letras
diferentes representam diferenca estatistica 95% de confianca (o =0,05).

Teor (mg/100g)
Amostra Daidzeina  Gliciteina  Genisteina Agliconas totais
ES3  58,0+4,33% 7,37 +£0,575* 61,9 4,06 127,27
ES4 21,0+0,810° 14,3 +£0,103" 15,1 + 0,598° 50,4
ES8  22,7+153° <LQ 21,3 +2,28° 44,0

TABELA 28: Dados das curvas analiticas para doseamento de isoflavonas. LQ:
limite de quantificacdo; LD: limite de deteccao.

Analito Equacdodareta R? LQ (ug/mL) LD (ug/mL)

Daidzeina y=89,6x+7,48 0,999 1,19 3,61
Gliciteina  y=156x+36,7 0,999 1,49 4,52
Genisteina  y=190x-62,9 0,999 0,4 1,3

Foi possivel verificar a influéncia da solucdo extratora no conteudo
de agliconas extraido, sendo que entre as solu¢des avaliadas, EtOH: DMSO a 80%
(v/v) apresentou um maior conteudo dos analitos, sendo entdo mais eficiente.
SELVAKUMAR et al. (2021) descre a utilizagcdo de DMSO na extracdo de
componentes fenolicos em residuo de frutas, com porcentagem de DMSO a 0,6%
com assisténcia de sonda ultrasonica. CRANCIANINOV e colaboradores (2005)
utiliza metanol associado a DMSO (8:2) para extrair isoflavonas de sementes de

soja, no entanto neste trabalho é apresentado alternativas menos toxicas, como o
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etanol e o alcool de cerais. Os valores obtidos corroboram com aqueles
determinados por BATISTA e colaboradores (2020) onde ndo houveram
diferencas significativas na utilizacdo entre etanol e alcool de cereais na extracao

de daidzeina e genisteina.
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5.7.3. Compostos volateis de 0leos essenciais comerciais
por GC-MS.

Os componentes volateis dos 6leos de geranio, cedro e tangerina
foram determinados por analises em CG-MS. A identificagdo dos componentes
foi realizada segundo a biblioteca espectral interna fornecida pelo instrumento
(NIST) e confirmada segundo o calculo do indice de Kovats e comparagio com a
literatura disponivel.

Plantas da familia Geraniaceae constituem ervas comuns em climas
subtropicais e temperados. O género Pelargonium é constituido por mais de 750
especies. O 0Oleo essencial de geranio extraido das partes aéreas & o maior
interesse comercial do gerénio, pelo seu aroma muito semelhante ao de rosas. Por
esse motivo, é um substituto mais barato do 6leo de rosas. Além de sua aplicacéo
como aromatizante e saborizante, o 6leo de geranio € reconhecido por suas
maultiplas aplicacdes farmacoldgicas (NARNOLIYA et al., 2019). Poucos
trabalhos descrevem contraindica¢des quanto ao uso do 6leo essencial de forma
topica, sendo descrito como néo-alergénico e ndo-irritante e seguro quando usado
apropriadamente.

Foi possivel a identificacdo de 18 componentes no 6leo de geranio
(OEGe) com compatibilidade maior que 92% (FIGURA 43). O componente
principal é o citronelol com cerca de 19% do conteudo total relativo do dleo,
corroborando com o determinado por KUMAR et al. (2020). Além do citronelol,
linalol, limoneno, geraniol e a-pineno comp&em os cinco compostos majoritarios
encontrados no oOleo. O alto teor de citronelol confere ao Oleo sua atividade
antimicrobiana, como verificado por LOPEZ-ROMERO (2015) além de sua
atividade antioxidante (SANTQOS et al., 2018).
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FIGURA 43: Cromatograma de ions totais do 6leo OEGe.

TABELA 29: Componentes volateis do 6leo OEGe (Pelargonium graviolens)
obtidos por analise em CG-MS.

Tr

Composto

Composto

No (min) K Biblioteca Literatura Ref. %

1 97 936 a-Pineno a-Pinene ADAMS, R.P; KUMAR etal. (2020) 756
2 11,5 980 S-Pineno Isolimoneno ADAMS, R.P 152
3 12,5 1006 Carbitol Carbitol Fabricante 3.85
5 135 1030 0-Cimeno 0-Cimeno, a-mirceno Fabricante 0,40
6 13,7 1033 D-Limoneno D-Limoneno ADAMS, R.P; KUMAR et al. (2020) 8,36
8 16,6 1105 Linalol Linalol ADAMS, R.P; Fabricante 9.68
9 17,0 1116 Alcool Feniletilico Alcool Feniletilico ADAMS, R.P 554
12 19,1 1169 L-Mentona Iso-Mentona KUMAR et al. (2020) 1.36
16 205 1205 y-Terpineol y-Terpineol ADAMS, R.P 1,06
17 21,4 1230 Nerol Nerol ADAMS, R.P 497
18 21,6 1235 Citronelol Citronelol ADAMS, R.P; Fabricante 19,33
19 224 1257 Geraniol Geraniol ADAMS, R.P; Fabricante 8.38
20 232 1279 Formato de Citronelil Formato de Citronelil KUMAR et al. 509
21 233 1282 Acetato de Nerolidil - - 102
22 241 1304 Formato de Neril Formato de Neril KUMAR et al. 232
23 26,3 1366 Acetato de Neril Acetato de Neril ADAMS, R.P 382
24 27,0 1387 Acetadode Geranil  Acetao de Geranil ADAMS, R.P 6,17
25 27,9 1407 a-Gurjuneno a-Gurjuneno ADAMS, R.P 233
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Total 92,76

A FIGURA 44 apresenta o cromatograma de ions totais obtido para

0 0Oleo essencial de cedro atlas (OECa). Dez substancias foram anotadas segundo

a biblioteca espectral. /~-Himachaleno comp6e mais de 50% do 6leo, assim como

alguns isdmeros, a-Himachaleno e y-Himachaleno e a antlatona.
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FIGURA 44: Cromatograma de ions totais de 6leo OECa.

O género Cedrus é composto por quatro espécies de coniferas, C.
libani, C. deodara, C. cedar e C. atlantica. O cedro atlas é particularmente nativo
das Cordilheiras do Atlas na Algeria e Marrocos. As espécies sdo de grande
interesse comercial e farmacoldgico segundo a resisténcia e aroma da madeira
extraida, utilizada para construcdo de diversas estruturas e na medicina popular
ao longo de milhares de anos (CHAUIYAKH et al., 2023). O 6leo essencial é
extraido de diferentes partes da planta, como flores, folhas e madeira. O aroma
caracteristico é descrito como uma nota amadeirada e penetrante. E rico em

compostos que apresentam atividades antifingicas, antivirais, analgésicas e
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repelentes, tornando-se um agente multifuncional contra uma ampla variedade de
patogenos (SKANDERI et al., 2020).

TABELA 30: Componentes volateis de 6leo essencial OECa (Cedrus Atlantica)
obtidos por analise em CG-MS.

No Rt (min) IK Composto Biblioteca Composto Literatura Ref %

Decahidro-4-metil-1-metileno-7-

1 27,8 1405 (1-metiletilideno) Naftaleno B-cariofileno BOUTOS et al. (2020) 0,35
2 28,0 1408 Longifoleno Longifoleno ADAMS, R. P (2007) 0,43
3 28,5 1415 Himachala-2,4-dieno Himachala-2,4-dieno UEHARA etal. (2017) 0,30
5 29,4 1426 a-Himachaleno a-Himachaleno ADAMS, R. P (2007) 18,04
6 30,3 1438 y-Himachaleno y-Himachaleno ADAMS, R. P (2007) 10,54
7 30,5 1440 Himachala-1,4-dieno Himachala-1,4-dieno UEHARA etal. (2017) 1,68
8 311 1448 B-Himachaleno B-Himachaleno ADAMS, R. P (2007) 56,64
10 31,5 1453 8-Cadineno 8-Cadineno ADAMS, R. P (2007) 1,56
20 34,7 1495 y-Atlantona y-Atlantona ADAMS, R. P (2007) 0,39
22 35,2 1509 Atlantona Atlantona ADAMS, R. P (2007) 2,02

Total 91,95

Como esperado, o componente principal identificado no 6leo
essencial OETa foi o limoneno (>94%), seguido de o-cimeno e B-mirceno. A
composicéo varia conforme conforme o tipo de cultivar de tangerina, periodo de
coleta do material vegetal, parte extraida e metodo de extracdo. O alto contedo
de limoneno encontrado na espécie exercem uma extensa gama de propriedades
biologicas, segundo foi possivel verificar com os resultados obtidos neste
trabalho. Além de um amplo espectro antimicrobiano, sua capacidade
antioxidante e anti-inflamatoria contribuiram para a demanda crescente na

indUstria cosmeética.
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FIGURA 45: Cromatograma de ions totais de 6éleo essencial OETa.

TABELA 31: Componentes volateis de 6leo essencial OETa (Citrus reticulata)
obtidos por analise em CG-MS.

No Rt(min) IK Composto Biblioteca  Composto Literatura Ref %

1 27,8 1405 a-Pineno - - 0,84
2 28,0 1408 [-Sabineno Longifoleno ADAMS, R.P 0,34
3 28,5 1415 f-Pineno f-Pineno ADAMS, R.P 0,43
4 29,4 1426 S-Mirceno S-Mirceno ADAMS, R.P 1,25
5 30,3 1438 p-Cimeno 0-Cimeno ADAMS, R.P 1,39
6 30,5 1440 D-Limoneno D-Limoneno MERYEM etal. g4 73
7 31,1 1448 y-Terpinene y-Terpinene FAHMY, et al. 0,38
8 31,5 1453 Linalol Linalol ADAMS, R.P 0,28
9 34,7 1495 a-Longipineno - 0,36

Total 100
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B-Himachaleno a-Himachaleno y-Himachaleno Himachala-1,4-dieno Atlantona
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FIGURA 46: Compostos majoritarios identificados por analise em CG-MS dos
6leos essenciais de geranio (OEGe), cedro atlas (OECa) e tangerina (OETa).
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5.8. Caracterizacéo dos carreadores polimericos

Segundo o que foi apresentado, o 6leo essencial de geranio e o extrato
de G. max enriquecido com isoflavonas ES3, foram selecionados como material
ativo para preparo de nanoparticulas poliméricas.

A caracterizacdo do carreador polimérico constituiu-se da
investigacdo de estabilidade e caracteristicas fisico-quimicas da suspensédo
coloidal e do material encapsulado. As solugdes coloidais tendem a formar uma
Unica fase por meses ap0s 0 seu preparo, pela utilizacdo de surfactantes, no
entanto durante o tempo de armazenamento pode ocorrer a aglomeracdo das
nanoparticulas, formando precipitados e particulas com didmetro maior do que o
inicial, o que pode alterar significativamente a penetracdo do material no sitio de
acdo desejado (MOURDIKOUDIS et al., 2018; SCHAFFAZICK et al., 2003).

5.8.1. pH das suspensoes

Mudancas na estabilidade da suspensdo coloidal podem ser
verificados segundo o monitoramento do pH do meio. A alteracdo de pH pode ser
um indicio da degradacdo da parede polimérica apOs periodos longo de
armazenamento, assim como degradacdes da fase oleosa, liberando acidos graxos
no meio de disperséo. O pH da particula também é uma forma de avaliar a
compatibilidade da particula com a regido de acdo. Para produtos de cuidados com
a pele, por exemplo, valores entre 4,5-6,5 séo preferiveis.

A avaliacdo do pH das suspensdes coloidais preparadas a partir das
amostras ES3 e OEGe ao longo de 15 dias é apresentado na FIGURA 47. Foi
possivel verificar variagcdes bruscas nesse parametro entre os dias 10-12 apds o
preparo das particulas. Mudancas bruscas em periodos curtos podem ser

atribuidas a ionizacao de grupos &cidos ou basicos presentes no polimero, devido
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a relaxacdo das cadeias poliméricas. Para determinacdes mais precisas de
estabilidade em funcéo do pH, recomenda-se o periodo de monitoramento por até

seis meses consecutivos.

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (Dias)

—A—NPPES3 —@—NPPOEGe

FIGURA 47: Analise da variacdo de pH ao longo do tempo das suspensdes
coloidais NPPES3: Nanoparticula polimeérica com extrato de G. max enriquecido
ES3 e NPPOEGe: Nanoparticula polimérica com o0leo essencial de geranio
OEGe.

5.8.2. Diametro de particula
Os didmetros obtidos em zeta-sizer das particulas produzidas através
de método de precipitacdo do polimero pré-formado variaram entre 350 e 400 nm
A técnica de espalhamento de luz dindmico (Dynamic Light Scattering, DLS)
avalia a variacédo de intensidade da luz espalhada que foi incidida em determinado
angulo sobre uma particula em suspensdo. A variagdo observada é um resultado

direto do movimento browniano continuo das particulas no meio de dispersdo. A
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partir dessa técnica é possivel determinar o tamanho médio das nanoparticulas na
suspenséo coloidal.

A composicdo das fases assim como as proporgdes utilizadas e os
métodos de preparacdo sdo fatores determinantes no didmetro de sistemas
nanoestrutrados. O principal fator € a natureza do 6leo utilizado como ndcleo,
devido diferencas de viscosidade, hidrofobicidade ou tensdo superficial do
material. O transporte de substancias através da epiderme € restringido geralmente
a moléculas com baixo peso molecular, lipofilicidade moderada e hidrofilicidade
suficiente para permitir sua passagem através das camadas lipidicas e mais
internas da pele.

A aplicabilidade industrial de suspensdes aquosas de nanoparticulas
pode ser limitada devido os problemas de estabilidade a longo prazo. Além da
agregacéo de particulas e estabilidade dos ativos integrados, formulag6es liquidas
sdo suscetiveis a contaminagdes por microrganismos, necessitando a adicdo de
agentes conservantes, ou da adi¢do de uma etapa de secagem, resultando em uma
formulacdo solida. O didmetro de particula médio dos produtos secos por
nebulizacdo em Spray-Drying foram determinado pela ressuspensdo do material
em &gua ultrapura. E possivel verificar um aumento substancial do diametro de
particula apés o processo de secagem (3521 nm). O adjuvante de secagem
(diéxido de silicio coloidal) é adicionado como agente de suporte para aderéncia
das nanocapsulas secas. O processo de secagem por nebulizacdo pode gerar a

alteracdo da organizacgéo das nanoestruturas causando a aglomeracao.

5.8.3. Potencial zeta

O potencial zeta das suspensdes coloidais preparadas a partir das
amostras ES3 e OEGe sdo apresentados na TABELA 32 e FIGURAS 48 e 49,
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potenciais entre 23 e 31 mV negativos foram registrados. Poliésteres como a
policaprolactona (PLA) fornecem potenciais negativos na interface, devido ao
grupo carboxil. Valores de potencial zeta > +20-30 mV ou mais indicam
estabilidade da suspensdo, dessa forma foi possivel aferir a estabilidade da

suspensao logo apds seu preparo.

TABELA 32: Medidas de diametro de particula, indice de polidisperséo e
potencial zeta para as preparacdes de nanoparticulas em suspensao coloidal e no
material solido seco por aspersdo atbmica. NPPES3: Nanoparticula polimérica
com extrato de G. max enriquecido ES3 e NPPOEGe: Nanoparticula polimérica
com 6leo essencial de gerénio OEGe.

Amostra Diametro médio (nm) PDI PZ (mV)
NPPES3 373,6 0,370 -31,7
NPPOEGe 401,7 0,539 -23
NPPES3-OEGe 3521 0,445 -24
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FIGURA 48: Medidas de diametro de particula e potencial zeta da suspensao
coloidal de nanoparticulas carregadas com extrato de G. max, NPPES3.
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FIGURA 49: Medidas de diametro de particula e potencial zeta da suspensao
coloidal de nanoparticulas carregadas com 0leo essencial de geranio, NPPOEGe.

O potencial zeta € um importante indicador da estabilidade de
dispersdes coloidais. Esse parametro se relaciona com o potencial de superficie
das particulas, que sdo diretamente influenciados pelas mudancas na interface e
interacdo com 0 meio de dispersdo. A ionizacéo de grupos funcionais na superficie
da particula e a adsorcdo de espécies ibnicas do meio aquoso afetam diretamente
esse pardmetro. Em mddulo, valores altos de carga tendem a formar uma
suspensdo coloidal mais estavel, pelo fenbmeno de afastamento entre essas

particulas, evitando floculagéo.

5.8.4. Indice de polidispersao.

Os indices de polidispersdo obtidos sdo apresentados na TABELA

32. O indice polidispersdo indica a homogeneidade da suspensdo coloidal, a
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uniformidade do tamanho de particulas presentes no meio de disperséo. Valores
entre 0,1 e 0,4 indicam sistemas moderadamente polidispersos, e valores maiores
0,4 indicam suspensdes altamente polidispersas. Valores superiores a 0,5 foram
obtidos para a suspensao preparada com 6leo essencial de geranio e para o produto
de nebulizagdo combinado com o extrato enriquecido de G. max. Esse parametro
avalia distribuicdo de tamanho das particulas e valores altos sdo indicativo de
aglomeracdo de particulas e uma baixa homogeneizacdo. O fator principal
relacionado a varia¢do do tamanho de particulas do meio é o fluxo de injecdo da
fase organica na fase aquosa, processo que afeta diretamente na nucleacdo das

particulas e agregacéo das mesmas.

5.8.5. Eficiéncia de encapsulamento e secagem

As suspensdes coloidais e o produto seco por aspersdo, combinando
tanto o extrato ES3 quanto o 6leo OEGe foram analisados por HPLC-UV. A
eficiéncia de encapsulamento foram calculadas em funcdo das trés isoflavonas
determinadas como ativas (TABELA 33). Valores maiores que 94 % foram
obtidos para a daidzeina e genisteina presentes no extrato de G max. N&o foi
possivel determinar a eficiéncia em funcédo da gliciteina, onde as concentragdes
ficaram abaixo do limite de deteccédo. A eficiéncia do processo de secagem por

aspersao foi de 52% em relacdo a massa de material recuperada.

TABELA 33: Célculos da eficiéncia de encapsulamento e eficiéncia de secagem
dos nanocarreadores poliméricos NPPES3 contendo extrato enriquecido de G.
max e NPES3-OEGe contendo extrato enriquecido de G. max e 6leo essencial
OEGe.

Amostra Analito C.Total (mg/L) C. livre (mg/L)

EE
(%)
NPPES3 Daidzeina 3,12 0,139 95,5
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NPPES3  Gliciteina <LOQ <LOQ ND
NPPES3  Genisteina 4,052 0,183 94,8
Massa seca teo. Massa secaexp.  ES (%)
NPPES3-OEGe
5,43 2,84 52,25
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6. CONCLUSOES

Em sintese, a presente dissertacdo explorou o desenvolvimento de
carreadores nanopoliméricos contendo substancias encontradas em 0leos
essenciais de origem comercial e no extrato enriquecido de soja, como bioativos
para fins cosméticos. Ao longo deste estudo, pode-se verificar a viabilidade dos
metabdlitos secundarios majoritarios, com énfase para as isoflavonas e compostos
volateis, identificados nos materiais de estudo como agentes antimicrobianos,
fotoprotetivos e antioxidantes, propriedades extremamente relevantes na
prospeccdo de matérias primas dermocosmeticas,

Foi estabelecido que a solucdo extratora ndo convencional EtOH:
DMSO 80% (v/v), empregando um agente surfactante e a extracao assistida por
ultrassom, extrai quantitativamente Daidzeina, Genisteina e Gliciteina de
sementes de soja. Esse método é considerado réapido e eficiente em comparacao
com técnicas tradicionais. Além disso, foi demonstrado o potencial fotoprotetor
de 6leos essenciais de Geranio, Cedro atlas e Tangerina em baixas concentracoes,
preenchendo lacunas na literatura sobre o assunto. A técnica de nanoencapsulacao
utilizando policaprolactona como polimero biodegradavel foi eficaz, produzindo
particulas com didmetro de 300 nm e eficiéncia superior a 90%. Contudo, a
otimizagé@o dos parametros de secagem por aspersdo no Spray-Drying pode ser
necessaria para atingir eficiéncia acima de 50% e tornar vidvel o uso de
formulacdes solidas de nanocapsulas.

Em ultima analise, essa dissertacdo oferece uma visdo abrangente

sobre nanocarreadores como sistemas de liberacdo de agentes dermocosméticos,
e os resultados obtidos destacam a viabilidade e eficicia das técnicas e para a

extracdo e encapsulacdo de compostos bioativos, fornecendo possibilidades para

continuidade do desenvolvimento de produtos e processos inovadores.
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Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentrac6es de benzofenona
utilizados para o célculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x | x Abs

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Concentracgfes (mg/mL)

5
0,053
0,174
0,292
0,158
0,059
0,025
0,005

2,5
0,029
0,089
0,148
0,079
0,029
0,012
0,008

0,5
0,006
0,021
0,040
0,028
0,013
0,006
0,001

0,4
0,004
0,013
0,022
0,013
0,005
0,002

0,0005

0,3
0,005
0,018
0,033
0,022
0,010
0,004
0,001

0,2
0,003
0,010
0,018
0,010
0,004
0,002

0,0006

0,1
0,004
0,011
0,019
0,011
0,004
0,002

0,0004

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de Daidzeina
utilizados para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x I x Abs

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Concentracdes (ug/mL)

100
0,015
0,083
0,309
0,346
0,173
0,048
0,007

90
0,012
0,068
0,248
0,279
0,142
0,040
0,006

50
0,0079
0,042
0,132
0,176
0,093
0,028
0,004

0,075
0,007
0,023
0,080
0,079
0,027
0,048
0,007

0,060
0,006
0,022
0,075
0,052
0,017
0,004
0,0004

0,030
0,003
0,007
0,016
0,015
0,006
0,028
0,004

0,015
0,0007
0,0002

0,003

0,005

0,004

0,002
0,0004

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de Daidzina
utilizados para o célculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x | x Abs

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Concentracgfes (ug/mL)

100
0,007
0,039
0,133
0,141
0,068
0,021
0,003

90
0,005
0,030
0,099
0,102
0,051
0,016
0,002

50
0,005
0,02
0,086
0,090
0,044
0,013
0,002

0,075
0,020
0,106
0,371
0,40
0,186
0,057
0,010

0,060
0,005
0,024
0,082
0,087
0,042
0,013
0,002

0,030
0,005
0,021
0,070
0,074
0,036
0,011
0,002

0,015
0,001
0,003
0,014
0,015
0,007
0,057
0,010

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de Gliciteina
utilizados para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x | x Abs
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A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Concentracg6es (ug/mL)

100
0,004
0,022
0,076
0,094
0,047
0,018
0,003

90
0,00358
0,017103
0,059204
0,069166
0,035851
0,014655
0,002874

50
0,00246
0,013072
0,045505
0,053868
0,027482
0,010532
0,002209

0,075
0,01038
0,05414

0,142646
0,201051
0,118302
0,050639
0,01087

0,060
0,007525
0,037364
0,131533
0,149695
0,081382
0,036071
0,007372

0,030
0,00476
0,020942
0,074245
0,075831
0,051527
0,010532
0,002209

0,015
0,000305
-0,00193
-0,00345
-0,00186
9,94E-05
0,050639

0,01087

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes

utilizados para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

concentracdes de Glicitina

EE x | x Abs

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Concentragoes (pug/mL)

100
0,00415
0,021651
0,077215
0,092658
0,053099
0,023626
0,005017

90
0,00357
0,018818
0,066677
0,083589
0,04724
0,021129
0,004308

50
0,00223
0,012064
0,042823
0,050918
0,029992
0,012784
0,002646

0,075
0,01347
0,064407
0,223885
0,269889
0,167636
0,069928
0,01489

0,060
0,009205
0,043519
0,154142
0,189578
0,117979

0,04454
0,011848

0,030
0,006665
0,03012
0,108254
0,130027
0,076132
0,020156
0,002646

0,015
0,00097
0,00079

0,003257
0,00448
0,002585
0,069928
0,01489

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentragdes de Genistina

utilizados para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x | x Abs

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Concentragdes (pug/mL)

100
0,00686
0,030774
0,088136
0,080311
0,036932
0,014372
0,002759

90
0,006945
0,030883
0,090914
0,085665

0,03938
0,015905
0,003277

50
0,004035
0,0186
0,054798
0,05212
0,022834
0,008933
0,001835

0,075
0,02768
0,135704
0,411365
0,392704
0,204232
0,081142
0,016738

0,060
0,01825
0,081128
0,246781
0,235688
0,122701
0,03813
0,010288

0,030
0,01225
0,05256
0,15807

0,149477
0,077064
0,016134
0,001835

0,015
0,00477
0,018246
0,054798
0,050481
0,025512
0,081142
0,016738

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de Genisteina

utilizados para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x | x Abs

A (nm)

290
295
300
305
310

Concentracfes (ug/mL)

100
0,01942
0,095017
0,295447
0,288683
0,135904

90
0,01598
0,076798
0,239692
0,232192
0,109143

50
0,00951
0,046378
0,141784
0,138332
0,063016

0,075
0,033295
0,208335
0,791308
0,912595
0,516514

0,060
0,032625
0,191995
0,653643
0,651994
0,337434

0,030
0,02765
0,153242
0,444129
0,432259
0,219101

0,015
0,00448
0,014897
0,043589
0,035949
0,01526



315
320

0,052149
0,009979

0,041665
0,008123

151

0,024697 0,220137 0,099701 0,042954 0,220137
0,004851 0,043624 0,024262 0,004851 0,043624

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracOes de ES1 utilizados

para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

5
0,012
0,057
0,160
0,185
0,094
0,038
0,007

2,5
0,007
0,039
0,117
0,116
0,061
0,025
0,005

0,3
0,004
0,021
0,068
0,069
0,035
0,014

EE x I x Abs
Concentrac¢fes (mg/mL)
0,5 0,4

0,003 0,001

0,015 0,007

0,049 0,022

0,050 0,022

0,025 0,011

0,011 0,005

0,002 0,001

0,002

0,2
0,003
0,014
0,045
0,044
0,023
0,009
0,002

0,1
0,001
0,007
0,023
0,024
0,012
0,005
0,001

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentragdes de ES2 utilizados

para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

5
0,010
0,050
0,160
0,163
0,082
0,034
0,007

2,5
0,006
0,031
0,098
0,100
0,050
0,021
0,004

0,3
0,004
0,021
0,068
0,069
0,035
0,014

EE x I x Abs
Concentrac¢fes (mg/mL)
0,5 0,4
0,003 0,003
0,016 0,014
0,050 0,045
0,051 0,046
0,026 0,023
0,011 0,009
0,002 0,002

0,002

0,2
0,003
0,014
0,045
0,044
0,023
0,009
0,002

0,1
0,001
0,007
0,023
0,024
0,012
0,005
0,001

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentragdes de ES3 utilizados

para o célculo de FPS segundo o método de Mansur.

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

5
0,010
0,065
0,200
0,197
0,095

0,0366
0,007

2,5
0,008
0,044
0,128
0,123
0,059
0,023
0,004

0,3

0,008
0,038
0,119
0,118
0,058
0,022

EE x I x Abs
Concentragdes (mg/mL)
0,5 0,4

0,013 0,011

0,063 0,049

0,196 0,157

0,196 0,157

0,096 0,077

0,039 0,029

0,007 0,007

0,005

0,2
0,005
0,027
0,087
0,083
0,041
0,016
0,003

0,1

0,003
0,014
0,044
0,042
0,021
0,008

0,00153

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de ES4 utilizados

para o célculo de FPS segundo o0 método de Mansur.

EE x | x Abs

A (nm)

Concentracgfes (mg/mL)




290
295
300
305
310
315
320

5
0,011445
0,056754
0,180583
0,184442
0,091212
0,035098

0,00636

2,5
0,014045
0,069282

0,21919
0,222576
0,109479
0,041866
0,007542

0,5
0,011405
0,056373
0,178667
0,181273
0,089286
0,036189
0,006192

0,4
0,009885
0,048857
0,154813
0,157344
0,077605
0,029729
0,005382

0,3
0,008225
0,040605
0,128564
0,130683
0,067663
0,026037
0,005028

0,2
0,004615
0,022794
0,072137
0,073427
0,036162
0,013844
0,002502

152

0,1
0,00264
0,013072
0,041386
0,041958
0,02069
0,007943
0,00144

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de ES5 utilizados

para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

5
0,010435
0,046515
0,131629
0,119756
0,054553
0,020388
0,003726

2,5
0,00553
0,024537
0,069263
0,062938
0,028519
0,010599
0,001944

0,3
0,002265
0,011547
0,038512
0,041412
0,018764
0,009732

EE x I x Abs
Concentragdes (mg/mL)
0,5 0,4

0,00397 0,007215
0,01811 0,024347
0,059971  0,049816
0,06414  0,035075
0,034484  0,015098
0,015102  0,005957
0,002796  0,001194

0,001626

0,2
0,001005
0,004739
0,015232
0,014314
0,007207
0,002909
0,000972

0,1
0,00397
0,024047
0,094363
0,113856
0,066421
0,030232
0,005574

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentragdes de ES6 utilizados

para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

5
0,011265
0,054222
0,168033
0,167724
0,083072
0,033057

0,00639

2,5
0,006005
0,029004
0,090148
0,090254
0,044798
0,017815
0,003438

0,3
0,00151
0,007326
0,022896
0,022837
0,017832
0,004559

EE x I x Abs
Concentragdes (mg/mL)

0,5 04
0,002655  0,002325
0,012827  0,011275
0,039853  0,035159
0,039664  0,035293
0,019634  0,017397
0,007803  0,006908
0,001512  0,001338

0,001032

0,2
0,00102
0,004984
0,015999
0,015188
0,007394
0,002964
0,000666

0,1
0,000625
0,003214
0,010155
0,009725
0,004784

0,00193
0,000378

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentragdes de ES7 utilizados

para o célculo de FPS segundo o0 método de Mansur.

A (nm)

290
295
300
305
310

5
0,010225
0,045126
0,126743
0,115167
0,052441

2,5
0,00995
0,020588
0,063515
0,063265
0,031129

0,3

0,04196

EE x | x Abs

Concentragdes (mg/mL)

0,5 0,4
0,004335  0,004755
0,020588  0,022958
0,063515  0,07185
0,063265  0,072444
0,031129  0,032869

0,02069

0,2

0,002855 0,002105
0,013617 0,011002

0,033338

0,041958 0,034091

0,017459

0,1
0,00397
0,024047
0,094267
0,113856
0,066421



315
320

0,019605
0,003582

0,012082
0,00225

0,012082
0,00225

0,014375
0,002682

153

0,008054 0,007104 0,030232

0,001506

0,00135

0,005574

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de ES8 utilizados
para o célculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x | x Abs

A (nm)

Concentragdes (mg/mL)

5 2,5 0,5 0,4 0,3 0,2 01
290 0,00873  0,007225 0,00339  0,00295  0,00222 0,00182  0,00095
295 0,04055  0,033688 0,01585  0,013835 0,010403 0,008551 0,004494
300 0,123486  0,103081 0,048858  0,042631 0,032189 0,026537 0,014083
305 0,122597  0,102383 0,048733  0,042614 0,032124 0,026443 0,014095
310 0,059586  0,049707 0,023921  0,020815 0,015658 0,012986 0,006959
315 0,022709  0,018961 0,009145 0,007998 0,006041 0,005034 0,002713
320 0,004158  0,003462 0,001692  0,001482 0,001116 0,000936 0,000504

Analise de variacdo para FPS dos extratos de Glycine max.
ANOVA
Fonte da "
variacio SQ ol MQ F valor-P F critico
Entre grupos  34,82938497 7 4975626  917,34301  1,28618E-19  2,6571966
Dentro dos
grupos 0,086783266 16  0,005424
Total 3491616824 23

Resultado do este t de tukey para FPS dos extratos de Glycine max. Os contrastes
representam a CME (mg/mL) em ordem crescente.*Diferenca minima
significativa para 8 tratamentos, 16 graus de liberdade e 95% de confianca.
Valores<DMS foram omitidos.

Contrastes

ES7 ES5 ES6 ES2 ES1 ES8 ES4 ES8

385 3,78 2,79 2,74 250 2,01 0524 2,02
ES7 385 . ; ;
ES5 378 - - - - . ; ;
ES6 279 1060 0983 - - - - - -
ES2 274 1112 1,035 - - - - - -
ES1 250 1358 1,281 0,298 0246 - - - -
ES8 2,01 1838 1,761 0778 0727 0480 - - -
ES4 0,524 3,330 3,254 2,271 2,219 1,972 1,492 - -
ES8 2,02 3373 3206 2313 2,261 2,015 1,535 -

DMS* 0,208
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Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracbes de OEGe
utilizados para o célculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x | x Abs
Concentrac6es (ug/mL)

» (nm) 250 100 50 30 20 10
290 0,010545 0,012935 0,019025 0,025255 0,029705 0,03069
295 0,05414 0,076335 0,094091 0,122931 0,125001 0,132871
300 0,160082 0,250613 0,310775 0,317481 0,36701 0,387703
305 0,125547 0,253171 0,28311 0,340803 0,340912 0,367464
310 0,051888 0,112977 0,12449 0,117413 0,150176 0,224146
315 0,015499 0,03813 0,036871 0,028543 0,046984 0,061952
320 0,00245 0,00719 0,006997 0,006253 0,004363 0,009937

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentracdes de OECa
utilizados para o calculo de FPS segundo o método de Mansur

EE x | x Abs
Concentragoes (pug/mL)

» (nm) 250 100 50 30 20 10
290 0,011605 0,01557 0,02235 0,02713 0,033855 0,03947
205 0,062174  0,086275 0,12609 0156238  0,210323  0,245263
300 0230878  0,319972 0468845 0582177 0786422  0,902915
305 0,28901 0402211 0585888  0,718756  0,905711  1,037596
310 0,183635 0255971  0,370818  0,443843 0,52269 0,592317
315 0088624  0,125472  0,181621 0216974 0261349  0,285232
320 0,020018  0,028525  0,040984  0,048581  0,058202  0,058198

Valores do produto EE x | x Abs para diferentes concentractes de OETa utilizados
para o calculo de FPS segundo o método de Mansur.

EE x I x Abs
A (nm) Concentracdes (mg/mL)

250 100 50 30 20 10
290 0,030145  0,024265 0,0238 0,0334 0,043995  0,043955
295 0,158307  0,107136  0,102397  0,199103  0,265035  0,261386
300 0377165  0,266803  0,263929 0592044  1,001685  0,939127
305 0,25623  0,202034  0,204766  0,525245  1,173633  0,893255
310 0,097369  0,085241  0,086129  0,234392  0,540262  0,367382
315 0,036524  0,031628 0,0313 0,091194  0,217639  0,121638
320 0,00697  0,006059  0,005909  0,016622  0,041711  0,029777

Analise de variacdo para FPS dos 0leos essenciais.

ANOVA
Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos 1838,487149 3 612,829 3422,5607  9,03821E-13 4,066180551
Dentro dos grupos  1,432445718 8 0,179056
Total 1839,919594 11
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Resultado do este t de tukey para FPS dos Oleos essenciais. Os contrastes
representam a CME (ug/mL) em ordem crescente.*Diferenca minima
significativa para 4 tratamentos, 8 graus de liberdade e 95% de confianca.

Valores<DMS foram omitidos.

Contrastes
C+ OEGe OETa OECa
94,3 11,1 8,2 6,6
C+ 94,3 - - - -
OEGe 11,1 88,000 - - -
OETa 8,2 83,000 3,000 - -
OECa 6,6 86,000 5,000 2 -
DMS* 1,11

Curva de calibracéo de acido galico para determinacao de conteudo fendlico total.

Curva de calibragio de Acido Galico

0,1 -
y=0,0041x+0,0184
R2 =0 So5aB
=
[X]
=
8
(=]
']
=]
L
|:|.|:| T T T
0,0 40 8,0 12,0

Concentragiomg mL

Analise de variacdo de regressdo para a curva de calibracdo de acido gélico.

ANOVA
Fonte da variacéo gl SQ MQ F F de significacdo
Regressédo 1 0,002886334 0,002886334 380,698 4,5134312
Residuos 15  0,000113725 7,581697°
Total 16 0,003000059

Resultado do este t de tukey para teor fendlico total de extratos de Glycine max e
padrdes de isoflavonas. Os contrastes representam mg de EAG/ g de amostra em
ordem crescente.*Diferenca minima significativa para tratamentos, graus de
liberdade e 95% de confianca. Valores<DMS foram omitidos.

Contrastes
C+ OEGe OETa OECa

94,3 111 8,2 6,6

C+ 94,3
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OEGe 111 88,000 - . -

OETa 8,2 83,000 3,000 - -

OECa 6,6 86,000 5,000 2 -
DMS* 1,11

Curvas de reducéo do radical DPPH.

Redugéo do radical DPPH

100 1

a t

%AAD
&

@®E53; v=100,13In[x} +22,762; R*= 0,958
A& ES4; v=106,38In[x) + 17 599; R* = 0,986

M ES8;v=281,827In[x)-27 585;R*=0,990

-140

0 02 04 06 0,8 1 12 1,4 1,6 1,8 2
Concentracdo (mg/mL)

Valores nominais para a curva analitica de Daidzeina em HPLC-UV a 256 nm

Concentracao Al A2 A3 Meédia DP  CV (%)
(Hg/mL)
500 419 421 424 21 262 062
100 887 867 882 878 105 120
150 127x10°  120x10°  130x10°  128x10° 169 132
200 180x10°  182x10°  183x10°  182x10° 144 079
250 237x10°  235x10°  220x10°  2.34x10° 416 178
300 276x10°  276x10°  270x10°  2.74x10° 309 143
400 358x10°  352x10°  364x10°  358x10° 567 159
500 458x10°  450x10°  445x10°  454x10° 77 170
80.0 7.05x10°  7.23x10°  7.40x10°  7.13x10° 96 135

Analise de variacdo para a curva analitica de Daidzeina

ANOVA
Fonte da variacéo gl SQ MQ F F de significacio
Regressdo 1 9,98x10"  9,98x10’ 4,51x10° 9,33x10%°
Residuos 25 553x10°  2,21x10*
Total 26 1,00x108

Valores nominais para a curva analitica de Glciteina em HPLC-UV a 256 nm

Concentragao Al A2 A3 Média  DP CV (%)
(pg/mL)
2.0 262 265 270 266 38 141

50 755 750 747 750 4,0 0,53
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9,0 1,38x10°  1,39x10° 1,39x10° 1,39x10° 4,0 0,286
10,0 1,63x10°  1,57x10° 1,54x10° 1,58x10° 45,8 2,90
15,0 2,46x10°  2,40x10®° 2,42x10° 2,43x10° 28,3 1,17
20,0 3,21x10°  3,25x10°  3,25x10°  3,24x10°®° 22 0,69
50,0 8,16x10°  8,09x10° 8,05x10® 8,10x10°®° 56 0,69
80,0 1,27x10*  1,28x10*  1,28x10* 1,28x10* 82 0,64

100,0 1,55x10*  1,55x10*  1,55x10* 1,55x10* 22 0,143

Analise de variacdo para a curva analitica de Gliciteina
ANOVA
Fonte da variacdo gl SQ MQ F F de significacao
Regressdo 1 7,38 x108 7,38 x108 3,42 x10* 2,27 x10°%®
Residuos 24 5,18 x10° 2,16 x10*
Total 25 7,39 x108

Valores nominais para a curva analitica de Genisteina feita em HPLC-UV a 256
nm.

Concentracéo -

(Lg/mL) Al A2 A3 Média DP CV (%)
1,0 128 125 124 126 2,3 1,86
2,0 292 299 298 297 4,1 1,38
3,0 4,95x10° 4,96x10? 4,93x10? 4,95x10? 1,98 0,401
50 8,84x10° 8,81x10° 8,87x10? 8,84x10° 31 0,35
10,0 1,83x10° 1,82x10° 1,86x10° 1,84x103 19,0 1,04
20,0 3,84x10° 3,87x10° 3,87x10° 3,86x10° 17 0,45

50,0 9,28x10° 9,55x10° 9,27x10° 9,37x10° 157 1,67
80,0 1,52x10* 1,51x10* 1,51x10* 1,5x10* 64,7 0,43
100,0 1,92x10* 1,86x10* 1,92x10* 1,90 x10* 343 1,805

Analise de variacdo para a curva analitica de Genisteina

ANOVA
Fonte da variagdo gl SQ MQ F F de significacao
Regressao 1 1,23x10° 1,23x10°  8,35x10* 1,41x10%
Residuos 25 3,67x10°  1,47x10*

Total 26 1,23x10°

Anélise de variacdo para a determinacéo do teor de Daidzeina em extratos de G.
max

ANOVA
Fonte da variacéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 24692632 2 1,23E+07 7,76E+01 2,61E-03 9,55E+00
Dentro dos grupos  477415,9 3 1,59E+05
Total 5
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,924 min. O padrdo de fragmentacdo € atribuido a molécula de
daidzeina.
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 2,2 min. O padrdo de fragmentacdo é atribuido a molécula de
gliciteina.
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 3,5 min. O padrdo de fragmentacdo é atribuido a molécula de
genistina.
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,1 min. O padrdo de fragmentacao € atribuido a molécula de daidzina.
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,7 min atribuido a glicitina.
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,2 min. O padrdo de fragmentacdo € atribuido a molécula de
genisteina
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,3 min. O padrdo de fragmentacdo é atribuido a molécula de
acetildaidzeina.
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Espectro de massa de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,4. O padrdo de fragmentacdo é atribuido a molécula de
acetilglicitina
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,6. O padrdo de fragmentacdo €é atribuido a molécula de
acetilgenistina.
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,8. O padrdo de fragmentacdo é atribuido a molécula de
malonildaidzina.
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Espectro de massas de Glycine max. Obtido para pico presente no tempo de
retencdo de 1,9 min. O padrdo de fragmentacdo é atribuido a molécula de
malonilgenistina.
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