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RESUMO
Os compostos cumarinicos sdo amplamente encontrados em diferentes espécies botanicas e
suas propriedades bioldgicas empregam um grande valor econdmico na produgdo de
medicamentos, assim como o uso na formulagao de produtos cosméticos como fragrancias
devido ao seu odor semelhante ao da baunilha. Neste trabalho, realizamos a extragdo de uma
fragdo rica em cumarina do extrato alcoo6lico do guaco. Posteriormente realizou-se a purificagao
da lecitina de soja organica, para a obtencao de fosfolipidios. Em seguida, a lecitina de soja foi
interagida com cumarina (1-Benzopyron-2-one), pelo método de evaporacdo em fase reversa
para producao de lipossomas. As amostras obtidas foram caracterizadas por analise fitoquimica
para a indicacdo de compostos cumarinicos, Cromatografia de Camada Delgada (CCD), e
Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta Visivel (UV-VIS), Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier (FT-IR), Potencial Hidrogenionico (pH), condutibilidade,
didmetro médio das particulas, indice de Polidispersdo (PD.I) e Potencial Zeta (PZ). Os
resultados foram positivos para a presenga de compostos cumarinicos no extrato do guaco. Para
as amostras de lecitina de soja purificada obtivemos fosfatidilcolina de baixa pureza, com um
rendimento de 47,82%, que apods interagidas com cumarina as andlises de UV-VIS e FT-IR
indicam uma possivel interagdao entre a lecitina de soja € a cumarina. O monitoramento das
amostras foi realizado por pH, condutibilidade, didmetro médio, PD.I e PZ foram de 6,063 +
0,015; 0,038 + 0,004 mS.cm';464,978 + 18,787 nm; 0,512 + 0,025; -66,425 + 5,133 mV,
respectivamente. Conclui-se que ocorreu a interagao entre a lecitina de soja com a cumarina e
as solucdes possui futuro potencial cosmético para o tratamento do envelhecimento precoce. O
trabalho foi realizado na Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Realeza, dentro do
Grupo de Pesquisa em Quimica Tecnologica e Ambiental (GPQTA), sendo apresentado como

trabalho de conclusao de curso de licenciatura em quimica.

Palavras-chave: Caracterizacdo. Cosmético. Cumarina. Interagdo. Lecitina de soja.



ABSTRACT

The coumarin compounds are widely found in different botanical species and their biological
properties employ a great economic value in the production of medicines, as well as the use in
the formulation of cosmetic products as fragrances due to their odor similar to that of vanilla.
In this work, we perform the extraction of a fraction rich in coumarin of the alcoholic extract
of the guaco. Subsequently, organic soya lecithin was purified to obtain
phospholipids. Soybean lecithin was then interacted with coumarin (1-Benzopyron-2-one) by
the reverse phase evaporation method for liposomes production. The samples obtained were
characterized by phytochemical analysis for indication of coumarin compounds, Delgada Layer
Chromatography (CCD), spectroscopy analysis in the Visible Ultraviolet Region (UV-VIS),
Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FT-IR), Hydrogen Potential (pH), Conductivity,
Average Particle Diameter, Polydispersion Index (PD.I) and Zeta Potential (PZ). The results
were positive for the presence of coumarin compounds in the guaco extract. For purified soya
lecithin samples we obtained phosphatidylcholine of low purity, with a yield of 47,82%, that
after interacting with coumarin the UV-analysisVIS and FT-IR indicate a possible interaction
between soya lecithin and coumarin. The monitoring of the samples was performed by pH pH,
conductivity, mean diameter, PD. I and PZ were 6,063 £0,015; 0,038 = 0,004 mS.cm™'; 464,978
+ 18,787 nm; 0,512 £ 0,025; -66,425 5 + 5,133 mV, respectively. It is concluded that the
interaction between soybean lecithin and coumarin has occurred and the solutions have future
cosmetic potential for the treatment of early aging. The work was conducted at the Federal
University of Fronteira Sul - Campus Realeza, within the Grupo de Pesquisa em Quimica
Tecnologica e Ambiental (GPQTA), and was presented as a work of completing a degree in

chemistry.

Keywords: Characterization. Cosmetic. Coumarin. Interaction. Soya lecithin.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia ¢ uma ciéncia que estd em crescente desenvolvimento nas tltimas
décadas em diferentes paises. A manipulagdo de materiais em escala nanométrica atribui
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, tornando-os versateis para a aplicabilidade em
diferentes setores industriais, como o setor quimico e petroquimico, téxtil, de energia, de
agronegocio, de pigmentos e tintas, de saneamento basico, de producdo de medicamentos e
cosméticos, (ZANETTI-RAMOS & CRECZYNSKI-PASA, 2008; BERGMANN, 2008) dentre
outros.

O emprego da nanotecnologia no desenvolvimento de medicamentos e cosméticos em
escala nanométrica, contribui para uma melhora na penetrabilidade dos ingredientes ativos na
pele ou cabelo, melhora na estabilidade dos principios ativos empregados, melhoria da eficacia,
das caracteristicas sensoriais € do controle da liberagdo dos ativos (BARIL et al., 2012;
WISSING & MULLER, 2003; ROSSI-BERGMANN, 2008).

Uma das aplicabilidades da nanotecnologia na industria de cosméticos ¢ no
desenvolvimento de veiculos ou excipientes em escala nanométrica, como lipossomas,
nanoesferas, nanocéapsulas, entre outros (OLIVEIRA, 2004; BARIL et al., 2012; WISSING &
MULLER, 2003; ROSSI-BERGMANN, 2008), com a finalidade de proteger os principios
ativos da oxidacao ou de outras reagdes que possam gerar produtos indesejaveis (OLIVEIRA,
2004).

Estes veiculos ou excipientes podem ser obtidos da extracao de recursos naturais, como
plantas, fungos, animais e entre outros. Dentre estes, a lecitina de soja ¢ uma das matérias-
primas que pode ser empregada na formulacdo destes veiculos ou excipientes, devido a sua
composi¢cdo quimica ser composta por uma mistura de fosfolipidios, triglicerideos, acidos
graxos, compostos oxigenados e entre outros (LOPES, 2008; SCHOLFIELD, 1981), que podem
ser empregados para a produgdo de lipossomas (MERTINS, 2008), como veiculos para
principios ativos.

Os principios ativos empregados nas formulagdes de cosméticos ou medicamentos,
muitas das vezes sdo toxicos, além de possuir uma alta absor¢do pelo organismo (SOUZA,
2005, LAKE, 1999; COHEN, 1979), podendo causar grandes riscos a saide. Porém em baixas
concentragdes e por meio de liberagdo controlada o mesmo pode ser empregado para o
tratamento de diversos problemas. Dentre os diversos tipos de principios ativos a cumarina ¢é
um composto que pode ser obtido através de uma variedade de plantas e fungos, atribuindo a

molécula diferentes propriedades bioldgicas como, antiespasmodica, antiedematogénica,
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broncodilatadora, espasmolitica, vasodilatadora, antiofidica, antimicrobiana, relaxante
vascular, hipolipidémica, hipotensora, inibidor da peroxidagdo lipidica, inibidores de anion
radical superoxido, quelante de ions ferro, anti-HIV (SIMOES et al., 2004, ABOY et al., 2002),
porém a mesma ¢ toxica em elevadas concentragdes (LAKE, 1999; COHEN, 1979).

O presente trabalho, tem como foco a extragdo de compostos cumarinicos presentes no
guaco ¢ a interagdo da cumarina (1-Benzopyron-2-one) com lecitina de soja organica, com
finalidade futura de aplicagdo cosmética para a reducao ou eliminacao da peroxidagao lipidica
e da formacao de anion radical superoxido na pele, que sdo os principais agentes causadores do
envelhecimento precoce, trazendo grandes problemas a este 6rgao (MOUAD & PORTO, 2014).

Este trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus
Realeza, no Grupo de Pesquisa em Quimica Tecnologica e Ambiental (GPQTA), que vem
desenvolvendo diversos estudos em nanotecnologia, producdo de veiculos de fontes naturais
para diversas aplicabilidades, obten¢ao de principios ativos de plantas, entre outros estudos de

diversas areas do conhecimento.
1.1.  OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Estudar a extracdo de compostos cumarinicos do guaco e a interagdo de cumarina com

lecitina de soja organica, através do processo de evaporagdo em fase reversa.

1.1.2. Objetivos Especificos

e [Extrair cumarinas naturais do guaco;

e (Caracterizar as cumarinas naturais, através de analise fitoquimica e espectrometria UV-
VIS;

e Purificar a lecitina de soja organica bruta;

e (Caracterizar a lecitina de soja organica purificada, através de Cromatografia de Camada
Delgada (CCD);

e Interagir a cumarina com a lecitina de soja orgénica, através do método de evaporacao
em fase reversa;

e (aracterizar as solugdes obtidas através das andlises de FT-IR, UV-VIS, pH,

condutibilidade, DLS, PZ.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.  COSMETICOS

Ha uma crescente preocupagdo com o bem-estar e saude da pele, que ¢ o maior 6rgao
do corpo humano. De acordo com Barbosa (2011), a pele é dividida em trés camadas
fundamentais; epiderme, derme e hipoderme, desempenhando diferentes fungdes como,
termorregulagdo, equilibrio hidro-eletrolitico, controle hemodindmico, metabolismo
energético, sistema sensorial e defesa contra agressdes externas. Porém, quando a mesma sofre
alguma mudanca como forma de adaptacdo para combater algum tipo de alteracdo, seja fisico-
quimico ou biolégico, podem ocorrer danos celulares que podem ou ndo ser revertidos
dependendo do estagio que se encontra (BARBOSA, 2011). Portanto, se faz necessario a
producdo de produtos que venham atender essa demanda, onde os cosméticos sdo grandes
promissores na preveng¢ao, controle e inibi¢do destes danos.

Os cosméticos sao relatados a muitos anos no uso para a prote¢ao de danos externos e
para mudanga da estética da pele. No Antigo Egito, os registros relatam o uso de sais de
antimonio empregados para pintura dos olhos, assim como o uso de gordura vegetal e animal,
entre outros materiais para a produgdo de cremes para a prote¢ao da pele das altas temperaturas
do deserto (GALEMBECK & CSORDAS, 2011) e como forma de protecao e intimidacao
contra os “inimigos” (SATHLER, 2018).

Porém para ser comercializado necessita de uma regulamentagao, registro, fiscalizagao
e monitoramento, no Brasil o 6rgdo responsavel ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), vinculada ao Ministério da Saude, que disponibiliza esse acompanhamento de
informagao e dados para os varios tipos de produtos produzidos em territorio nacional. Segundo
a Resolugao Diretoria Colegiada (RDC) 211, de 14 de julho de 2005, da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os cosméticos sdo:

Preparacdes constituidas por substincias naturais ou sintéticas, de uso externo nas
diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgios genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou
principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir odores
corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado.

O 6rgdo ANVISA classifica os cosméticos em dois grupos: produtos de grau I e grau I1
(RDC 211, de 14 de julho de 2005). Os produtos caracterizados por possuirem propriedades
basicas ou elementares, ndo necessitando comprovacdo de seguranca e/ou eficiéncia, sdo
classificados por produtos de grau I, pertencente a este grupo sdo, dgua de colonia, dgua
perfumada, perfume, extrato aromatico, desodorante corporal, xampu e entre outros. Os

produtos caracterizados por possuirem, indicagdes especificas, cujas caracteristicas exigem
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comprovagdo de seguranca e/ou eficdcia, sdo classificados como produtos de grau II, os
produtos pertencentes a este grupo sdo, agua oxigenada 10 a 40 volumes, enxaguatdrio bucal
anti-séptico, removedor quimico de manchas de nicotina, maquiagem com fotoprotetor, entre
outros.

A formulagdo de um cosmético pode ser constituida por principios ativos (composto
com atividade especifica), adjuvantes (espalhante, umectante, detergentes, espalhante,
umectante, detergentes, dispersantes, aderentes, 6leo mineral ou vegetal, sulfato de amonio e
uréia, entre outros), veiculos e conservantes. Porém quando os cosméticos possuem em sua
formulagao principios ativos, pode ocorrer de os mesmos serem instaveis, irritantes para a pele,
ou podendo reagir com o restante da formulagdo, causando lesdes ao organismo (OLIVEIRA,
2004).

Uma estratégia para proteger estes principios ativos da oxidacao, ou de outras reagdes
que possam gerar produtos indesejaveis e permitindo a sua liberacdo controlada, ¢ o emprego
da encapsulacao de principios ativos em algum tipo de veiculo (OLIVEIRA, 2004), facilitando
sua absor¢do e penetrabilidade do produto.

Algumas formas de veiculos empregados sdo: as emulsdes 6leo/agua ou agua/oleo,
sistemas de hidrogéis, emulsdes multiplas, lipossomas, microcapsulas, complexos moleculares
e nanoparticulas (OLIVEIRA, 2004; BARIL et al., 2012; WISSING & MULLER, 2003;
ROSSI-BERGMANN, 2008).

2.1.1. Nanotecnologia aplicada a producao de cosméticos (Producio de nanocosméticos)

A Nanotecnologia pode ser empregada nas mais diferenciadas formas. Em cosméticos,
uma das aplicacdes ¢ no desenvolvimento de veiculos ou excipientes em escala nanométrica,
que atribui ao produto uma melhor penetrabilidade dos ingredientes ativos na pele ou cabelo,
melhora na estabilidade e eficdcia dos principios ativos empregados, bem como na sua
caracteristica sensorial e no controle da liberagdo dos ativos na pele ou cabelo (BARIL et al.,
2012; WISSING & MULLER, 2003; ROSSI-BERGMANN, 2008). Estas vantagens atribuiram
aos produtos alto valor econdmico.

Os sistemas nanoestruturados mais empregados na producdo de cosméticos sao
nanocapsulas, nanoesferas, nanoparticulas lipidicas so6lidas, nanoemulsdes, microemulsdes,
lipossomas e niossomas (DAUDT et al., 2013). Dentre os sistemas nanoestruturados, os
lipossomas, em especial, sdo encontrados na formulagao de varios produtos, como tintas para
cabelos, condicionadores, cremes e lo¢des faciais, logdes pos - barba, protetores solares,

xampus, sabonetes liquidos, hidratantes para a pele, produtos antienvelhecimento e maquiagem,
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atuando como liberador do principio ativo, podendo aumentar ou repor os lipidios endogenos
do extrato corneo, hidratagdo e redugdo da secura da pele (GALEMBECK & CSORDAS, 2011;
DAUDT et al., 2013).

2.2. GUACO

O guaco “Figura 1” é um subarbusto silvestre pertencente ao género Mikania, possui
folhagem densa e perene, com caule cilindrico, ramificado e glabro, sendo encontrado
naturalmente em margens dos rios, matas primadrias, capoeiras, capoeirdes, orla de matas,
terrenos de aluvido, varzeas sujeitas a inundagdes (CZELUSNIAK et al., 2012). Sao
empregados para a producgdo de xaropes, balas, pirulitos e licores (OLIVEIRA et al., 1986).

Figura 1- A esquerda M. glomerata e a direita M. laevigata.

B R -

Fonte: adaptado de SANTOS, 2005.

As espécies de guaco possuem em sua composi¢do quimica uma gama de compostos
com diferentes aplicabilidades, sendo constituidas por um elevado teor de cumarinas, foco deste
estudo, além de triterpenos / esterdides, heterosideos flavonicos (BOLINA et al., 2009), acido
cupressé€nico, acido caurendico, ésteres diterpénicos, entre outros (BIGHETTI, 2004), que
atribuem diferentes atividades farmacologicas como antiespasmodica, antiedematogénica,
broncodilatadora, espasmolitica, vasodilatadora, antiofidica e antimicrobiana (ABOY et al.,

2002).

2.2.1. Cumarinas

As cumarinas s3o compostos quimicos de alta estabilidade, baixo custo e com odor
semelhante ao da baunilha, devido a esta caracteristica, por muito tempo foi utilizada na
producdo de alimento, empregando—as como aromatizantes ¢ na formulacdo de cosméticos,

medicamentos e produtos de limpeza (SIMOES et al., 2004, SPROLL et al., 2008). Na industria
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cosmética sdo empregados em desodorantes antiperspirantes, produtos para banho, loc¢des
corporais, cremes faciais, spray de cabelo, xampus, gel de banho, entre outros, atuando como
fragrancia, além de possuirem uma diversidade de propriedades bioldgicas e com elevada
absorcdo e extensividade pela pele (SOUZA, 2005).

Atualmente o uso de cumarinas para formulagdo de alimentos ¢ proibido, baseado em
relatos de hepatotoxicidade em ratos, em estudos realizados nos Estados Unidos da América
em 1954 (LAKE, 1999; COHEN, 1979). Para a industria farmacéutica o grande potencial das
cumarinas ¢ devido suas propriedades biologicas como imunossupressora, relaxante vascular,
hipolipidémica, hipotensora, inibidor da peroxidacdo lipidica, inibidores de é&nion radical
superoxido, quelante de fons ferro, anti-HIV (SIMOES et al., 2004), tornando-os compostos de
grande interesse de estudos. Um exemplo é o medicamento Varicoss® indicado para o
tratamento de sindromes varicosas, varizes, hemorrdidas, flebites, tromboflebites, periflebites,
sindromes pré-flebiticas, estases linfaticas, linfangites, linfadenites, linfedemas, estases
venosas, edemas, profilaxia de trombose pré e pds-operatoria e na gravidez; profilaxia e
tratamento de edemas e estases, na forma comercial.

Cumarinas sdo compostos que podem ser obtidos através de sinteses organicas, ou via
biossintese. Nos vegetais, frutos, plantas e fungos, constitui o metabdlito secundario
desempenhando fungdes diretas nos mecanismos de regulacao e manutengao da planta (DIAS,
2015). O processo de biossintese da cumarina, ocorre por meio da glicosilagdo seguido da
isomerizagio do acido o-cumarico, formando através da lactoniza¢io as cumarinas (SIMOES
et al., 2004; CZECUSNIAK, et al.,, 2012).

Na producao de cumarina via sintese organica, algumas metodologias mais empregadas
sdo baseadas nas reacdes de Perkin, Pechmann e de Knoevenagel (PERKIN, 1868, VIEIRA,
2010; VIANNA 2011). A reagao de Perkin consiste na formagdo de cumarinas, através da
reacdo de sal de sodio de salicilaldeido em anidrido acético. Ja a reacdo de Pechmann, para
produgdo de cumarina consiste na condensagao de compostos fendlicos com um B-ceto ésteres,
na presenga de um acido. A producdo de cumarina pela reagdo de Knoevenagel, emprega a
condensacdo de aldeidos com grupamentos metileno ativo na presenca de um catalisador, onde
os catalisadores utilizados podem ser tanto bases fracas ou combinacdo de amidas e acidos

carboxilicos de Lewis.

2.2.1.1. Estrutura e classifica¢do das cumarinas

As cumarinas sdo divididas em quatro grupos especiais, o das cumarinas simples, das

furanocumarinas, piranocumarinas e cumarinas substituidas no anel lactona, estes quatro
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grupos possuem em comum o niicleo cumarinico, “Figura 2A”, com um anel aromatico fundido
a um anel lactona condensado (LAKE, 1999).

A cumarina 7 — Hidroxicumarina (Figura 2B), ¢ um exemplo de cumarinas simples
hidroxiladas no anel benzénico, este grupo ¢ caracterizado por ser derivado hidroxilado,
alcoxilado ou alquilado no anel de benzeno (LACY & O’KENNEDY, 2004), sendo estes
facilmente encontrados em plantas (SIMOES et al, 2004).

As furanocumarinas, possuem um anel de furano de cinco membros, ligado ao anel
aromatico do nucleo cumarinico. O Psoraleno (Figura 2C) ¢ um exemplar linear deste grupo, ja
a Angelicina (Figura 2C) ¢ um composto angular que pertence a este grupo (LACY &
O’KENNEDY, 2004).

As piranocumarinas possuem um anel pireno de 6 membros, ligado de forma linear ou
angular com o anel aromatico do nicleo cumarinico. Exemplos de compostos pertencentes a
este grupo € a Seselina e a Xantiletina (Figura 2D) (LACY & O’KENNEDY, 2004).

A Varfarina (Figura 2E) ¢ um representante do grupo das cumarinas substituidas no anel
lactona, os substituintes sdo principalmente encontrados nos carbonos 3 e 4 do anel lactona
(LACY & O’KENNEDY, 2004).

As diferengas encontradas nos diferentes tipos cumarinas se devem a natureza e posi¢ao
do grupo substituintes, atribuindo as mais variadas caracteristicas fisico-quimicas, conferindo-

lhes assim um espectro UV caracteristico (SIMOES et al., 2004).
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Figura 2- Representa¢do das estruturas moleculares de diferentes compostos

cumarinicos.
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Fonte: autor.
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2.2.1.2 Identificagdo e isolamento de cumarina de extrato de plantas

As cumarinas podem ser identificadas qualitativamente, por exposicdo em luz
ultravioleta, no comprimento de onda de 360 nm, em meio alcalino. A observagdo de cumarinas
em meio alcalino, ocorre devido ao rompimento do anel lactonico que pode ser revertido pela
adicdo de uma substancia acida. Em meio alcalino na presenga de luz UV, desenvolvem uma
fluorescéncia azul-brilhante, verde, amarela ou roxa, que pode ser realcada na presenca de vapor
de aménio (SIMOES et al., 2004; BARBOSA et al. 2001).

Como as cumarinas sdo consideradas metabodlitos secundarios, existem cerca de 1300
tipos de cumarinas ja identificados em diferentes espécies de fungos, vegetais e bactérias,
predominantemente em angiospermas na forma estrutural mais simples (SIMOES et al., 2004;
CZECUSNIAK, et al. 2012). Sao facilmente extraidas com solventes organicos e o teor ¢
influenciado pelo meio em que a planta se encontra, pois quanto maior a incidéncia solar maior
o teor de cumarina presente na planta, favorecendo um rendimento maior na extracao
(CZECUSNIAK, et al. 2012).

Nos estudos realizados por Bighetti (2004), o mesmo realizou a extragdo de uma fracao
rica em cumarinas empregando um extrato alcoolico seco de Mikania laevigata schultz bip.
(Guaco), solubilizado em cloroférmio em meio basico e apds seguidas extragao com fragdes de
cloroférmio, a parte aquosa obtida foi acidificada e realizadas a extragdo com cloroféormio,
evaporando o solvente e purificada em metanol, obtendo uma fragado rica em cumarina.

Outro método simples de extracdo de cumarina, ¢ abordado no trabalho de Baggio
(2014), que obteve através da maceragao do material vegetal e seco da Pterocaulon balansae
(Asteraceae), empregando n-hexano e diclorometano, caracterizados por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia.

2.3.  LECITINA DE SOJA

O termo lecitina ¢ atribuido a uma mistura de fosfolipidios que sdo encontrados em
grande abundancia na natureza, principalmente nas membranas celulares de praticamente todas
as células vivas, além de ser encontrado em diversos alimentos, como na gema de ovo,
chocolate, soja, entre outros (MOTTA, 2012). A soja ¢ um alimento que estd presente
diariamente, nas refei¢des dos brasileiros, em especial nos paes e em outras comidas. A lecitina
obtida da soja, ¢ extraida do 6leo bruto obtido da prensagem da soja (LOPES, 2008).

Neste trabalho empregamos da lecitina de soja organica bruta, fornecida pela industria

Gebana Brasil, que possuem um acordo de cooperagdo técnico com a Universidade Federal da
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Fronteira Sul, através do GPQTA. O nome “lecitina de soja organica”, deve-se que a matéria-
prima fornecida pela industria é produzida livre do uso de agroquimicos.

O emprego industrial da lecitina ¢ dado pelas suas propriedades emulsificantes,
solubilizante e emolientes, com uma vasta aplicabilidade nas industrias farmacéuticas,
cosméticas e de alimentos (ZULIAN, 2016; GALEMBECK & CSORDAS, 2011). As
propriedades da lecitina de soja sdo atribuidas a sua composi¢do quimica, composta por uma
mistura de fosfolipidios que variam de 65 a 75 % da composicao, de triglicerideos, de acidos
graxos, de compostos oxigenados, entre outros (LOPES, 2008; SCHOLFIELD, 1981).

As moléculas de fosfolipidios que constituem a lecitina de soja possuem carater
anfifilico, a parte correspondente polar da molécula é composta por grupamentos funcionais
ligados ao grupo fosfato, atribuindo a formacdo de diferentes fosfolipidios, como a
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol e acido fosfatidico,
(Figura 3). A parte com carater apolar dos lipideos sdo compostos por acidos graxos ligados ao
glicerol, que varia de acordo com a saturacdo do carbono e pelo tamanho da cadeia dos residuos

R, e R.(hidrocarbonetos) do acido graxos (RECKZIEGEL, 2015).
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Figura 3- Representagdo estrutural dos diferentes tipos de fosfolipidios. A posicao indicada pela
letra X na figura ¢ a variadvel que da origem a: (A) acido fosfatidico, (B) fosfatidiletanolamina,

(C) fosfatidilcolina, (D) fosfatidilserina, (E) fosfatidilinositol
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Fonte: autor.

A solubilidade dos fosfolipidios em solventes organicos varia de acordo com o grupo
polar e com a composi¢ao do acido graxo que os constitui. Em meio aquoso os mesmos sao
insoluveis, porém em solventes organicos com a presenca de agua, sdo capazes de formar
micelas (MOTTA, 2012; MERTINS, 2004).

Devido ao crescente uso da lecitina de soja e seus de derivados, principalmente na
produgdo de cosméticos € medicamentos, diversos estudos vém sendo realizados com o intuito
de purifica-la, visando a obtenc¢do de uma fracdo rica em fosfolipidios.

Um método muito usado para purificagao da lecitina de soja, ¢ a remogao dos soliveis
em acetonas, prescrito por Castejon (2015), que determina que a parte insoluvel corresponde a
uma estimativa aproximada da massa molecular média dos fosfolipidios.

Mertins e colaboradores (2008) realizaram dois métodos diferentes de purificagdo um

por extragdo, empregando a solubilizagdo em acetato de etila e assim obtendo uma fase rica em
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fosfolipidios, porém de baixa pureza, que foi formado pela adicdo de dgua e posteriormente,
com a remoc¢do do soliveis em acetona. O segundo método prescrito foi o da purificagdo por
coluna cromatografica, solubilizando a lecitina de soja bruta com cloroférmio e eluidas com
uma mistura de cloroférmio, metanol e dgua, obtendo uma fracdo rica em fosfolipidios de

elevada pureza.

2.3.1. Lipossomas de lecitina de soja

Uma das grandes utilidades da lecitina de soja é o emprego para a formacdo de
lipossomas (MERTINS, 2004). Os lipossomas (Figura 4 € 5), sdo vesiculas compostas de uma
ou mais bicamadas lipidicas, constituido de um nicleo aquoso. Sdo formados principalmente
por moléculas de fosfolipidios, principalmente daquelas que apresentam uma forma cilindrica,
como as fosfatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina (BATISTA, DE
CARVALHO & MAGALHAES, 2007, MEDEIROS, PATERNO & MATTOSO, 2006,
MERTINS, 2004).

Figura 4- Representacdo de um lipossoma, cortado ao meio.

Fonte: MERTINS, 2004.

Os lipossomas sdo empregados para encapsular substancias de carater hidrofilicas e/ou
lipofilicas, sendo que na parte interna e externa, ocorre a interacdo com as moléculas
hidrofilicas e entre as camadas fosfolipidica ocorre a interagdo ou absor¢do de compostos
hidrofobicos, além destes tipos de interagcdo a superficie dos lipossomas pode ser modificada,
por meio de ligagdo de compostos (BATISTA, DE CARVALHO & MAGALHAES, 2007;
MEDEIROS, PATERNO & MATTOSO, 2006).
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Figura 5- Representacdo da bicamada fosfolipidica, e seu carater hidrofilico e
hidrofébico.
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Fonte: GRACA & FERREIRA, 2015.

Um método bastante utilizado para a formagao de lipossomas € o método de evaporagao
em fase reversa. Este método foi prescrito por Szoka e Papahadjopoulos (1978), o qual consiste
no primeiro momento (Figura 6-1) em solubilizar os fosfolipidios em um solvente organico
como éter dietilico ou éter isopropilico. Além destes solventes podem ser empregados acetato
de etila, halotano ou trifluorotricloroetano (MERTINS, 2004). Apds a fase aquosa ser
adicionada na solugdo organica “Figura 6-2”, esta fase aquosa pode conter materiais a serem
encapsulados como principios ativos. Em seguida a solugdo ¢ submetida a tratamento banho
ultrassonico (Figura 6-3), por um periodo determinado de tempo. Apds o solvente ¢ evaporado
(Figura 6-4) ocorrendo a formagdo de um organogel “Figura 6-5”, em seguida solubilizado em
solugdo aquosa para que ocorra a formagdo de uma suspensdo de lipossomas (Figura 6-6).
Mertins (2004) propds uma hipotese de como seria a formacao dos lipossomas, empregando

quitosana em meio aquoso.
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Figura 6- Etapas da hipdtese da formagao do lipossoma com quitosana.
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Fonte: MERTINS, 2004.
2.4.  CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA (CCD)

A cromatografia compreende um grupo diversificado e importante de métodos que
permitem a separagdo, identificacdo e determinacdo de componentes muito semelhantes de
misturas complexas. A amostra ¢ transportada por uma fase movel, que pode ser um gas, um
liquido ou fluido supercritico. Essa fase movel ¢, entdo, forcada a passar através de uma fase
estacionaria imiscivel fixa, colocada em uma coluna ou sobre uma superficie sélida. As duas
fases sdo escolhidas de modo que os componentes da amostra distribuam-se entre as fases
movel e estacionaria em graus variados (PERES, 2002; HOLLER, 2009).

Sao empregados em diferentes estudos para a identificagdo de composto através da
comparacdo com padrdes pré-determinados, purificacdo de compostos indesejaveis de uma
substancia e separa¢do de componentes de uma mistura (DEGANI, CASS & VIEIRA, 1998).

Uma classificagdo mais fundamentada dos métodos cromatograficos baseia-se no tipo
de fase movel e estaciondria, e nos tipos de equilibrios envolvidos. Sdo trés classificagcdes
gerais: cromatografia gasosa, cromatografia liquida e cromatografia com fluido supercritico
(PERES, 2002). Neste estudo empregamos a cromatografia de camada delgada, sendo estd um
tipo de cromatografia liquida, com o objetivo de identificagdo da presenca de compostos
fosfolipidios.

A cromatografia em camada delgada (CCD) ¢ um método fisico—quimico de adsorc¢ao

liquido—solido, a separagdo dos compostos se dé pela diferenca de afinidade dos componentes
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de uma mistura pela fase estacionaria que ¢ formada por uma fina camada de um soélido
granulado como silica, alumina, poliamida, entre outros, depositado sobre um suporte inerte, a
fase movel empregada deve ser de acordo com a substancia que deseja-se separar, geralmente
a fase movel é uma mistura de mais de dois diferentes tipos de eluentes (DEGANI, CASS &
VIEIRA, 1998, PERES, 2002).

Apds a separacdo, para a identificagdo de muitos compostos organicos € necessario o
emprego de processos de revelagcdo, alguns métodos usados sdo a utilizagdo de placas
fluorescentes, ou empregando atmosfera de iodo (DEGANI, CASS & VIEIRA, 1998), neste

estudo utilizaremos do processo de revelacao utilizando de uma atmosfera de iodo.

2.5. TECNICAS DE ESPECTROMETRIA
2.5.1. Espectrometria de absorcio molecular no ultravioleta-visivel

A espectrometria na regido do ultravioleta e visivel (UV-VIS), € uma técnica empregada
para a caracteriza¢do de substancias quimicas, principalmente nas areas de quimica, fisica,
farmacologicas, entre outras. E utilizada para diferentes tipos de analises, por ser uma técnica
quantitativa, de fAcil manuseio e de interpretacao de dados, além de seu baixo custo operacional
(GALO & COLOMBO, 2009).

E empregada para a quantificagdo de metais presente nas formulagdes dos produtos
cosméticos (ALMEIDA et al., 2019), o uso desta técnica de andlise, ajuda a reduzir o risco da
comercializacao de produtos com elevado nivel de metais toxicos ou bioacumulantes para o
organismo, como Cd, Co, Cr, Ni, As, Hg ¢ Pb. Ela ¢ usada para o estudo de reatividade de
produtos quimicos e de sistema biologicos, descrigdo de mecanismos e cinética de reacdes
biolégicas complexas, mudanca estrutural e a formacao de complexos quando as substancias
analisadas reagem entre si (KAUR, K. ef al., 2015; LI, X. et al., 2011; HU, Y. J. et al., 2004;
GALO & COLOMBO, 2009).

A espectrometria UV-VIS ¢ fundamentada pela Lei de Beer-Lambert e usa de fungdes
matematicas para medidas de absor¢do de radiacdo nas regides do ultravioleta-visivel e
infravermelho de amostras nos estados liquido, solido ou gasoso (ROCHA & TEIXEIRA,
2004). A absorbancia de espécies quimicas, constituidas por um unico grupo croméforo €
determinado pela “Equagdo 17, onde a absorbancia ¢ diretamente proporcional ao comprimento
do caminho optico da cela (b), a absortividade molar (£) e (c) a concentragdo molar do soluto
(PAIVA et al. 2010).

A = Ebc Equagdo 1.
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Para espécies constituidas de dois ou mais grupos crom6foros em sua composicao, a
absorbancia da amostra e diretamentamente proporcional a somatoria individual do
comprimento do caminho 6ptico da cela (b), da absortividade molar (€) e a concentracdo molar
(c) do soluto de cada croméforo constituinte na amostra, sendo definida pela “Equacdo 2”
(GALO & COLOMBO, 2009).

A = XEbc Equacao 2.

Os espectros sdo obtidos quando uma radiagdo eletromagnética na regido do UV ou
visivel, que compreende entre os comprimentos de onda de 190 nm a 800 nm, passam por um
determinado caminho Optico (cela) contendo substancias quimicas, entre eles o analito de
interesse compostas por grupamentos cromoforos, que sdo grupos insaturados covalentes
responsaveis pela absorcao eletronica (exemplo, C=C, C=0 ou NO3), absorvem parte dessa
radiacdo. Estéd radiagdo absorvida causa uma promog¢ao dos elétrons dos orbitais ocupados de
maior energia (HOMO), para um orbital desocupado de menor energia (SHRIVER & ATKINS,
2003; PAIVA et al., 2015), gerando um espectro caracteristico da substancia analisada.

Essa técnica ¢ usada também para a determinacdo da formacdo de complexos de
inclusdo, onde ocorre um equilibrio entre as moléculas complexadas e livres, se ocorrer a
complexacao entre as moléculas em estudo, hd uma alteracao no espectro de absor¢ao do UV-
VIS (GRILLO et al., 2008), seja na intensidade da absorbancia ou formagao de novas bandas

de absorbancia, que indicam a formagao de complexos.

2.5.2. Espectrometria no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia do infravermelho (IR) ¢ uma técnica de analise, com aplica¢des nas
industrias cosméticas, farmacéutica, tintas, téxtil, petroleo, carvao e de polimeros (SOTELO,
2006), empregada para a determinacdo e caracterizagao de compostos quimicos, sendo que a
mesma se compreende entre a regido de 4000 a 400 cm™ do espectro eletromagnético (PAIVA
et al., 2010). O espectro do IR ¢ dividido em trés regides: do IR médio (~1,5-5,6 um), do IR
distante (~5,6-1.000 pm), empregado para o estudo das rotacao e vibracdo molecular e a regido
IR préximo (~0,8-1,5 um), usado para o estudo dos harmdnicos das vibragdes moleculares
(MONTEIRO, 2015, PAIVA et al., 2010).

Neste trabalho aplicou-se a espectrometria FT-IR, que possuem alta luminosidade na
regido do IR distante, que ¢ um processo baseado na interferometria.

Os espectros obtidos dos movimentos vibracionais das ligagdes moleculares dos
compostos, sdo classificados em dois tipos de vibracdes, a vibragdo de estiramento (simétricas

e assimétricas) e o de deformacgao (simétricas e assimétricas) (MONTEIRO, 2015; PAIVA et
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al., 2010). A “Figura 7” aborda a representagdo das vibragdes de estiramento e deformagao,
para o grupamento - CH». Sendo que apenas absorve radiacao no IR as moléculas que possuem
ligagdes com um momento dipolo que muda como uma fungdo do tempo (BICAS et al., 2017,

PAIVA et al., 2010).

Figura 7- Representag@o das vibragdes moleculares do CHo.
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Fonte: adaptado de PAIVA et al., 2010.

O uso do interferometro ¢ empregado para a manipulagdo da energia enviada a amostra,
sendo que o sinal do interferograma modificado que chega ao detector, fornece informagao
sobre a quantidade de energia absorvida em cada comprimento de onda, usando da operagao
matematica conhecida como transformada de Fourier que separa as frequéncias das absor¢des
individuais contidas no interferograma (PAIVA et al., 2010; AMORIM, KLIER & ANGELIS,
2013).

2.5.3. Espectroscopia de espalhamento de luz dinimico

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS), vem se mostrando promissora na
caracterizacdo do tamanho médio das particulas. O espalhamento de luz se baseia no
movimento das particulas (DALGLEISH & HALLET, 1995) e esté relacionado a intensidade

da luz espalhada que forma um padrdo de movimento e ao movimento Browniano das
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particulas, que possibilita a determinacao do didmetro médio das particulas (GOTO, 2011;
PERES, 2013).

No DLS a intensidade da luz ¢ registrada como sendo uma fun¢do de tempo, ¢ as
flutuagdes sdo as consequéncias das concentracdes no volume da amostra gerado pelo
movimento molecular presente na amostra desejada, obtendo assim o coeficiente de difusdo das
macromoléculas ou de polimeros em solugdes, a partir da detectacdo da intensidade da luz, em
um determinado angulo (LUCAS, SOARES & MONTEIRO, 2001).

O diametro hidrodindmico médio das particulas em suspensdo, ¢ definido através da
equacdo de Stokes-Einsten com o coeficiente de difusdo translacional puro da particula (D),
expresso na “Equacgdo 3” (MATTEUCCIA, DINIS, GUIMARAES, 2017) onde K ¢ constante

de Boltzmann e n (s)a viscosidade do solvente.

_ KpT
3M(S)D0

Dy Equacao 3.

O DLS também fornece o indice de polidispersividade (PD.I) das particulas, que ¢ uma
informagao importante sobre a distribuicdo das populacdes de tamanho de particula
(ALBERNAZ, 2014). Segundo Gaumet e colaboradores (2008), considerando-se uma escala
de 0 a 1 para a polidispersao, valores inferiores a 0,1 podem estar associados a populagdes de
particulas com tamanhos homogéneos, ja valores elevados de indice de polidispersao sugerem

uma variedade de distribuicao de tamanhos.

2.5.4. Potencial zeta

O Potencial Zeta (PZ), conhecido também como potencial eletrocinético, ¢ de grande
importancia para entender a estabilidade e a agregacdes de dispersdes coloidais (JOYE &
MCCLEMENTS, 2014; KASZUBA et al., 2010), ¢ definido como a medida da diferenca
efetiva do potencial elétrico de um coldide carregado, que depende da presenca de contra-ions
ligados fortemente a si, e da densidade de carga superficial JOYE & MCCLEMENTS, 2014).
As medidas de PZ sdo uma tentativa de quantificar as interagdes, pois 0 mesmo ¢ uma medida
das forgas repulsivas entre as particulas JAHANSHAHI & BABAEI, 2008).

As particulas dispersas em meio liquido podem ser carregadas devido a adsor¢ao de ions
provenientes da solucdo ou da ionizacdo de grupamentos, encontrados na superficie das
particulas, onde a presenga destas cargas eleva a concentracdo de contra-ions, proximos a
superficie formando a dupla camada elétrica (DCE), “Figura 8, (BEDIN, 2011).

Essa dupla camada elétrica ¢ formada por duas regides, sendo a regido interna, onde os

ions estdo fortemente ligados a superficie e a regido externa, onde os ions se encontram ligados
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com uma forca de menor interagdo a superficie. Nesta regido externa (superficie de
cisalhamento hidrodindmico ou plano de escorregamento) ha um limite, onde as particulas e os
ions se encontram estaveis, ou seja, quando a particula se movimenta os ions dentro do limite
também se movimentam conjuntamente, formando um potencial e este limite ¢ chamado de
Potencial Zeta (BEDIN, 2011; KASZUBA et al., 2010).

Os valores do PZ sao influenciados por diversos parametros, como pH, for¢a ionica e
concentracdo (BHATTACHARIEE, 2016). O pH ¢ um parametro que afeta diretamente no PZ,
conforme a aumento no valor do pH a magnitude da PZ se reduz (USKOKOVIC et al. 2010),
ou seja, em meio alcalino o PZ possui valores menores que em meio acido, e em dispersao
aquosa, o pH torna-se relevante para a formulacao farmacéutica (BHATTACHARIJEE, 2016),

pois os valores de PZ influenciam no transporte dos principios ativos.
Figura 8- Representagdo esquematica da dupla camada elétrica.
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Fonte: adaptado de KASZUBA, et al., 2010.

A forca idnica ¢ um pardmetro que influéncia na DCE alterando os valores de PZ.
Conforme hd um aumento da forca idnica o PZ diminui devido a DCE estar mais comprimida,
j& com a redugdo da forca i6nica a DCE descomprime, aumentando o PZ. Ja para ions com
maior nimero de valéncia a DCE ¢ mais compacta, reduzindo a magnitude do PZ
(BHATTACHARIEE, 2016).

A concentragdo ¢ um fator que geralmente ¢ determinado por adsor¢ao de superficie e

o efeito de DCE, no geral, solu¢des em condi¢cdes diluidas, a adsorcdo superficial domina,
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portanto, com o aumento da concentragdo a magnitude do PZ aumentam (BHATTACHARIJEE,
2016).

O fundamento matematico de PZ ¢ deduzido a partir da mobilidade eletroforética (p.)
das particulas carregadas sob um campo elétrico aplicado. A p¢€ expressa pela velocidade das
particulas (um.s™) dividido pela magnitude da for¢a do campo elétrico (V.cm™), “Equacio 4”

(DELGADO et al., 2005; BHATTACHARIJEE, 2016).

14 ~
M, =+ Equagdo 4.

Onde: p.=mobilidade eletroforética; V = velocidade das particulas; E = for¢a do campo
elétrico.

Portanto, o PZ pode ser calculado através do p. obtido pela equagdo de Henry, para
particulas que nao possuam condutividade nula, “Equa¢do 5” (DELGADO et al., 2005).

u, = % €-5&0C f (Ka) Equacio 5.

Onde: & = permissividade relativa/constante dielétrica, €0 = permissividade de vacuo,
n = viscosidade a temperatura experimental, { = PZ= potencial zeta, f (Ka) = fun¢do de Henry.

Quando a espessura do DCE ¢ muito menor em comparagdo com o raio da particula,
devido a presenga de particulas maiores (at¢ 1 pum) dentro de solucdes aquosas de alta
concentragio salina (>1072 M), onde o valor de f (Ka) é de 1,5 (BHATTACHARIJEE, 2016) e
0 e € expressa pela “Equagdo 6.

u, = %Erssoi Equacao 6.

Onde: & = permissividade relativa/constante dielétrica, €0 = permissividade de vacuo,
n = viscosidade a temperatura experimental, { = PZ= potencial zeta.

Os valores de PZ encontrado, ajudam a caracterizagdo das solugdes, como a
determinacdo das cargas superficiais das particulas, importante para a determinagdo da
estabilidade dos produtos em suspensdes. Uma suspensdo com valores de potencial zeta
maiores que +30 mV ou menores que -30 mV, sdo consideradas suspensdes estaveis, devido as

solugdes desfavorecem a formagdo de agregacdo, devido as forcas de repulsdo oriundas da

densidade de carga superficial (MERTINS, 2008).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

Os materiais empregados foram agitador mecanico, baldo volumétrico, banho
ultrassonico, bomba a vacuo, bastao de vidro, béqueres, erlenmeyers, espatulas, estufa, filtro de
politetrafluoretileno! (PTFE) filtro hidrofobico 0,45 um, funil de separagio, moinho de facas,

pipetas volumétricas, papel filtro quantitativo?; placa cromatografica’.
3.1.1. Reagentes

Os reagentes empregados para o estudo da extracdo das cumarinas e da interacdo da
lecitina de soja com a cumarina foram: acetato de etila* P.A, acetona* P.A, 4gua destilada,
alcool etilico® P.A, alcool metilico* P.A, 4cido cloridrico® (HCI) P.A, cloroférmio’ P.A,
cumarina® (1-benzopyron-2-one) P.A, fosfatidilcolina® P.A, hidréxido de sédio’ (NaOH) P.A,;
iodo resublimado® P.A; lecitina de soja organica’, sulfato de so6dio'® (Na2SO4) P.A. E foram
empregadas a solucdo de 4lcool etilico 10% e 70%; solugdo de NaOH 1 mol L!; solucdo de

HCI12 mol L}, preparada a partir de seus respectivos padrdes P.A.
3.2.  METODOS
3.2.1. Extracido de cumarinas

A coleta do guaco, seguiu os parametros estipulados pelo Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2006), seguido do descarte das partes indesejaveis. Apos
a etapa de limpeza, a matéria vegetal foi deixada para secar em estufa'! de ar circulante por 72
horas na temperatura de 45°C. Apo6s, foi triturada em moinho de facas'? e armazenado em
frascos de vidro.

O extrato e o isolamento das cumarinas, foram preparados conforme prescrito por

Bighetti (2004), com algumas adaptacdes “Figura 9”: 100 g da parte aérea da planta e 500 mL

! Marca Microlab Scientific.

2 Marca Unifil.

3 DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil G/ UV2s4

4 Marca Exodo® cientifica.

5 Marca Dinamica®.

® Marca Vetec.

7 Marca Alphatec.

8 Marca Sigma-Aldrich® Corporation.

° Marca industria Gebana Brasil.

10 Marca Neon.

! Estufa de secagem e esterilizagdo com circulagdo e renovagdo de ar Al - 102/480, AmericanLab.
12 Moinho de facas tipo willye Al- 032S, AmericanLab.
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de solvente extrator etanol 70%, foi deixado em agitacdo mecanica por 4 horas em temperatura
ambiente, ap0s filtrou-se a vacuo e o residuo foi submetido novamente ao processo de extragao,
empregando 500 mL de alcool etilico 70%, por 4 horas em temperatura ambiente, sob agitacao
mecanica. Em seguida filtrado a vacuo e realizado a lavagem do residuo com 250 mL de alcool
etilico 70% a vacuo. Juntou-se as trés fragdes e concentrou-se em estufa'® a temperatura de
45°C, até completa remocgao do solvente.

O extrato bruto concentrado (EBC), foi solubilizado em 300 mL de cloroférmio, apos
adicionou-se 200 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol.L! e deixado sob agitacio por 4
horas em temperatura ambiente, adicionado em um funil de separacao de fase.

A fase aquosa foi extraida com 100 mL de cloroférmio e acidificada com uma solugdo
de HCI 2 mol.L™!, até pH 5,0, seguida de trés extragdes empregando 100 mL de cloroformio.
Apbs as extracdes, foram agrupadas e filtradas em sulfato de sodio (Na2SOs4) e o solvente foi
evaporado em estufa a 40°C, levando a obtencao de uma fracdo rica em cumarinas. A fracao
rica em cumarina foi cristalizada com 50 mL de metanol a 0°C e filtrada.

Os filtros'* empregados para a filtragem ap6s o processo de cristalizagdo foram lavados
com alcool etilico 70% para remocao completa da cumarina e seu volume foi aferido com etanol
70% em um baldo volumétrico de 200 mL. Apds esse procedimento, o extrato foi caracterizado

por identificacao fitoquimica e espectroscopia na regido do ultravioleta visivel.

13 Estufa de secagem e Esterilizagdo SL-100, Solab.
14 Marca Unifil.
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Figura 9. Extracdo da cumarina do Guaco.
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Fonte: autor.
3.2.1.1. Identificagdo fitoquimica

As cumarinas presentes no extrato foram identificadas pela absor¢ao sob a luz
ultravioleta em 360 nm, com o aparecimento da coloragdo azul brilhante ou verde (SIMOES et
al., 2004). Foram empregados 10 mL do extrato rico em cumarina do guaco ¢ 0,5 mL de NaOH
1 mol.L™!, expostos a luz ultravioleta'> num comprimento de onda de 365 nm, para entdio ser

comparado com o padrdo de cumarina (1-Benzopyron-2-one).

3.2.2. Purificacdo da lecitina de soja

A purificacdo da lecitina de soja foi preparada conforme prescrito por Mertins e
colaboradores (2008), com adaptagdes: 10 g de goma de lecitina de soja bruta foi dissolvida em
50 mL de acetato de etila. Sob agita¢do, adicionaram-se 2 mL de agua destilada, ocorrendo a
formagdo de duas fases, onde o sobrenadante foi separado da fase inferior e descartado. A fase
inferior com aspecto de gel, foi dispersa em 30 mL de acetona, formando aglomerados que

foram triturados utilizando-se um bastdo de vidro.

15 Camera escura UV, Cienlab.
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A seguir, a acetona foi separada por decantagdo e uma nova porc¢ao de 30 mL de acetona
foi adicionada, repetindo-se o processo de trituragdo. Apds foi adicionado novamente mais uma
aliquota de 30 mL de acetona, repetindo-se o processo de trituragdao. O precipitado foi filtrado
sob vacuo e seco em estufa a 60°C, por 3 horas. Em seguida liofilizado por 7 horas e 30 minutos.

O processo foi realizado em triplicata.

3.2.3. Preparo da solucio estoque de cumarina padrao

Pesou-se 0,1004+0,0002 g de cumarina padrdo (1-Benzopyron-2-one, 2 99% HPLC),
MW:146,14 g/mol) e solubilizado em 5 mL de etanol absoluto PA, posteriormente completou-

se 0 volume com agua destilada para 50 mL.

3.2.4. Interacio da lecitina de soja com cumarina

Para a interagdo, foram empregados de lecitina de soja purificada (item 3.2.2) e da
cumarina padrao (item 3.2.3). O uso da cumarina padrdo para a interacao, ocorreu devido a
quantidade de cumarinas extraida do guaco ser muito pequena, impossibilitando a determinagao
do seu rendimento com precisao.

A interagdo seguiu o método proposto por Szoka e Papahadjopoulos (1978) e Mertins
(2008) para producao de lipossomas, com adaptagdes que serdo descritas nas etapas a seguir:

Etapa 1 - 0,06 g de lecitina de soja e 10 mL de acetato de etila P.A, foram submetidos
ao tratamento ultrassonico por 3 minutos para solubilizagdo dos fosfolipidios. Etapa 2 - apos,
adicionaram-se 200 pL da solugdo de cumarina (item 3.2.3). Etapa 3 — em seguida submetido
ao tratamento de banho ultrassonico por 3 minutos. Etapa 4 - apos levado a estufa a 40°C, para
evaporacao da fase organica. Etapa 5 — a fase organica evaporada formou um organogel que foi
caracterizado por FT-IR. Etapa 6- apds as amostras foram solubilizadas com 100 mL de agua
destilada e filtradas com filtro'® de PTFE de 0,45 pm, e caracterizadas por UV-VIS, pH,
condutibilidade, DLS e PZ. Para o padrdo de comparacdo (branco), na etapa 2 foram

empregados 200 pL alcool etilico 10%.

16 Marca Microlab Scientific.
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3.3.  METODOS DE ANALISE EMPREGADOS
3.3.1. Potencial hidrogeniénico (pH)

As medidas de pH foram realizadas em temperatura ambiente (20°C - 25°C), usando um
pHmetro Digital modelo mPA210 (MS TECNOPON Instrumentagdo), previamente calibrado

com solugdo padrao de pH =4 e pH = 7. As andlises foram realizadas em triplicata.

3.3.2. Condutibilidade

As analises de condutibilidade foram realizadas em temperatura ambiente (20°C - 25°C),
usando um equipamento Zetasizer Nano series ZS90 (Malvern), utilizando uma cubeta de

poliestireno DTS1070 e caracterizadas em triplicada.

3.3.3. Cromatografia de camada delgada (CCD)

As andlises de CCD foram realizadas em temperatura ambiente (20°C - 25°C),
solubilizando-se 60 mg de lecitina purificada em 5 mL de cloroformio. Apds a corrida
cromatografica foi realizada empregando como fase mével uma mistura de cloroféormio:
metanol: agua a proporcao de 6,5 mL: 2,5 mL: 0,4 mL, respectivamente (MERTINS et al.,
2008), em seguida expostos a luz UV (254 nm) em atmosfera de iodo e comparadas ao padrao

de fosfatidilcolina.

3.3.4. Espectrometria no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de IR foram obtidos no modo de absor¢do em um espectrometro de
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) da marca Shimadzu, utilizando 32

varreduras por amostra na faixa de 700-4000 cm™, resolu¢do de 4 cm™ e intervalo de 2 cm™.

3.3.5. Caracterizacao no Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

As analises na regidao do UV-VIS foram realizadas em temperatura ambiente (20°C -
25°C), usando espectrofotometro UV—Visible Spectrophotometer Evolution 201 Thermo
Scientific, empregando de uma cubeta de quartzo, de caminho 6ptico de 1 cm. Foi empregado

o branco para cada respectiva amostra. As analises foram realizadas em triplicata.

3.3.6. Caracterizacio por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

As andlises de DLS, foram realizadas em temperatura ambiente (20°C - 25°C), usando

um equipamento Zetasizer Nano series ZS90 (Malvern), utilizando uma cubeta de poliestireno
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DTS0012. As amostras foram caracterizadas em triplicata. Desta analise foram obtidos o

didmetro médio das particulas (dh) e a polidispersdao (PD.I).
3.3.7. Potencial Zeta (PZ)

As analises de PZ foram realizadas em temperatura ambiente (20°C - 25°C), usando um
equipamento Zetasizer Nano series ZS90 (Malvern), utilizando uma cubeta de poliestireno

DTS1070. As amostras foram caracterizadas em triplicada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. ISOLAMENTO DO EXTRATO RICO EM CUMARINA

Apds a purificacdo da fracdo rica em cumarinas obtidas do guaco, ndo foi possivel
determinar a quantidade de cristais ricos em cumarinas para estas condi¢des em estudo, devido
0 mesmo estar abaixo da precisdo da balanca analitica (quatro casas decimais apds a virgula).
Porém Bighetti (2004), utilizando do mesmo método de extragdo de cumarinas, com um volume
de material vegetal maior, obteve 0,65 g de cumarina. Sendo assim a fragdo rica em cumarina
contida no papel filtro foi removida utilizando-se de alcool etilico 70%, conforme prescritos no
item 3.2.1. A solugdo obtida foi submetida a caracterizagio através da andlise fitoquimica para
0s compostos cumarinicos descrita por Simdes e colaboradores (2004) e comparados a
cumarina padrao (1-Benzopyron-2-one), “Figura 9A ™.

Figura 10- Solucdes contendo cumarina quando observada em exposicao a
luz UV, A) cumarina padrao (1-Benzopyron-2-one), B) cumarina extraida do guaco.

Fonte: autor.

A observagdo da amostra exposta em luz ultravioleta (365 nm) em meio alcalino, revela
a presenga de compostos cumarinicos por meio do surgimento da coloracdo verde fluorescente,
como mostra a “Figura 10B 7, que ocorre devido ao rompimento do anel lactonico dos
compostos cumarinicos (SIMOES et al., 2004; BARBOSA et al. 2001).

Os espectros caracteristicos das cumarinas na regido do ultravioleta visivel sdo

constituidos por bandas de alta intensidade entre a regido de 220-350 nm (LOZHKIN &
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SAKANYAN, 2006), como mostra a “Figura 11” para a cumarina padrdo. O espectro obtido
para a fracdo rica em cumarinas em solucdo obtidas do guaco ¢ mostrado na “Figura 11”. A
mesma possui um espectro semelhante ao da cumarina padrdo, tendo um pico caracteristico de
absor¢do maxima em 273 nm.

Figura 11- Espectro de UV-VIS obtido para as solu¢des de Cumarina padrio 2 g L' (1-
Benzopyron-2-one) e das cumarinas presente no Guaco.
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O espectro caracteristico da cumarina (1-Benzopyron-2-one) em estudo, deve-se a
promogdo dos elétrons dos orbitais ocupados de maior energia, para os orbitais de menor
energia das transigdes eletrOnicas dos grupos cromoforos insaturados covalentes C=C e C=0
(SHRIVER & ATKINS, 2003; PAIVA et al., 2010) responsavel pela absorcdo eletronica da
molécula de cumarina (nicleo cumarinico), conforme a “Figura 2”.

O baixo rendimento de cumarina obtida neste estudo, nos levou a optar por dar
continuidade da interacdo de cumarina com lecitina de soja, s6 que empregando da cumarina

padrao 1-Benzopyron-2-one.
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4.2.  EFEITO DA PURIFICACAO DA LECITINA DE SOJA

A primeira etapa do processo de purificacdo da lecitina de soja organica bruta, consiste
na solubilizacdo de diferentes compostos fosfolipidios, triglicerideos, acidos graxos, compostos
oxigenados e entre outros (LOPES, 2008; SCHOLFIELD, 1981), em acetato de etila. O uso do
acetato de etila para a solubilizagdo ¢ dado pelo mesmo possuir polaridade moderada e ser
pouco solivel em dgua (PATTANAIK, MANDALIA, 2011). Nesta etapa o solvente interage
em especial com a parte apolar dos diferentes compostos organicos presentes na lecitina de soja,
principalmente com os acidos graxos presente nos fosfolipidios que corresponde a parte apolar
destas moléculas.

Ap6s a solubilizagdo, ocorre a separacdo de fases empregando da adicdo de 2 mL de
agua destilada. Na fase formada com o aspecto de gel, encontram-se os fosfolipidios entre
outros compostos € apos os mesmos sao solubilizados parcialmente em acetona, ocorrendo a
remocao dos soliveis em acetona.

No final do processo de remocao de diferentes compostos organicos com acetona,
obtivemos um percentual de rendimento de 47,82% de lecitina de soja organica purificada, que
podem ser observadas na “Tabela 1. Segundo Castejon (2015), a parte insolivel corresponde

a uma estimativa aproximada da massa molecular média dos fosfolipidios.

Tabela 1- . Peso inicial e final da purificacao da lecitina de soja.

Amostra Peso Inicial (g) Peso Final
(2
A 10,000 4,630
B 10,000 4,604
C 10,000 5,112
Xmédia £ © 10,000 + 0,000 4,782 + 0,286

Fonte: autor.

Antes da purificacdo da lecitina de soja organica a mesma possuia um aspecto de goma,
altamente viscoso de coloragdo marrom escura, como mostra a “Figura 12A”, sendo que ao
término da purifica¢do o aspecto da lecitina de soja, foi um de p6 de coloragdo marrom claro

como pode ser observado na “Figura 12B”.
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Figura 12. Aspecto fisico da Lecitina de soja organica, A) antes do processo de purificagdo e
B) apds o processo de purificacao.

Fonte: autor
Em seguida, a lecitina de soja organica purificada foi submetida a analise de (CCD),
para a identificacao da presenga de fosfatidilcolina. Constatou-se a presenca de fosfatidilcolina
na amostra purificada, assim como a presenca de outros compostos como triglicerideos,
compostos oxigenados e entre outros, que pode ser observada na “Figura 13”, sendo um método

de obtencao de fosfatidilcolina de baixa pureza.
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Figura 13. Espectro obtido por CCD, A) lecitina de soja organica purificada e B) padrdo de
fosfatidilcolina.

Fonte: autor.

43. CARACTERIZACAO DA INTERACAO DA CUMARINA COM LECITINA DE
SOJA

As medidas de FT-IR foram empregadas para fornecer informagdes sobre a cumarina
padrdo, do organogel formado na quinta etapa do método de evaporagdo em fase reversa e sobre
as interagdes da lecitina de soja com a cumarina no organogel (item3.2.4). Segundo Mertins
(2004), apds a evaporacdo do solvente orgénico, os componentes constituintes na amostra
estariam presentes no organogel formado, que posteriormente sdo diluidos em agua ocorrendo
a formacao dos lipossomas.

Os espectros de IR sdo formados pelas vibragdes das ligacdes de diferentes grupos
funcionais. Para a cumarina, esses espectros do IR sdo caracteristicos principalmente pelas
vibracdes da carbonila do anel @-lactona em 1720 cm™ e das vibragdes das ligagdes C=C do
anel aromatico encontradas entre a regido de 1600 cm™ a 1475 cm™ (SILVERSTEIN, 2012).
Como observado na “Figura 17 - Apéndice 1 em 1716 cm™ a banda de absorcio da carbonila
do anel @-lactona e as absorg¢des das vibragdes das ligacdes C=C do anel aromatico, entre 1589
cm! a 1467 cm™. As vibragdes referentes as ligacdes de hidrogénio intermoleculares sio

observadas pela presenca do pico entre aproximadamente 3676 cm™ a 3200 cm™.
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J& para o organogel de lecitina de soja sem, “Figura 18- Apéndice 1”, e com a presenga

de cumarinas (1-Benzopyron-2-one), “Figura 19 - Apéndice 1” sdo obtidos principalmente

pelas seguintes vibragdes presentes nas ligagdes: CH3, CH,, CH, O-H, C-C(=0)-0, O-C-C,

C=0, P=0, P-O-C. As atribui¢des da intensidade da transmitancia do FT-IR para os diferentes

espectros do organogel sem e com a presenca da cumarina podem ser observados na “Tabela

27,

Tabela 2- Vibracdes das ligacdes dos espectros FT-IR do “organogel”, de lecitina de soja com

ou sem cumarina.

Tipo de vibracgao Posicdo cm’! Observado (sem Observado (com

(SILVERSTEIN, 2012) cumarina) cumarina)
Deformacdo axial de Assimétrica: 2926 cm™  ~ 2952 cm’! ~ 2961 cm’!
CH3 . | -1

Simétrica: 2853 cm - ~ 2872 cm
Deformacdo axial de Assimétrica: 2962 cm™  ~ 2923 cm’! ~ 2922 cm’!
CH Simétrica: 2871 cm’! ~ 2852 cm’! ~ 2853 cm’!
Deformagdo angular Assimétrica: 1450 cm™?  ~ 1450 cm’! ~ 1456 cm’!
de CH

e~ Simétrica: 1375 cm’! ~ 1361 cm’! ~1377 cm’!
Deformagdio angular Assimétrica no plano: ~ 736 cm™ ~ 705 cm’!
1

de CHa 720 cm ~ 1460 cm’! ~ 1436 cm’!

Simétri lano: 1450

1rr_11e rica no plano 1356 el

cm

Assimétrica e simétrica

fora do plano:

1350 — 1150 cm
Ligacdo 3550 — 3200 cm’! ~3500 - 3200 cm?  ~3500 — 3200 cm!
intermoleculares O—
H
Deformagdo  axial 1750 — 1735 cm’! ~ 1735 cm! ~ 1734 cm!

dos ésteres alifaticos
C=0
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C-C(=0)-0 ¢ O-C—
C

Deformagdo  axial
P-O-C alifatico

Deformagao  axial
P=0

C-N acoplado com

as ligagdes
adjacentes

Estiramento do C-H
do anel aromatico

C=C

Assimétrico (duas ~ 1220 cm!
| -1

banldas) 300 000 1170 em

cm

1050 — 970 cm’! ~ 1056 cm!

~ 1150 cm’! ~ 1158 cm

1250 — 1020 cm’! ~ 1180 cm™

3150 — 3050 cm’! -

~1647 cm™

~1218 cm’!

~1014 cm’!

~1152 cm’?!

~1189 cm’!

~3017 cm’!

~1644 cm™

Fonte: autor.

A analise dos espectros de IR, “Figura 14” foi possivel concluir que a cumarina interagiu

com a lecitina de soja. Duas hipoteses da interagdo da cumarina com a lecitina de soja foram

levantadas.
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Figura 14- Espectro de IR para o organogel de lecitina de soja sem e com a adi¢do de
cumarina; € da cumarina.
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A primeira hipotese consiste na possivel interacdo dos grupamentos polares das
moléculas em estudo, sendo que a molécula de cumarina possui um dipolo que atribui uma
polaridade ao anel lactona da molécula formado pela presenca do grupamento carbonila, que
pode estar interagindo com o grupamento fosfato ou pelos grupamentos polares ligados ao
fosfato dos fosfolipidios, como também podem estar interagindo com outros grupamentos
polares da lecitina de soja.

A segunda hipdtese € que esteja ocorrendo interacdes apolares, estas interacdes podem
ocorrer devido a presenca do anel aromatico da molécula de cumarina, com os grupamentos
apolares da lecitina de soja, sendo os principais os 4cidos graxos saturados e insaturados ligados
ao glicerol dos fosfolipidios.

Apo0s a caracterizagdo por FT-IR das amostras com aspectos de gel (quinta etapa da
producado de lipossomas por evaporacdo em fase reversa), as mesmas foram diluidas com agua
destilada, filtrada em filtro de PTFE de 0,45 pm para a caracterizagdo por analise de pH,
condutibilidade e por espectroscopia de UV-VIS, DLS e PZ.
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A “Tabela 3” traz os resultados obtidos da caracterizagdo fisico-quimica da interagao da
cumarina com a lecitina de soja. Podemos constatar que apos a intera¢do da cumarina com a
lecitina de soja, ndo houve uma grande variacdo no pH, quando comparadas as amostras de

lecitina de soja sem cumarina, assim como também na condutibilidade das solugdes.

Tabela 3- Caracterizagdo das interagdes, através de pH e condutibilidade.

Amostra u Condutibilidade
p (mS.cm™)
Sem cumarina 5,96 + 0,020 0,041 + 0,004
Com cumarina 6,063 £ 0,015 0,038 + 0,004

Fonte: autor.

Estes valores de pH das amostras em estudo se fazem promissores, pois segundo
Leonardo, Gasparin e Campos (2002) a pele possui um pH de carater levemente acido, que
varia em torno de 4,6 - 5,8, que atribui ao 6rgao protegao bactericida e fungicida. Entao, o uso
de produtos cosméticos com pH muito diferente ao da pele, podem deixar o 6rgao vulneravel a
agente externos, como bactérias e fungos. Além de que, se houvesse um aumento muito elevado
tornando a solu¢do alcalina, pode levar ao rompimento do anel lactona da cumaria, formando
outros produtos indesejaveis (SIMOES et al., 2004; BARBOSA et al., 2001).

As analises na regido do UV-VIS das interagdes da lecitina de soja e da cumarina, sdo
abordados na “Figura 15 7. Podemos observar um aumento da absorbancia entre os
comprimentos de onda de 250 nm a 350 nm do espectro da intera¢ao da lecitina de soja com

cumarina, quando comparado ao espectro da lecitina de soja sem cumarina.
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Figura 15- Espectro de absor¢ao por espectroscopia do UV-VIS para as interagdes da lecitina
de soja com cumarina.
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A alteracdo na intensidade da absorbancia entre os comprimentos de onda prescritos,
indica uma possivel inclusao (GRILLO et al., 2008) das moléculas de cumarinas empregados
na etapa 2 do método de evaporacao em fase reversa. Esta interacao também foi observada nos
espectros de FT-IR, porém os resultados podem também ser influenciados pela presenca de
cumarinas livre em solugdo e no organogel.

Para além das caracterizagdes por pH, condutibilidade, FT-IR, UV-VIS, as analises de
DLS e de PZ, sdo importantes para elucidar outros parametros das amostras em estudos, como
didmetro médio, indice de polidispersdo e carga superficial das particulas.

A determinacdo do dh das particulas desenvolvidas ¢ de grande importancia para a
compreensdo da absor¢do das mesmas na pele, pois segundo Lourengo (2013), a penetragdo de
lipossomas na pele ¢ afetada principalmente pelo seu tamanho, sendo que lipossomas com
tamanhos maiores que 600 nm permanecem contidos no extrato corneo'’, ja os lipossomas com

tamanho menores que 300 nm, penetram-se em tecidos mais profundos da pele.

17 Extrato corneo = camada externa da pele
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Podemos observar que o didmetro médio das particulas de lecitina de soja organica sem
a adicdo de cumarina foi de 488,744 + 10,467 nm e para as amostras contendo lecitina de soja
e cumarina, foi de 464,978 + 18,787 nm, como descritos na “Tabela 4”, sendo que ndo houve
uma variacdo significante com o emprego da cumarina. Porém, ao analisar as curvas de
distribuicdo, verifica-se que os valores diferem entre si “Figura 16”.

Essa diferenca nos dados obtidos, refere-se ao fato de que os valores obtidos pelo
método dos cumulantes correspondem ao tamanho médio de particulas presentes em fungdo das
flutuagdes da intensidade de luz (JOHNSON & GABRIEL, 1994), ou seja, os valores
encontrados correspondem a uma média de tamanho hidrodindmico de todas as populagdes
presentes em solugdo.

Ja as curvas de distribui¢ao revelam informacdes mais detalhadas sobre a distribuicao
da intensidade de cada grupo de particulas e informam quais os tamanhos de particulas estao
realmente presentes na amostra. Assim, podemos observar que as solucdes sdo polidispersas
como mostram os valores obtidos na PD.I (Tabela 4). Os valores de diametro indicam que a
penetrabilidade da amostra podera ocorrer até os tecidos intermediarios da pele, ja discutidos

anteriormente.

Tabela 4- Caracterizagao das interacoes através do DLS.

Amostra dh PD.I
(nm)

Sem cumarina 488,744 £10,467 0,492 £ 0,025

Com cumarina 464,978 + 18,787 0,512 £0,025

Fonte: autor.

Colaborando para a caracterizacdo, a analise da PD.I das amostras, sugere-se uma
variedade de distribuicdo de tamanhos (GAUMET et al., 2008). Estes valores podem ser
observados na “Tabela 4”, onde podemos perceber que os valores foram de 0,492 + 0,025 para
a lecitina de soja sem a adi¢do de cumarina e de 0,512 + 0,025 para as amostras de lecitina de
soja com adicdo de cumarina, os valores obtidos sugerem a heterogeneidade da amostra com

tamanhos ou populagdes diferentes, estd heterogeneidade pode ser observada na “Figura 16”.
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Figura 16- Espectro da intensidade versus distribui¢do de tamanho para as solu¢des de A)
lecitina soja e de B) para as interagdes da lecitina de soja com cumarina.
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Acredita-se que estas diferencas de distribui¢cdes ocorrem porque as particulas estdo em
constante movimento browniano em solu¢ao, podendo formar diferentes agregados. Como o
sistema ¢ polidisperso, em cada medi¢dao, uma populacdo de particulas aparece na linha da
deteccao do DLS, o que resulta em valores diferentes para as curvas de distribuigdo, como
mostra a “Tabela 5.

Tabela 5- Valores das diferengas de tamanho para as populagdes e intensidade
absorvida.

Tamanho (nm) Intensidade (%)

1463,0 55,0
Sem cumarina 285,4 41,2
4895,0 3.8
1144,0 57,0
Com cumarina 2744 38,3
4888.,0 3,7

Fonte: autor.
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Para a determina¢do do PZ das particulas em solucdo aquosa sob o efeito de um campo
elétrico constante, foi realizado empregando do modelo de Smoluchowski, devido as particulas
em estudo possuirem diametro maiores que 200 nm. Podemos constatar que para ambos as
amostras em estudo os valores de PZ foram negativos e ndo houve variacao significativa nestes
valores, para lecitina de soja sem a adi¢do de cumarina o PZ foi de -68,033 &+ 5,873 mV e para
lecitina de soja interagida com cumarina -66,425 £+ 5,133 mV, como abordados na “Tabela 6.

Tabela 6- Potencial Zeta das interagdes.

Amostra PZ pH
Sem cumarina  -68,033 £ 5,873 5,96 £ 0,02
Com cumarina  -66,425 £+ 5,133 6,06 0,01

Fonte: autor.

A predominancia de cargas negativas em ambas as amostras, indicada pelo PZ, atribui
a suspensao uma maior estabilidade em relagdo aos processos de agregagdo, pois ocorre a
repulsdo entre as particulas, devido a sua carga superficial retardando o processo de agregacao
(MERTINS, 2008; BATISTA, DE CARVALHO & MAGALHAES, 2007), os valores obtidos
de PZ negativos, também sao observados nos lipossomas produzidos por Mertins (2008) e Mota
(2013).

Os valores negativos de PZ, deve-se a presenca de acido fosfatidico, que pode ser
encontrada na composi¢ao da lecitina de soja e da fosfatidilcolina, sendo que a fosfatidilcolina
possui carga efetiva igual a zero, portanto a presenca do acido fosfatidilico ¢ o responsavel
principal pelos valores altamente negativos que atribui uma alta estabilidade relacionada ao
processo de agregacgao.

Os resultados obtidos das amostras produzidas possuem potencial para futuras
aplicacdes cosméticas, devido aos valores de pH, diametro médio das particulas e das
propriedades biologicas da cumarina para a reducdo ou eliminagdo da peroxidacao lipidica e do

anion radical superoxido.
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5, CONCLUSOES

Os resultados obtidos da extragdo de principios ativos do guaco, indicam a presenca de
compostos cumarinicos através da semelhanga nos espectros UV-VIS e da andlise fitoquimica
comparados a cumarina padrao, porém obteve-se um baixo rendimento de cumarinas, atribuido
a quantidade de folhas de guaco usado para a extragao.

No processo de purificagdo da lecitina de soja organica, obtivemos um rendimento de
47,82%, que corresponde a uma estimativa aproximada da massa molecular média dos
fosfolipidios, porém o mesmo demonstra ser um método de obtengdo de fosfatidilcolina de
baixa pureza, que pode ser constatado na cromatografia de camada delgada.

A interagdo da lecitina de soja purificada com cumarina padrao, através do método de
evaporacao em fase reversa, pode ser observada através da andlise do IR o surgimento de novos
picos de absorcdo e também através dos espectros na regido do ultravioleta visivel, pela
variacdo da absorbancia entre os comprimentos de onda de 250 nm a 350 nm, comparadas as
moléculas sem interagirem.

Os valores de pH da interacao da lecitina de soja com a cumarina foram de 6,063, nao
variaram significativamente, que os tornam promissores para futura aplicagdo cosmética, pois
0s mesmos nao estao distantes aos valores de pH da pele.

A anélise de DLS mostrou que o diametro médio das particulas interagidas ndo variaram
significativamente, em relagdo as amostras de lecitina de soja. Assim como os valores de PD.I
indicam a presenga de diferentes tamanhos e de diferenciadas populagdes.

Através da analise de PZ os resultados indicam que as particulas possuem uma
caracteristica superficial de predominadncia negativas, atribuindo as amostras elevada
estabilidade relacionadas aos processos de agregacao.

Os resultados obtidos da interagdo da lecitina de soja organica com a cumarina, sao
promissores no desenvolvimento de um cosmético para o tratamento do envelhecimento
precoce, pois 0os mesmos possuem valores de diametro médios de particulas que favorece uma
absorcdo até os tecidos intermediario da pele, assim como os valores de pH obtidos nao
romperiam a barreira bioldgica da pele causando danos indesejaveis, além de possuir elevada

estabilidade, que atribui ao produto uma durabilidade maior e um alto valor econdmico.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

As perspectivas futuras para o trabalho sdo: obter uma quantidade maior de compostos

cumarinicos do guaco para posteriormente serem utilizados para a interagdo com a lecitina de
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soja; desenvolver um método de obten¢do de fosfatidilcolina de elevado grau de pureza;
determinar a eficiéncia de encapsulacio; comparagdo dos métodos de purificagdo; desenvolver
testes in vitro; comparacao dos teste in vitro das amostras empregando de lecitina de soja de
baixa e elevada pureza na reducdo ou eliminag¢do da peroxidagdo lipidica e da anion radical

superoéxido.
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Figura 17- Espectro de FT-IR da cumarina.
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Figura 18- Espectro de FT-IR para o organogel de lecitina de soja sem a adi¢do de cumarina.
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Figura 19- Espectro de FT-IR para o organogel de lecitina de soja com a adi¢do de cumarina.
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