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RESUMO

As isoflavonas sdo compostos fendlicos presentes em algumas leguminosas,
encontradas em maior quantidade nas sementes da soja. Estas substancias
apresentam diversas acdes benéficas sobre a pele, estando estas atribuidas
principalmente as suas formas agliconas. Neste contexto, o presente trabalho
objetivou a obtencdo de uma fracdo enriquecida em isoflavonas agliconas (FIA)
visando incorporagdo em nanoemulsées (NE) para aplicacdo tdpica.
Complementarmente, o trabalho objetivou o isolamento e identificacdo de dois
compostos majoritarios em relacdo as isoflavonas observados durante uma das
etapas de obtencdo da FIA. Para obtencdo das isoflavonas agliconas (IA), diversas
etapas e condi¢cdes extrativas foram avaliadas. Com isso, foi possivel obtencédo de
uma FIA com elevado grau de pureza (92%). As NE contendo FIA foram produzidas
e as goticulas apresentaram tamanho nanométrico, indice de polidispersao baixo e
potencial zeta considerado satisfatério. A retencdo cutanea das IA a partir das NE foi
demonstrada em pele suina por experimento in vitro em células de difusdo tipo
Franz, confirmando viabilidade da formulacédo para aplicacéo tépica. Os compostos
majoritarios e desconhecidos formados durante o processo de hidrélise do extrato de
soja foram identificados como 5-hidroximetilfurfural (HMF) e 5-etoximetil-2-furfural
(EMF), sendo o ultimo relatado pela primeira vez na soja. Ambos sao derivados dos
acucares em condicbes extremas de pH, classificados como derivados furanicos,

com grande importancia no setor de biocombustiveis.

Palavras-chave: Soja; Frac&o enriquecida em isoflavonas agliconas; Nanoemulsoes;

Uso topico; Derivados furanicos; Biocombustiveis.






ABSTRACT

Purification processes of soybeans: production of an isoflavone-rich fraction
for incorporation into topical nanoemulsions and isolation of furanic

derivatives

Isoflavones are phenolic compounds found in several leguminous, mainly in soybean
seeds. These compounds have beneficial actions on the skin, being largely attributed
to their aglycone forms. In this context, the present study aimed to obtain an
isoflavone aglycone-rich fraction (IAF), intended to be incorporated into topical
nanoemulsions (NE). In addition, the study aimed to isolate and identify two major
unknown compounds formed during the steps of the IAF production. To obtain the
isoflavone aglycones (IA) from soybeans, several steps and conditions were
performed. Thus, it was possible to obtain an IAF with high purity (92%). The IAF-
loaded NE were produced and the main physicochemical properties were evaluated,
showing a nanometric droplet size with low polydispersity index and satisfactory (-
potential. The skin retention of IA from NE was demonstrated by porcine ear skin
mounted in Franz diffusion cells, confirming the viability of the formulation for topical
application. The majority and unknown compounds formed during the acid hydrolysis
of soybean extract have been identified as 5-hydroxymethylfurfural (HMF) and 5-
ethoxymethyl-2-furfural (EMF), the latter being reported for the first time in soybeans.
Both are derived from sugars, classified as furanic derivatives, with great importance

in the field of biofuels.

Key-words: Soybean seeds; Isoflavone aglycone-rich fraction; topical

nanoemulsions; furanic derivatives; biofuels.
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INTRODUCAO







A soja, Glycine max L. Merr, € uma leguminosa amplamente distribuida pelo
mundo, com grande importancia econdmica (ZUANAZZI & MAYORGA, 2010). O
Brasil € atualmente o segundo maior produtor mundial desta planta, apresentando
impacto significativo nas exportacbes do pais (EMBRAPA, 2013). Esta ampla
producdo se deve, dentre muitos fatores, ao grande esforco dispensado pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, especialmente no desenvolvimento
de novas cultivares de soja que possibilitam o incremento no teor produtivo das

substancias presentes no seu grédo (EMBRAPA, 2013).

Diversos sdo 0s produtos que podem ser gerados a partir da soja e,
consequentemente, apresentam diferentes aplicagbes com interesse em diferentes
areas industriais. Para o bom aproveitamento dos recursos que o material vegetal
pode fornecer, além da utilizacdo de cultivares com tecnologia diferenciada, os
processos extrativos aplicados sdo determinantes para a geragédo do produto final.
Alguns exemplos de produtos do seu gréo sdo: (1) 6leo vegetal; (2) farinha de soja
utilizada na fabricacédo de alimentos; (3) producdo de derivados tais como queijos e
leite; (4) biodiesel obtido pela transesterificacdo do 6leo de soja; (5) bioetanol obtido
a partir dos carboidratos das suas cascas; (6) producdo de fitoterapicos devido
presenca de compostos estrogénicos; entre outros (MANDARINO & ROESSING,
2001; SCHIRMER-MICHEL et al., 2008; LEVIS et al., 2010; CHEN et al., 2012,
MILAZZO et al., 2013).

A soja € constituida principalmente por proteinas, 6leos, carboidratos,
vitaminas e polifenéis (CHEN et al., 2012). Nos seus graos, assim como em seus
derivados, as caracteristicas biolégicas de interesse na area de industria
farmacéutica sdo geralmente atribuidas as isoflavonas, cujas propriedades sé&o
associadas a reducdo de sintomas relacionados ao climatério (BARNES, 1998;
SETCHELL, 1998), e mais recentemente, a atividade antioxidante e anti-
envelhecimento da pele (KAO & CHEN, 2006; HUANG et al., 2010). Estas ultimas
estando vinculadas especialmente as suas formas agliconas, devido a sua
capacidade de penetrar na pele e, assim, exercer as acoes terapéuticas (SCHMID et
al., 2003).

Neste contexto, a obtencdo das isoflavonas agliconas a partir da soja, seguida

da incorporacdo em formulacdes topicas torna-se de grande atratividade para a area
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farmacéutica e cosmética. Para contemplar esta idéia, primeiramente deve ser
efetuada a extracdo da soja com realizacdo de hidrolise mediada por catalisadores,
uma vez que as isoflavonas ocorrem preferencialmente na forma de glicosideos na
planta in natura (ROSTAGNO et al., 2009). Posteriormente, no desenvolvimento de
formulagBes, a caracteristica de baixa hidrossolubilidade das isoflavonas agliconas é
um fator preponderante a ser considerado. Neste sentido, o uso de nanotecnologia é
uma alternativa para a veiculacdo destas substancias, possibilitando com isso, a
incorporacao a sistemas topicos hidrofilicos, que possuem melhor aceitacédo perante
0s usuarios (SILVA et al., 2009).

Cabe ressaltar, ainda, que durante o procedimento de hidrélise do extrato de
soja para obtencdo de isoflavonas agliconas, diferentes substancias podem ser
geradas, caracterizando-se como contaminantes ou até com propriedades
importantes a serem avaliadas (GENOVESE & LAJOLO, 2001; SCHWARTZ &
SONTAG, 2009). No entanto, geralmente os estudos descrevem o comportamento
das isoflavonas durante a hidrolise (ROSTAGNO et al., 2009), sendo que os demais

compostos originados nestas condi¢des, muitas vezes ndo sao explorados.

Com base no exposto, a extragdo de uma cultivar de soja enriquecida em
isoflavonas, buscando obtencdo das formas agliconas, seguido de etapas de
purificacdo e incorporacdo da fracdo em sistemas nanoemulsionados de uso topico,
foram os alvos para execucdo deste trabalho. Complementarmente, devido a
escassa literatura envolvendo a caracterizacdo de compostos formados apés
hidrélise acida do extrato de soja, o isolamento de compostos desconhecidos

formados nestas condicfes também foi considerado para a realizacdo dos estudos.
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OBJETIVOS







Objetivo geral

Realizar extracdo da semente desengordurada de soja seguida de hidrolise
acida e etapas de purificacao a fim de obter uma fracdo enriquecida em isoflavonas
agliconas, visando incorporacdo em sistemas nanoemulsionados para uso topico;
bem como isolar e caracterizar constituintes remanescentes no extrato apos etapa

de fracionamento das isoflavonas.

Objetivos especificos

o Obter fracao enriquecida em isoflavonas agliconas (FIA) a partir de sementes de

soja;

o Avaliar a viabilidade de incorporagéo da FIA em nanoemulsdes, caracterizando-

as através de ensaios fisico-quimicos;

o Avaliar a retencao cutanea das isoflavonas através de experimento in vitro com

pele suina apos 8 h da aplicacdo da nanoemulséo contendo FIA.

o Isolar, identificar e avaliar comportamento dos compostos desconhecidos obtidos
durante processos de obtencéo da FIA;
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CAPITULO |

Métodos de obtencéo e conversao de isoflavonas em formas bioativas e
incorporacdo em sistemas de uso topico







1.1. Introducéo

Durante a extracdo de compostos presentes em plantas diferentes
parametros podem influenciar no rendimento destes ao final do processo. Assim, a
polaridade, quantidade de solvente, temperatura, proporcdo de droga:solvente, tipo
de amostra e tempo de extracdo sdo alguns exemplos dos fatores que podem
influenciar a extracdo dos compostos de interesse a partir de materiais vegetais
(SEIDEL, 2008).

Na literatura, os relatos de estudos extrativos de isoflavonas da soja
geralmente avaliam diferentes técnicas e condicbes dos métodos, para fins de
comparacdo de rendimentos ou em alguns casos, otimizagdo de processos
(ROSTAGNO et al., 2009). No caso especifico da soja, também € importante a
escolha dos tipos de tratamentos complementares que serdo realizados, sendo o
desengorduramento e a hidrolise os principais exemplos (GIANNOCCARO, WANG
& CHEN, 2006).

As isoflavonas tém sido avaliadas quanto suas agdes sobre a pele. Ampla
literatura existe quanto as atividades tépicas dos compostos isolados, e
recentemente sobre atividades dos extratos de soja brutos, hidrolisados ou
purificados (SCHMID & ZULLI, 2002; SUDEL et al., 2005).

Focando na acao sobre a pele, estudos vém descrevendo o desenvolvimento
de formulacbes tdpicas contendo tanto estas substancias isoladas, quanto o0s
extratos de soja. Diversas sdo as formulacbes que estdo sendo propostas,
apresentando descricbes desde sua incorporacdo a sistemas tradicionais, como
emulsdes 6leo em 4gua, até estudos mais diferenciados utilizando nanotecnologia

(DWIECKI et al., 2009; VARGAS et al., 2012; ZAMPIERI et al., 2013).

Para melhor relatar a vasta gama de literatura acerca do tema exposto, este
capitulo é apresentado na forma de artigo de revisao (paginas 33-67), com intuito de
ser submetido a um periédico da area, e por este motivo seu conteddo ndo esta

disponivel neste documento.

31






33



34



35



36



37



38



39



40



41



42



43



44



45



46



a7



48



49



50



51



52



53



54



55



56



57



58



59



60



61



62



63



64



65



66



67






CAPITULO Il

Incorporacéo de isoflavonas obtidas de soja em nanoemulsdes tdpicas







2.1. Introducéao

A obtencéo de isoflavonas na forma de agliconas € interessante para o setor
cosmeético e farmacéutico devido as diversas atividades bioldgicas que estas
apresentam. A extracdo da soja seguida de procedimento de hidrdlise e purificacdo
tem sido a metodologia mais descrita para a obtencéo das principais isoflavonas da
soja na forma livre, quais sejam, genisteina, daidzeina e gliciteina (ROSTAGNO et
al.,, 2009). A incorporacdo dessas isoflavonas em produtos de uso topico,
geralmente de natureza hidrofilica, como hidrogéis ou emulsbes 6leo em agua,
representa um desafio farmacotécnico devido a reduzida hidrossolubilidade desses
compostos polifendlicos (KITAGAWA et al., 2010).

Neste sentido, nanoemulsdes tém sido consideradas como um potencial
sistema para administracdo topica de moléculas de reduzida hidrossolubilidade, que
podem estar localizadas no nucleo oleoso e/ou interface da nanoestrutura. Esses
sistemas sdo dispersfes nanométricas de goticulas oleosas em uma fase aquosa
externa, estabilizada por um sistema tensoativo (BOUCHEMAL et al., 2004, ANTON
& VANDAMME, 2011). Devido ao reduzido tamanho da goticula, tais sistemas
apresentam como vantagem a possibilidade de formacdo de um depdsito mais
uniforme sobre a pele e uma superficie de contato superior aos sistemas
convencionais. Assim, relatos de aumento na permeac¢do cutanea de substancias

ativas a partir das nanoemulsdes tém sido descritos (FASOLO et al., 2009).

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa (SILVA et al. 2009,
VARGAS et al., 2012) demonstraram a preparacdo, caracterizacdo e permeacao
cutdnea de nanoemulsGes contendo a isoflavona genisteina. A escolha dos
constituintes da formulac&o influenciou as caracteristicas fisico-quimicas, bem como
melhorou a retengdo cutanea in vitro da genisteina. Tais resultados demonstram,
portanto, a boa perspectiva destes sistemas visando o uso tépico da genisteina. Em
continuidade, o presente capitulo descreve a obtencdo de uma fracdo enriquecida
em isoflavonas agliconas a partir de sementes de soja de uma cultivar rica nestes

compostos, bem como sua incorporacdo em nanoemulsdes para uso topico.

Os resultados obtidos durante experimentos descritos neste capitulo (paginas
73-96) ndo se encontram disponiveis neste documento devido pretensdo de

depdsito de patente.
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CAPITULO Il

Composicao quimica de sementes de soja ap0s hidrolise acida em meio
hidroetandlico e isolamento de derivados furanicos







3.1. Introducéao

Os compostos de interesse farmacéutico obtidos apds extracdo dos gréos de
soja desengordurados sao geralmente as isoflavonas e as saponinas (RICKERT et
al., 2004). Uma etapa adicional de hidrolise acida ou enzimatica para transformacéo
até as formas bioativas destes compostos € por vezes necessaria. Apos tal etapa,
além da obtencéo das isoflavonas agliconas e dos triterpenos (RUPASINGHE et al.,
2003; ROSTAGNO et al., 2009), diversos compostos podem ser formados e a sua
identificacdo torna-se importante para caracterizacdo do perfil quimico do extrato
obtido. A presenca de compostos desconhecidos formados ap0és hidrolise acida da
soja tem sido relatada, sem, contudo, estudos sobre o isolamento e identificagdo dos
mesmos (GENOVESE & LAJOLO, 2001; SCHWARTZ & SONTAG, 2009).

As sementes da soja sdo constituidas por 6leo (~20%), proteinas (~60%),
carboidratos (~35%), minerais (~5%), entre outros compostos (CARRAO-PANIZZI &
MANDARINO, 1998; CHEN et al., 2012). Os carboidratos insoluveis das sementes
da soja consistem em um complexo de polissacarideos como a celulose,
hemicelulose e pectina. A sacarose € o principal acucar soluvel presente nos graos
de soja e representa cerca de 5% do total de carboidratos (CARRAO-PANIZZI &
MANDARINO, 1998). Devido presenca dos acucares, ja € descrito a geracdo de
produtos de degradacdo destes compostos apds hidrélise 4cida de cascas de soja
ou durante reacdo de Maillard da farinha de soja (SHIRMER-MICHEL et al., 2008;
RUFIAN-HENARES et al., 2009). No primeiro caso é relatada a producéo de etanol,
importante biocombustivel. No segundo caso, é descrita a producdo de furfural e 5-
hidroximetilfurfural (HMF), ambos compostos volateis conhecidos como flavorizantes

de alimentos durante seu processamento.

O presente capitulo descreve a determinacdo dos compostos majoritarios
formados apés hidrolise acida das sementes desengorduradas de soja, visando
obter informacdes sobre os produtos que a matéria-prima utilizada ao longo do
estudo pode fornecer, bem como a sua importancia no setor farmacéutico ou demais
setores industriais. Os resultados obtidos foram redigidos na forma de artigo
cientifico (paginas 101-117), com intuito de submeter a um periédico da area, e por

este motivo o seu conteldo ndo se encontra disponivel neste documento.
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DISCUSSAO GERAL







As sementes de soja sdo uma potencial fonte de geracdo de produtos e
subprodutos para diferentes areas industriais, tais como alimenticia, farmacéutica,
cosmeética e quimica. Os produtos gerados com esta matéria-prima estdo sendo
constantemente estudados, e diversas linhas de investigacdo tém sido conduzidas.
Dentre estas, & promissor os estudos acerca da utilizacdo das isoflavonas da soja,

uma vez que € bem relatada sua importancia na area clinica.

Desta forma, o presente trabalho realizou procedimentos de obtencédo de uma
fracdo enriquecida em isoflavonas agliconas da soja (FIA) para uso topico devido as
acOes benéficas que tais substancias apresentam sobre a pele. No decorrer do
trabalho foi necesséria a utilizacdo de hidrélise &cida para a transformacéo das
formas glicosidicas até formas bioativas: genisteina, daidzeina e gliciteina. Contudo,
apos o processo de hidrélise, pode-se observar através dos resultados obtidos a
presenca de dois compostos majoritarios em relacdo as isoflavonas. Tal fato
possibilitou uma frente paralela de pesquisa, pois além da retirada destes
interferentes para aquisicdo da fracdo pura em isoflavonas agliconas, buscou-se a
identificacdo destes compostos desconhecidos, uma vez que néo existiam relatos na

literatura sobre a sua identidade.

Para organizar as frentes de pesquisa utilizadas na elaboracdo deste
trabalho, os assuntos e resultados foram divididos em trés capitulos. Na primeira
etapa do trabalho (Capitulo 1), foi realizada uma busca de literatura acerca de
processos de obtencéo das isoflavonas a partir de sementes e derivados da soja,
bem como a acéo das isoflavonas na pele e formulacfes tdpicas que estdo sendo
desenvolvidas para incorporacdo de tais compostos. O artigo de revisdo gerado
(item 1.2) permitiu uma melhor compreensdo do estado da arte para a utilizacédo
destes compostos pela via tépica, auxiliando na definicdo de qual formulacdo se

adequaria para incorporacéo da FIA que seria obtida no decorrer deste trabalho.

O conteudo que compde as paginas 122 a 125 foi retirado deste documento

pois compromete a confidencialidade dos dados dos capitulos.
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CONCLUSOES







O contetudo que compde a pagina 129 foi retirado deste documento pois
compromete a confidencialidade dos dados dos capitulos.
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