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RESUMO

O pinhdo é a semente da araucaria (pinheiro-do-parana) e apresenta grande importancia
econdmica e alimenticia para as regides sul e sudeste do brasil. Dentre as caracteristicas
nutricionais do pinhao, destaca-se o alto teor de amido na améndoa e a presenca de compostos
bioativos em sua na casca, os quais sédo responsaveis por proporcionar efeitos benéficos a saude
humana. O presente estudo teve como objetivo a valorizagdo completa da semente do pinhao
por meio da producéo de nanosuspensodes e suas aplicagdes no desenvolvimento de produtos.
Foram obtidas nanosuspensdes do pinhao integral (améndoa + casca) (WPN), da améndoa
(APN) e casca do pinhao (PCN), com 6% de sdlidos totais (m/m) utilizando moinho de pedras. As
nanosuspensodes foram avaliadas quanto sua composi¢cao, morfologia, propriedades térmicas e
reoldgicas, atividade antioxidante e potencial citotoxico. A analise de composi¢do nutricional
demonstrou maior teor de fibras (63,12 + 0,52 %) e carboidratos (74,39 * 0,23 %) na PCN e na
APN, respectivamente. A morfologia demonstrou que as amostras atingiram escala nanomeétrica.
A andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) exibiu o ponto de gelatinizagdo da WPN
e da APN préximo a 50 °C, devido a presenca de amido e agua nas amostras. Com relagéo a
reologia, as amostras foram descritas como fluido pseudoplastico. As amostras PCN e APN
apresentaram caracteristica de gel fraco e a APN apresentou comportamento de liquido, e apds
0 processo de aquecimento as amostras apresentaram propriedades mecanicas irreversiveis,
devido ao processo de gelatinizacdo e evaporagdo de agua. A atividade antioxidante foi
mensurada e correlacionada com os compostos identificados por GC-MS, onde identificou-se
catequina, quercetina e acido galico majoritariamente em PCN e alto teor de agucares em APN e
WPN. Ainda, comprovou-se que as nanosuspensdes ndao demonstraram citotoxicidade em
células de fibroblastos de ratos (3T3). Com base nas caracteristicas obtidas, a PCN foi
incorporada nas concentragdes de 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2% (m/m) em uma formulagao padréo de
creme base, onde verificou-se completa homogeneizagao, sem alteragéo de odor ou estabilidade.
Além disso, constatou-se que o aumento na concentracdo de PCN na formulagdo modificou a
viscosidade e o comportamento mecanico das formulagdes, melhorando a espalhabilidade dos
cremes. Além disso, verificou-se que a adicdo de PCN na formulacdo cosmética ndo apenas
favoreceu a viabilidade celular em diferentes tipos de células avaliadas, mas também aumentou
as propriedades curativas da formulagao controle. A WPN foi utilizada na produg¢do de mascaras
faciais, onde observou-se elevada resisténcia mecéanica na amostra com maior teor de
nanosuspensao (16,56 + 1,97 MPa), e baixa umidade (9,94 + 0,49%). Além disso, observou-se
elevada solubilidade em agua (valores acima de 35%) para todas as mascaras elaboradas.
Verificou-se que a presenca da WPN aumentou a atividade antioxidante das mascaras, as quais
apos 5 minutos imersas em agua, liberaram os compostos bioativos no meio. Ainda, nao foi
verificada citotoxicidade das mascaras faciais em células 3T3 e em células de fibroblastos
humanos (NHDF). Por meio da analise de biodegradabilidade, observou-se que as mascaras
elaboradas foram totalmente decompostas em um periodo total de 56 dias. Por fim, o emprego
direto das mascaras faciais em pele humana foi avaliado, sendo verificado melhora na
adesividade apos a imersédo em agua por 5 minutos, e consequente liberagdo de compostos
bioativos, melhorando a eficacia da mascara facial.

Palavras-chave: Compostos bioativos, Reologia, Formulagbes cosméticas, Mascaras faciais.



ABSTRACT

The pinhao is the seed of the Araucaria (pinheiro do Parana) and is of great economic
and food importance for the southern and southeastern regions of Brazil. Among the
nutritional characteristics of pine nuts, the high starch content in the almond and the
presence of bioactive compounds in its shell stand out, which are responsible for providing
beneficial effects on human health. The present study aimed at the complete valorization
of pinhdo seed through the production of nanosuspensions and their applications in
product development. Nanosuspensions were obtained from the whole pinhdo (almond +
coat) (WPN), the almond (APN), and the pinh&o coat (PCN), with 6% of total solids (w/w)
using a stone mill. The nanosuspensions were characterized according to their
composition, morphology, thermal and rheological properties, antioxidant activity, and
cytotoxic potential. The nutritional composition analysis results showed a higher fiber
content (63.12 £ 0.52%) and carbohydrate content (74.39 + 0.23%) in PCN and APN,
respectively. Morphology showed the potential of ultrafine grinding, reaching a nanometric
scale. Differential scanning calorimetry (DSC) exhibited the gelatinization point of WPN
and APN near 50 °c due to the presence of starch and water in both samples. Rheological
data described the samples as pseudoplastic fluids. The mechanical behavior
demonstrated that PCN and WPN exhibited weak gel characteristics, while APN behaved
like a liquid, and after the heating process, nanosuspensions showed irreversible
mechanical properties due to gelatinization process and water evaporation. Antioxidant
activity of nanosuspensions was measured and correlated with compounds identified by
chromatography (GC-MS), including catechin, quercetin, and gallic acid mainly in PCN,
and high sugar content in APN and WPN. Nanosuspensions demonstrated no cytotoxicity
in rat fibroblast cells (3T3). Based on the characteristics of the produced
nanosuspensions, PCN was incorporated at concentrations of 0.5%, 1.0%, 1.5%, and 2%
(w/w) as in a base cream formulation. Complete homogenization was achieved without
alterations in odor or formulations stability. The boost of PCN concentration modified
viscosity and mechanical behavior of formulations, improving the spreadability, and
conferring high cell viability and healing properties to the formulations. WPN was
employed in the production of facial masks, which conferred high mechanical resistance
in the masks (16.56 + 1.97 MPa) and low moisture (9.94 + 0.49%). All masks showed high
water solubility (values above 35%). WPN presence conferred antioxidant activity to the
masks, releasing bioactive compounds into the water after 5 minutes. No cytotoxicity was
observed in 3t3 and human dermal fibroblast cells (NHDF) for all evaluated
concentrations. Biodegradability analysis revealed complete decomposition of the masks
in 56 days. The facial masks on human skin improved adhesiveness after a 5-minute
water immersion, facilitating the release of bioactive compounds and enhancing mask
effectiveness.

Keywords: Pinhao, Bioactive compounds, Nanosuspensions, Rheology, Industrial

applications.
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INTRODUGAO

A araucaria (Araucaria angustifolia (Bertol). Kuntze) € uma conifera presente
principalmente nas regides sul e sudeste do Brasil. Nas ultimas décadas houve uma
exploragao desordenada desta espécie para a comercializacdo da madeira, relacionada
principalmente com a fabricagdo de moveis e ao seu uso na construgado civil. Em
consequéncia dessa exploracdo, essa arvore esteve presente na lista de espécies da
flora brasileira ameagadas de extingao, sendo proibido seu corte e o beneficiamento da
madeira. Uma das alternativas encontradas para a exploragédo sustentavel da araucaria
e sua consequente valorizagao, € o uso de sua semente, denominada pinhdo (BRANCO;
RODRIGUES, 2016).

O pinh&o é o principal produto da araucaria, e corresponde a uma importante fonte
de renda para a populacao rural. Além disso, a semente também é uma fonte rica em
biocompostos, tais como flavonoides, compostos fendlicos e fitoesterdis, os quais
apresentam propriedades benéficas a saude humana, tais como acédo antioxidante,
anticancerigena e antimicrobiana. Os fitoesterdis sdo derivados de triterpenos e
apresentam grande importancia de extragao e aplicagdo na industria de alimentos. No
organismo humano esses compostos atuam na redugado dos niveis de colesterol no
sangue e na prevengao de doengas cardiovasculares. Os compostos antioxidantes sdo
encontrados em ambas as fragbes do pinhdo, estando dispostos majoritariamente na
casca, e em menores concentragdes na améndoa do pinhdo (KOEHNLEIN et al., 2012;
PERALTA et al., 2016).

A améndoa (parte comestivel do pinhdo), é rica em amido, responsavel por
conferir ao produto alto valor energético. Ainda, apresenta baixo indice glicémico, baixos
teores de lipidios e carboidratos simples e auséncia de gluten. Devido as caracteristicas
citadas, a améndoa do pinhao pode ser empregada no desenvolvimento de produtos sem
gluten, bem como na elaboragdo de filmes biodegradaveis (BRANCO; RODRIGUES,
2016).

Com relagéo a casca do pinhao, trata-se do residuo da semente subutilizado, que

leva anos para a sua total decomposi¢do. No entanto, esse subproduto € de grande
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relevancia por apresentar diversas caracteristicas benéficas a saude humana, tais como
alto teor de fibras alimentares, minerais e compostos bioativos. Outra caracteristica que
pode ser aproveitada da casca do pinh&do é a presenga do complexo lignocelulésico,
formado majoritariamente por trés constituintes principais: a hemicelulose, celulose e a
lignina. Esses polimeros sdo de complexa obtencao devido a estrutura recalcitrante do
material lignoceluldsico. Nesse sentido, os processos industriais comumente utilizados
para o beneficiamento do complexo lignoceluldésico, demandam alto gasto energético,
além de serem responsaveis pela geracdo de grandes quantidades de residuos. No
entanto, nos ultimos anos com a crescente preocupagao ambiental, novas alternativas
tém sido estudadas, a fim de reduzir a geragcao de danos ao ecossistema. Desse modo,
vale destacar o emprego de métodos fisicos no beneficiamento da biomassa, utilizando
baixas temperaturas durante o processo e menor consumo energetico.

Dentre os métodos fisicos de menor impacto para o ambiente, destaca-se o
moinho de pedras, o qual utiliza agua e baixa temperatura de processo, possibilitando a
sintese de uma nanosuspensao rica em compostos bioativos de alto valor agregado, sem
a geracao de residuos. A nanosuspensao resultante exibe caracteristicas préprias, e
potencial de aplicacdo em diversas areas industriais, tais como materiais, cosméticos,
alimentos e farmacos. Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo a
valorizagdo do pinhdo e seus constituintes por meio da producgéo, caracterizagao e
aplicacao de nanosuspensoes a partir do moinho de pedras.

Primeiramente, as nanosuspensdes foram obtidas de diferentes partes do pinh&o,
sendo elas a casca (PCN), améndoa (APN) e o pinhdo em sua forma integral (WPN), as
quais foram caracterizadas de acordo com sua composi¢ao, morfologia, comportamento
reologico e citotoxicidade, sendo os resultados descritos nos itens 5.1 e 5.2 deste
trabalho. A partir dos resultados obtidos foram realizadas diferentes aplicacbes para a
nanosuspensao elaborada a partir da casca do pinh&o e de sua forma integral.

Sequencialmente, avaliou-se o emprego da nanosuspensdo da casca do pinh&o
em formulagdes cosméticas (item 5.3) a fim de verificar o potencial da PCN em melhorar
as propriedades reologicas da formulagdo controle, bem como avaliar sua

espalhabilidade na pele humana. Além disso, avaliou-se a viabilidade celular e potencial
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de cicatrizacdo das formulagcdes elaboradas a partir da nanosuspensédo da casca do
pinhdo e a formulacao controle.

Ainda, é importante ressaltar o potencial da nanosuspenséo a partir do pinh&o
integral como aditivo na elaboragdo de mascaras faciais, situado na segcédo 5.4 deste
trabalho. Assim, avaliaram-se as propriedades mecanicas, solubilidade, e umidade das
mascaras produzidas. Além disso, verificou-se a liberagdo de compostos bioativos das
mascaras faciais a partir do pinh&o, os quais apresentam propriedades benéficas para a
pele humana devido a atividade antioxidante. Por fim, avaliou-se a biodegradabilidade
das mascaras faciais elaboradas, bem como um modo de preparo para aplicagdo da
mascara facial, a fim de melhorar a efetividade da mascara facial, bem como suas
propriedades de conformagao a pele humana.

De modo geral, a produgao, caracterizagao e aplicagao das nanosuspensoes a
partir do pinhdo e seus constituintes aumentou a gama de potenciais aplicagées desta
semente em produtos ja comercializados. O desenvolvimento de produtos utilizando o
pinhdo como aditivo € uma alternativa para a valorizagdo e conservagao da araucaria,
além de um estimulo para os produtores de pinhdo, em manter sua coleta, conservagao

e comercializacéo.
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2. OBJETIVOS

21. OBJETIVO GERAL

Valorizar o pinhdo de forma sustentavel a partir da produgao, caracterizagao e
aplicacao de nanosuspensdes no desenvolvimento de novos produtos contendo pinhdo

em sua composigao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir as nanosuspensdes a partir do pinhao e seus constituintes utilizando o

moinho de pedras;

e Caracterizar as nanosuspensdes por meio das analises fisico-quimicas,

morfologicas, térmicas, antioxidantes e citotoxicas;

e Aplicar e avaliar as formulagdes cosméticas adicionadas da nanosuspensao da
casca do pinhdo, quanto suas caracteristicas fisicas, reoldgicas; citotoxicas e
curativas;

e Produzir e caracterizar mascaras faciais a partir da nanosuspensao do pinhao
integral, avaliando suas caracteristicas morfoldgicas, propriedades mecanicas,
hidrofilicidade, citotoxicidade e biodegradabilidade além de desenvolver um

método de uso do produto final.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Nesta se¢do serdo avaliados os seguintes tdpicos: aspectos gerais da Araucaria
angustifolia (Bertol). Kuntze), pinhdo e seus constituintes, e compostos bioativos
presentes no pinhdo. Em seguida, serdo abordadas algumas propriedades referentes a
casca do pinhao: biomassa (definicdes e fundamentos) e o uso de pré-tratamentos, com
enfoque para o uso do moinho de pedras e emprego das suspensdes de nanofibrilas. Por
fim, serdo abordadas aplicagdes para as nanosuspensoes provenientes do pinhao e seus

constituintes.
3.1. ASPECTOS GERAIS DA Araucaria angustifolia (Bertol). Kuntze)

A Araucaria angustifolia (Bertol). Kuntze), popularmente conhecida como
Pinheiro-do-Parana, pinheiro brasileiro ou somente Araucaria (FIGURA 1), € uma
conifera pertencente a familia Araucariaceae, nativa da América do Sul. A Araucaria é
encontrada principalmente nas regides Sul e Sudeste do Brasil, ultrapassando 200 anos
de vida e até 50 metros de altura, sendo a unica gimnosperma nativa da Mata Atlantica
(PERALTA et al., 2016).

FIGURA 1. Araucaria angustifolia (Bertol).

Kuntze

FONTE: O autor (2024).
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Durante varias décadas, a madeira da Araucaria foi intensamente explorada e
considerada a principal madeira de exportagdo do Brasil, fato que quase culminou para
o desaparecimento da espécie, restando apenas de 30% da populagdo original.
Atualmente, essa espécie representa grande importancia para o reflorestamento e a
conservagao da mata atlantica (KOEHNLEIN et al., 2012; SOUZA et al., 2014).

A Araucaria angustifolia (Bertol). Kuntze) € uma das principais fontes de renda
de familias e agricultores do sul do Brasil, principalmente pelos seus produtos, como as
suas sementes, conhecida como pinhdo, a qual também ¢é fonte de alimento para a
populacéo e para diversas espécies de animais. Essas sementes, caracterizam-se por
ser um produto sazonal, coletado entre os meses de abril a agosto, sendo encontrado no
interior dos estrobilos femininos presentes nas arvores, denominados cones, que
resultam na formagédo das pinhas (BRANCO; RODRIGUES, 2016). Anualmente, uma
Araucaria angustifolia produz em média 40 pinhas, de dimensdes que variam entre 10 e
25 centimetros, produzindo em média 5 a 150 pinhdes, os quais apresentam peso entre
7 e 9 gramas cada (SANTOS et al., 2018).

3.1.1. Pinh&o e seus constituintes

A producgéo anual do pinhdo no Brasil equivale a 12.481 toneladas ao ano, sendo
o estado do Parana responsavel pela producédo de aproximadamente 3.600 toneladas ao
ano (IBGE, 2021). A produtividade do pinhdo aumentou significativamente desde os anos
90 devido as politicas de reflorestamento e manutencdo da espécie, juntamente com
novas técnicas de manejo e exploragdo dessa semente. O comércio do pinhdo é
predominantemente realizado in natura, devido a sua sazonalidade de produg¢do, nao
sendo feitos grandes investimentos para a conservagao dessas sementes. Geralmente,
o pinhao é consumido apds o processo de coccao, mas também é utilizado em forma de
farinha, para a producgao de pratos regionais, paes e assados (CORDENUNSI et al., 2004;
FREITAS et al., 2018).

O pinhdo é constituido por sua améndoa e casca (FIGURA 2), os quais

apresentam diversas propriedades benéficas a saude humana, devido as suas
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propriedades funcionais. O amido (40%) corresponde ao componente majoritario
presente na améndoa do pinhdo. No entanto, também sdo encontrados na semente,
proteinas (3%), agucares soluveis (2%), lipideos (1%), fibras alimentares (36%), minerais
(0,2%) e carboidratos (17,8%) (BRANCO; RODRIGUES, 2016; KOEHNLEIN et al., 2012).

FIGURA 2. PINHOES E SEUS CONSTITUINTES A PARTIR DAS PINHAS DA Araucaria angustifolia
(Bertol). Kuntze).

y

FONTE: O autor (2024).

A améndoa do pinhdo corresponde a maior quantidade massica da semente,
representando cerca de 70% em massa. Normalmente, a améndoa do pinhdo é
consumida apos processo de cocgao, devido seu aspecto rigido. Além disso, o processo
de cocgao gelifica a fragdo amilacea, aumentado o teor de umidade em comparagao com
a matriz in natura. Outra propriedade do processo de cocgéo esta relacionada ao teor de
compostos fendlicos presentes na matriz, uma vez que ocorre a migragdo, em parte,
desses compostos provenientes da casca interna e externa da semente para a améndoa
(FERREIRA et al., 2021).

Dentre os beneficios da améndoa, destaca-se o alto valor nutricional, devido a
presenca de amido, fibras alimentares, proteinas e minerais. O amido exibe como um de
seus principais constituintes a amilose, sendo encontrada na améndoa do pinhdao. Apos
0 processo de cocgao da amilose, observa-se a formagédo do amido resistente, que é
absorvido lentamente pelo organismo. Esta propriedade é responsavel por conferir ao
alimento baixo indice glicémico (CORDENUNSI et al., 2004; PERALTA et al., 2016). O
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consumo de alimentos de baixo indice glicémico apresenta grandes beneficios a saude
humana, tais como a prevencao e tratamento de doencas como obesidade e diabetes
(SANTOS et al., 2018).

Com relagao aos compostos encontrados na améndoa do pinhdo, é importante
ressaltar a presencga de acidos graxos, como o acido linoleico (18: 2n-6), acido oleico (18:
1n-9) e acido palmitico (16:0). Além dos acidos graxos, estao presentes os esterdis, tais
como o a e o0 3 - tocoferol e B-sitosterol (SILVA et al., 2016) e os compostos fendlicos,
como a catequina, acido galico e a quercetina (KOEHNLEIN et al., 2012; PERALTA et
al.,, 2016). A améndoa do pinhdo também é fonte de nutrientes inorganicos, como o
potassio, fosforo, manganés, cobre, molibdénio e cromo (FERREIRA et al., 2021).

Sobre o potencial de aplicagao da améndoa do pinhao, destaca-se o emprego do
amido proveniente da améndoa como excipiente farmacéutico, uma vez que os granulos
de amido do pinhdo apresentam pH mais neutro, baixo teor de umidade, e temperatura
de gelatinizagao inferior em comparacéo ao amido de milho (DAUDT et al., 2014).

Em outro trabalho, Daudt e colaboradores (2015) avaliaram o potencial do amido
proveniente do pinhdo para o emprego em formulagdes cosméticas, sendo obtido um gel.
As formulagcbdes foram caracterizadas avaliando a resisténcia a centrifugagdo, pH,
espalhabilidade, reologia e atividade antioxidante. A analise sensorial foi realizada para
verificar a aceitabilidade dos ingredientes para os consumidores potenciais. Os autores
observaram que as formulacbes apresentaram estabilidade por resisténcia a
centrifugacao e nao houve qualquer irritacdo da pele ou alteragdo do pH cutaneo. Ainda,
a adicdo de amido do pinhdo melhorou a espalhabilidade e aumentou a viscosidade
quando comparada as formulagdes controle. De tal forma, o amido do pinhao demonstrou
resultados promissores como potencial aditivo natural em formulagdes cosméticas.

Com relagao a casca do pinhao, corresponde a cerca de 30% da massa total do
pinhdo em base umida, sendo considerada o principal residuo da semente, uma vez que,
€ descartada no meio ambiente e apresenta dificil decomposi¢cao. No entanto, a casca
do pinhdo exibe caracteristicas pouco exploradas, como a presengca do complexo

lignocelul6sico, composto por celulose, hemicelulose e lignina. Essas macromoléculas
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sao amplamente utilizadas como biomassa para desenvolvimento de produtos, na area
de polimeros, biocombustiveis e nanomateriais (LIMA et al., 2020; TIMM et al., 2020).

A casca do pinhdo também possui propriedades nutricionais, como alto teor de
biocompostos, tais como os compostos fendlicos, como taninos, catequina, quercetina,
acido galico, acido ferulico. Estes bioativos sao responsaveis por promover beneficios a
saude interligadas a atividade antioxidante, antidiabética, anticancerigena e de inibidor
enzimatico (BRANCO; RODRIGUES, 2016; PERALTA et al., 2016; SOUZA et al., 2014).
Outros compostos, encontrados na casca do pinh&o sao os esterois, como o (3 sitoesterol
e campesterol, os quais apresentam capacidade de reduzir o colesterol e
consequentemente, atuam na prevengao de doengas cardiovasculares (LIMA et al.,
2020). Devido a presencga de biocompostos na casca do pinhdo, torna-se necessario o
emprego de alternativas para o aproveitamento desses residuos, evitando o seu descarte
e maximizando o aproveitamento dos compostos bioativos (FREITAS et al., 2018;
SANTOS et al., 2018).

Diante do exposto, verificou-se que o pinhao e os seus constituintes exibem em
sua composig¢ao biomoléculas de alto valor agregado, responsaveis por desempenhar
atividades benéficas a saude. No entanto, além das propriedades biologicas interligadas
as biomoléculas, observa-se a presenga do complexo lignocelulésico na casca do pinhao,
que pode ser aplicado para a elaboragdo de nanomateriais. Portanto, nos tépicos
seguintes serdao abordados fundamentos e o0s mecanismos antioxidantes dos
biocompostos juntamente com seus beneficios conferidos a saude humana. Em seguida,
serao expostos conceitos referentes a biomassa e ao emprego da casca do pinhao para

a sintese de nanoestruturas.

3.2. COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NO PINHAO

Os compostos bioativos estdo presentes em diversas matrizes vegetais, como
plantas, frutas e legumes, apresentando funcdo de suprir parte das necessidades

nutricionais do corpo humano (ALl et al, 2019). Sua composi¢do quimica esta



24

relacionada com a presenca de peptideos, vitaminas, acidos graxos, flavonoides e
fitoesterois. Alguns dos compostos citados sado conhecidos por exibir atividade
antioxidante, uma propriedade responsavel por fornecer ao organismo humano inimeros
beneficios a saude (MENG et al., 2018).

Dentre os principais problemas relacionados a conservacdo e vida util de
produtos alimenticios, pode-se destacar os processos de oxidagdo ocasionados
principalmente pela presenca de radicais livres, tais como radicais hidroxila (OHe),
radicais peroxila (ROQO¢), radicais alcoxila (RO¢), dentre outros (HALLIWELL et al., 1997).
A alta presenca dos radicais livres € responsavel pela formagéao de compostos altamente
reativos, causando interferéncias na bioquimica celular (URSO; CLARKSON, 2003).

Para a saude humana, a alta quantidade de radicais livres é responsavel por
gerar um desequilibrio no organismo causando estresse oxidativo. Dessa forma, os
compostos antioxidantes sdo responsaveis por atuar como sequestradores de radicais
livres, gerando diversos beneficios ao corpo humano (HALLIWELL et al., 1997; URSO;
CLARKSON, 2003). Os produtos industrializados geralmente sdo enriquecidos com
antioxidantes sintéticos, a fim de prolongar a vida util e gerar beneficios a saude humana.
No entanto, existem inUmeros compostos bioativos naturais provenientes de matrizes
vegetais, tais como os compostos fendlicos, flavonoides e tocoferdis, de interesse da
industria quimica, farmacéutica e de alimentos, agregando valor ao produto final (SOUZA
etal., 2014).

O pinh&o e seus constituintes apresentam em sua constituicdo diferentes classes
de biocompostos, tais como fitoesterodis, compostos fendlicos e flavonoides. Dentre os
compostos bioativos presentes é importante ressaltar a presenca dos fitoesterois, os
quais sao encontrados em grandes quantidades na améndoa e na casca do pinhao (LIMA
et al., 2020; SILVA et al., 2016).

Os fitoesterdis sdo compostos naturais pertencentes a familia dos triterpenos,
sdo encontrados em vegetais, legumes, frutas e principalmente em sementes, cereais e
nozes. Esses compostos estao presentes tanto na forma livre, quanto esterificados com

acidos graxos ou conjugados com glicosideos, e sdo encontrados em alimentos na forma
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de B-sitosterol, campesterol e estigmasterol (FIGURA 3) (GARCIA-LLATAS et al., 2021;
SILVA et al., 2016).

FIGURA 3. ESTRUTURA DOS FITOESTEROIS MAIS ENCONTRADOS EM ALIMENTOS.

p-Sitosterol Campesterol Stigmasterol

FONTE: Adaptado de GARCIA-LLATAS et al.; 2021.

Os fitoesterois e seus ésteres de acidos graxos sao compostos estaveis, e pouco
susceptiveis a degradagao. No entanto, quando submetidos a processos envolvendo alta
temperatura e presenca de oxigénio, ocorre a oxidagado do fitosterol. Nos processos
industriais os fitoesterois sado utilizados para a protegao de d6leos, atuando como agente
antioxidante durante o processamento e exposicao a luz (BAIl et al., 2021; GARCIA-
LLATAS et al.,, 2021). No organismo humano, os fitoesterois e seus isébmeros sao
precursores de diversos beneficios a saude humana, como agdo antioxidante,
anticancerigena, antibacteriana, anti-inflamatéria, antidiabética e também atuam na
diminuigao dos niveis de colesterol no sangue e prevencgao de doengas cardiovasculares
(BAl et al., 2021; GHAEDI et al., 2020).

Com relacao a extracdo e quantificacdo de fitoesterodis presentes no pinhao e
seus constituintes, Silva e colaboradores (2016), avaliaram a extracdo de tocoferois e
Oleos presentes na améndoa do pinhdo empregando extragao subcritica com n-propano
e extracdo utilizando o meétodo de soxhlet, utilizando solventes orgénicos. Como
resultado, os autores observaram que o emprego do n-propano subcritico proporcionou
um rendimento de extracido semelhante ao método de soxhlet. Em termos de extracgao,
os autores observaram que o emprego do n-propano subcritico a 40 °C e 8 MPa
proporcionou maior concentracdo de acidos graxos, tais como as séries 6mega-6 e
Omega-3, tocoferol total e fitosterol total. Outra observacdo dos autores foi que o
aquecimento durante a extragado por soxhlet contribuiu para a degradacao parcial de

alguns compostos.
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De Lima e colaboradores (2020), avaliaram o teor de biocompostos presentes
em suspensodes provenientes da casca do pinhdo seca e da casca do pinhdao pos
processo de branqueamento. Foi avaliado o perfil de compostos presentes nas
suspensbes utilizando GC-MS (do inglés, Gas Cromatography coupled with mass
spectrometry). Os autores avaliaram as fragdes de ambas as amostras branqueadas e
nao branqueadas. Como resultado, foi possivel observar que o processo de
branqueamento degradou, em sua maioria, os compostos bioativos presentes. Na fragéo
lipofilica da analise cromatografica para a suspensao da casca nao branqueada, foram
encontrados alto teor de (-sitosterol e campesterol.

Os compostos fendlicos e flavonoides sao estruturas que apresentam um ou mais
anéis aromaticos com um ou mais grupos hidroxilas em sua estrutura. Esses
biocompostos sdo amplamente encontrados em matrizes vegetais, podendo ser
especificos de um determinado local da planta ou época de desenvolvimento (ALARA et
al., 2021). Em alimentos, os fendis e flavonoides sédo responsaveis por conferir diversas
alteracbes benéficas no processamento, tais como adstringéncia, cor, aroma e
principalmente, atividade antioxidante. Dentre as principais fungbes bioldgicas desses
compostos no organismo humano, € importante ressaltar a acdo antioxidante, anti-
inflamatdria, antimicrobiana e anticancerigena (MIKOLAJCZAK et al., 2021; SANTOS et
al., 2018).

Devido aos inumeros beneficios bioldgicos proporcionados pelos compostos
fendlicos e flavonoides, diversos trabalhos na literatura exploram seu potencial de
extragdo, quantificacdo e manutencao. O pinhdo e seus constituintes possuem grandes
quantidades desses compostos em sua composi¢ao, sendo o acido galico, catequina e a
quercetina os majoritarios (BRANCO; RODRIGUES, 2016; MIKOLAJCZAK et al., 2021;
SANTOS et al., 2018).

Com relagdo ao emprego do pinhdo e seus constituintes como potencial para
extracao, quantificacado e aplicacdo dos compostos fendlicos e flavonoides, séo relatados
trabalhos relacionados a améndoa e a casca. Cordenunsi e colaboradores (2004),
relataram em seus estudos o teor de compostos fendlicos e flavonoides presentes na

améndoa do pinh&o in natura e pés cozimento, avaliando a presenga da casca interna e
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externa do pinhdo. Os autores observaram que a améndoa in natura mostrou baixo teor
de biocompostos. No entanto, apds o processo de coccdo, os compostos fendlicos
migram da casca para a améndoa, aumentando sua atividade antioxidante. Com relacao
ao teor de flavonoides nao foi identificada a presenca de nenhum flavonoide na améndoa
do pinhdo cru. No entanto, foi quantificada a quercetina presente em quantidades
significativas na pelicula interna do pinhdo. Por fim, os autores observaram que o
cozimento favoreceu a migragcédo da quercetina para a améndoa, mas nao para a agua
de cozimento, diferentemente da catequina, que migrou para a agua de cozimento e para
a améndoa.

Koehnlein e colaboradores (2012), verificaram o potencial antioxidante do pinhao
apos a etapa de cozimento, avaliando a améndoa seca antes e apos o0 processo de
cocgao. Com relacao ao teor de compostos fendlicos totais, os autores observaram que,
semelhante ao estudo de Sant’Anna e colaboradores (2016), o processo de cocgao do
pinhdo aumentou os compostos fendlicos presentes na améndoa, devido a migragao
desses compostos durante o cozimento. Dentre os bioativos quantificados pelos autores,
em ambas as condi¢des foi possivel observar a presenga maijoritaria de catequina, mas
também foi possivel identificar acido galico e quercetina em menor quantidade em ambas
as condigdes empregadas.

Sant’Anna e colaboradores (2016), realizaram a quantificacdo de biocompostos
presentes na casca do pinhdo sem cocgéo e na casca do pinhdo submetida ao processo
de cocgao em diferentes tempos de estocagem. Foi possivel observar que o conteudo de
polifendis aumentou no residuo submetido ao cozimento. A capacidade de redugao do
radical DPPH, diminuiu de 93% para 88% apos o tratamento térmico, e por ultimo, néo
houve alteragdo na redugéo do radical ABTS. Outra analise realizada pelos autores foi a
capacidade quelante do ion ferro, o qual ndo apresentou atividade para a casca do
pinhdo. Os autores nao identificaram degradagdo de compostos fendlicos e compostos
com atividade antioxidante durante as condigbes de armazenamento.

De Freitas e colaboradores (2018), estudaram o potencial antioxidante dos
extratos alcodlicos, hidroalcdolicos e a agua de cozimento provenientes da casca do

pinhdo para aplicacdo em filmes. Para caracterizacédo dos bioativos presentes nos
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extratos, foi avaliada a atividade antioxidante in vitro, empregando as metodologias de
DPPH, FRAP e ABTS. Os resultados referentes a analise de DPPH nao apresentaram
diferenga significativa para nenhum dos extratos. Em relagédo a analise de FRAP, foi
possivel observar uma maior atividade antioxidante para o extrato hidroalcéolico. Em
relacdo aos resultados da analise ABTS, a agua de cozimento do pinhdao apresentou
maior atividade antioxidante em comparacgao ao extrato hidroalcdolico e extrato alcodlico.
Os mesmos autores realizaram a quantificagdo empregando HPLC (do inglés, High
Performance Liquid Cromatography) dos extratos obtidos. A partir dessa analise foi
possivel identificar maiores quantidades de catequina e de dimero (epi)-catequina em
maior quantidade no extrato hidroalcoolico. Para os extratos provenientes da agua de
cozimento e etanol a maior quantificagédo encontrada foi de acido protocatecuico.

Como parte final do trabalho os extratos obtidos foram aplicados em filmes a base
de zeina (proteina do milho), os quais apresentaram melhor resultado para os extratos
provenientes da agua de cocgao. Dentre as propriedades conferidas ao filme, pode-se
destacar o aumento de resisténcia a tragéo e intervalo de alongamento, juntamente com
o efeito plastificante. Os extratos hidroalcoolicos e etanoicos, quando incorporados,
produziram filmes mais fragilizados (FREITAS et al., 2018).

Santos e colaboradores (2018), avaliaram o processo de extragao e quantificagao
dos biocompostos da casca do pinhdo empregando como solvente a mistura etanol:agua
e como método de extracdo, o ultraturrax. Os autores identificaram treze compostos
diferentes presentes na casca do pinhao, sendo os principais: catequina e epi-catequina,
acido ferrulico e acido protocatecuico. Os autores concluiram que para a obtencao de
extratos ricos em compostos fendlicos, pode ser utilizada uma temperatura mais baixa,
no entanto € necessaria maior proporgao de etanol na mistura de solventes utilizada.

Como relatado, o pinhao e seus constituintes apresentam em sua composicao
alto teor de compostos com propriedades antioxidantes. Ainda, outra propriedade muito
pouco explorada do maior residuo do pinhdo, ou seja, a casca, esta relacionada ao
potencial para biomassa, devido a presenga do complexo lignoceluldsico, podendo ser
precursora para sintese de diferentes produtos, tais como o bioetanol e nanomateriais
(CAPOLUPO; FARACO, 2016; LIMA et al., 2020).
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3.3. BIOMASSA: DEFINICOES E FUNDAMENTOS

A biomassa pode ser definida como um recurso energético natural de origem
vegetal, e uma de suas principais aplicagbes a sintese de biocombustiveis como o
bioetanol. Atualmente, diversas matrizes sao utilizadas para a sintese de
biocombustiveis, como a cana-de-agucar e a beterraba, que apresentam elevado teor de
agucares em sua composi¢cado, o milho e o trigo devido aos elevado teor de amido e o
bagago e a palha da cana-de-agucar, que apresentam altas quantidades de material
lignoceluldsico em sua estrutura (OGATA, 2013; ZHAO et al., 2020).

O material lignocelulosico € composto majoritariamente por trés componentes
estruturais, sendo eles a celulose e hemicelulose e a lignina (FIGURA 4) (VU et al., 2020;
ZHAO et al., 2020).

FIGURA 4. COMPOSICAO DA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA.
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FONTE: Adaptado de GUO et al., 2019

Com relagcédo aos componentes do material lignocelulésico, a celulose se
caracteriza por ser um homopolissacarideo linear, composto por monémeros de glicose
ligados entre si por ligagdes glicosidicas, apresentando alto grau de polimerizagédo. Os
polimeros de celulose ligam-se através das interagdes de hidrogénio, e sdo organizados

sob a forma de microfibrilas, constituidas de regides mais organizadas, denominadas
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regioes cristalinas e regides menos ordenadas, denominadas regiées amorfas (HUBBE
et al., 2018; LING et al., 2020).

A hemicelulose € um heteropolimero formado por diferentes repeticdes de
pentoses, hexoses e grupos acetila. Além disso, a hemicelulose nédo apresenta regides
cristalinas, e normalmente encontra-se ligada diretamente a lignina. Por fim, a lignina é
uma macromolécula n&do polimérica e amorfa, sua composicdo € baseada em
componentes fendlicos derivados dos precursores monoméricos (CARRIER et al., 2011;
PHANTHONG et al., 2018).

A interagao entre celulose, hemicelulose e lignina confere carater recalcitrante ao
material lignoceluldsico dificultando o acesso a celulose. Assim, torna-se necessario o
emprego de procedimentos, denominados pré-tratamentos, os quais possuem fungéo de
quebrar a estrutura recalcitrante da biomassa lignocelulésica e consequentemente,
facilitar o acesso aos constituintes internos (VU et al., 2020). No entanto, o uso dessas
técnicas, demandam alto gasto energético e contribuem para a formacéo de compostos
toxicos e indesejados, tais como furfural e hidroximetilfurfural. Além disso, toda a fracéao
de compostos bioativos provenientes das matrizes € removida devido ao uso de
reagentes quimicos e elevadas temperaturas de processo (BEHERA et al., 2014;
CAPOLUPO; FARACO, 2016).

Nesse contexto, com o objetivo de explorar todos os beneficios do pinhdo
utilizando processos verdes, o moinho de pedras surge como potencial alternativa de
processo. O emprego do moinho proporciona como principal vantagem a obtencéo de
nanosuspensoes, preservando principalmente a fragdo de biocompostos presentes na
matriz (ALIABADI et al., 2020).

3.3.1. Uso do moinho de pedras para a produgao de nanosuspensdes

O moinho de pedras (FIGURA 5) é um método fisico que consiste em um
processo mecanico de homogeneizagdo, que promove a exposi¢cao e a abertura da
superficie das fibras através do cisalhamento. Esse processo € responsavel por reduzir
o tamanho das fibras em escala nanométrica (0,1 a 100 nm) (LIMA et al., 2020).
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FIGURA 5: MOINHO DE PEDRAS UTILIZADO PARA SINTESE DE NANOSUSPENSOES.

FONTE: O autor (2024).

A utilizagdo do moinho de pedras proporciona um aumento da area de contato e
melhor ligacao entre as fibrilas, conferindo maior resisténcia (SERPA GUERRA et al.,
2020).Como resultado, ocorre a formagcao de uma nanosuspensao, caracterizada pela
presenca de materiais em escala nanométrica suspensos em um solvente, podendo
apresentar um aspecto de gel a depender da matriz utilizada para a produgédo (FIGURA
6) (ALIABADI et al., 2020; TIMM et al., 2020).

FIGURA 6. NANOSUSPENSAO DE CELULOSE BRANQUEADA DE PINUS OBTIDA A PARTIR DO
MOINHO DE PEDRAS.

FONTE: Adaptado de Kumode e colaboradores (2017).
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Uma das principais vantagens da producdo de nanosuspensdes a partir do
moinho de pedras € o emprego de baixas temperaturas de processo e 0 uso de agua
para sua sintese. Além disso, o moinho € um método simples, rapido, econémico, atdxico
e de alto rendimento para a desfibrilacdo da celulose e producdo da nanosuspensao.
Dependendo da matriz utilizada, o emprego do moinho de pedras para a sintese de
nanosuspensdes é capaz de preservar propriedades benéficas a saude humana, tais
como a atividade antioxidante proveniente dos compostos bioativos (LIMA et al., 2020;
TIMM et al., 2020).

3.3.2. Aplicacbes das nanosuspensdes

Atualmente, as nanosuspensodes sao utilizadas em materiais poliméricos, devido
a sua baixa massa molar e as suas excelentes propriedades mecanicas (PHANTHONG
et al., 2018). Além disso, seu uso também ja foi relatado na medicina para a elaboracao
de enxertos de pele e curativos, devido a sua alta biodegradabilidade e
biocompatibilidade (CLARO et al., 2020; CURVELLO et al., 2019; PHANTHONG et al.,
2018).

Guimaraes e colaboradores (2016) realizaram a sintese de nanosuspensodes a
partir da cenoura como aditivo para filmes a base de amido. A partir desse estudo foi
possivel observar que a adicdo das nanosuspensdes possibilitou conferir ao filme uma
maior resisténcia a tragao e baixa permeabilidade ao vapor de agua quando comparados
aos filmes sem a adi¢ao da suspenséo.

Em estudo desenvolvido por Aliabadi e colaboradores (2020), os autores
aplicaram o extrato de erva-mate na sintese de filmes provenientes da nanosuspenséao
de celulose. Nesse trabalho, os filmes a base de erva-mate e os produzidos sem a adicao
do extrato foram avaliados quanto as propriedades antioxidantes, antibacterianas e
toxicidade dos filmes. A partir desse estudo, os autores observaram que os filmes
produzidos com o extrato da erva-mate exibiram atividade antibacteriana e maior
atividade antioxidante quando comparado ao filme padrao, sem a adigao do extrato. Por

fim, os autores nao identificaram toxicidade em ambos os filmes produzidos.
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Com relagcdo ao emprego do pinhdo na sintese de nanosuspensodes, foram
identificados trabalhos relacionados ao uso de sua casca. Lima e colaboradores (2020),
realizaram a sintese, caracterizagéo e aplicagao de nanosuspensdes da casca do pinhao,
branqueadas e ndo branqueadas empregando o moinho de pedras, com um teor de
sélidos de 6%. Ambas as nanosuspensodes a base de casca do pinhdo (branqueadas e
nao branqueadas), foram aplicadas como suplemento na dieta diaria de ratos, sendo
avaliado o potencial de reducao de niveis de colesterol e triglicerideos. Como resultado,
os autores constataram que nao houve diminui¢ao do indice de triglicerideos e colesterol
nos animais. No entanto, a alta presenca de fibras auxiliou na perda de massa dos
animais. Também foram feitas analises nos 6rgaos principais dos animais, que poderiam
ter sido afetados pela ingestao da suspenséao, ndo sendo constatado nenhuma toxicidade
ou danos nos 6rgaos dos animais avaliados.

Em pesquisa publicada por Timm e colaboradores (2020), avaliou-se a sintese
de nanosuspensao proveniente da casca do pinhdo empregando o moinho de pedras, a
uma concentracdo massica de 5% de sdlidos totais. As nanosuspensodes foram aplicadas
na elaboracao de barras de cereais com a finalidade de desenvolver um novo produto
alimenticio rico em fibras alimentares. Como resultado, observou-se que as barras de
cereais contendo nanosuspensao da casca do pinhdo apresentaram propriedades
funcionais. Além disso, os autores constataram que o teor de fibras presentes nas barras
contendo a nanosuspensao foi quase duas vezes maior quando comparadas com as
barras de cereais comerciais. Por fim, com relagdo a analise sensorial, os autores
verificaram que a barra de cereal apresentou resultados promissores nos testes de

aceitabilidade.

3.4. APLICACOES DAS NANOSUSPENSOES DO PINHAO E SEUS
CONSTITUINTES

Uma das principais alternativas para a manutencdo da araucaria é o
desenvolvimento e valorizagao de produtos provenientes dessa espécie, surgindo como
uma nova fonte de renda para as comunidades rurais (BRANCO; RODRIGUES, 2016).
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Dentre os principais produtos provenientes da araucaria, o pinhao apresenta potencial de
saudabilidade. O pinhdo e seus constituintes possuem alto valor nutricional e exibem
beneficios a saude humana. No entanto, a perecibilidade do pinhdo, aliada a falta de
industrializac&o e a sazonalidade de produgao faz com que sua comercializagao seja feita
quase que totalmente in natura e nas proximidades da regido de producado (DAUDT et
al., 2014; LIMA et al., 2020).

Para mudar esta realidade, € necessario o desenvolvimento de processos e
produtos que valorizem o pinhdo e seus constituintes, tornando o mercado mais atrativo
aliado ao uso sustentavel, auxiliando na conservagao da espécie e agregando valor ao
pinhdo e seus constituintes para o emprego no desenvolvimento de novos produtos
(LIMA et al., 2020; TIMM et al., 2020).

3.4.1. Formulacbes cosméticas

Um dos principais problemas relacionados a pele humana é o aparecimento de
rugas e envelhecimento sendo atribuido, na maior parte das vezes, a exposigao ao sol,
que causa danos a pele devido a radiagéo ultravioleta. Como forma de combate aos
sinais de envelhecimento ocasionados pela exposicao ao sol, sao utilizados produtos
cosmeéticos a fim de minimizar os danos causados a pele (DAUDT et al., 2015).

A crescente demanda na industria de cosméticos, interligada ao constante
desenvolvimento tecnolégico e a sintese de produtos ecologicamente corretos aumenta
a procura por matrizes naturais que apresentem beneficios cutdneos. Dentre estes
produtos naturais, destacam-se os biocompostos presentes nas plantas, flores e frutos.
Assim, devido a presenca de diferentes biomas e uma diversidade de plantas, o Brasil €
muito importante na industria de cosméticos (CLARO et al., 2020; DAUDT et al., 2014,
2015).

Dentre as principais areas da industria de cosméticos, o setor de higiene pessoal,
perfumaria e cosmeéticos cresce muito no Brasil a cada ano, devido ao langamento de
produtos para o corpo humano, tais como a pele e o cabelo. Uma das principais ideias

para conquistar os consumidores é proporcionar produtos, que em pouco tempo,
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apresentem bom resultado visual, tais como cremes hidratantes antienvelhecimento e
mascaras faciais (BONGAO et al., 2020).

Atualmente, a sintese de cremes esta diretamente relacionada ao campo de
nanoparticulas, tais como os 6xidos metalicos. Esses nanomateriais sdo adaptados para
absorver a energia dos raios ultravioleta, prevenindo danos a pele e doencas de pele
relacionadas aos raios ultravioletas. Dentre as agdes dos nanocompostos na pele, é
importante destacar a eliminacdo de radicais livres que causam danos as células e
promovem uma diminuigao da flexibilidade celular (BONGAO et al., 2020).

Dentre as tecnologias emergentes no campo dos cosméticos € importante
destacar o emprego da nanosuspensao de celulose, podendo ser incorporada como um
aditivo para modificar propriedades para aplicagdes especificas. O emprego dessa
nanoestrutura ja possui efeito comprovado como agao curativa e apresenta grande
potencial para a aplicagcao em cosméticos (BONGAO et al., 2020; CLARO et al., 2020).

Com relagéo aos trabalhos encontrados na literatura utilizando o pinhdo e seus
constituintes para a sintese de cosméticos, somente foi encontrado o uso do amido como
acao potencial para a produgéo de cremes (DAUDT et al., 2015). No entanto, a casca do
pinhdo € de grande interesse para o emprego em cremes, uma vez que a demanda por
nanoestruturas que modifiquem as propriedades dos produtos cosmeéticos, gerando

beneficios ao usuario é extremamente alta.

3.4.2. Mascaras faciais

Atualmente, diversas alternativas estdo surgindo para a constante manutencéo e
melhora das propriedades da pele humana, tais como limpeza, hidratagdo e
antienvelhecimento. Nesse contexto, a industria cosmética tem grande crescimento e
aumento de lucros em produtos para skin-care, tais como sabonetes, hidratantes, agua
micelar, protetores solares e mascaras faciais (MORGANTI et al., 2020; SILVA et al.,
2023).

As mascaras faciais tem apresentado grande aumento de consumo nos ultimos

anos, arrecadando cerca de U$ 37 bilhdes em 2018, e com estimativa para U$ 51 bilhdes



37

em 2025 (SILVA et al., 2023). Dentre as principais caracteristicas das mascaras faciais é
importante destacar sua acdo hidratante e antienvelhecimento, retardando o
aparecimento de rugas e linhas faciais. No entanto, existem dificuldades para o
desenvolvimento de mascaras faciais, tais como a obstrugdo ou irritagdo da pele,
enquanto que para peles oleosas € necessario grande atengdo com o aparecimento de
acne e aumento das bactérias na superficie da pele (ALMEIDA et al., 2022; SILVA et al.,
2023)

Normalmente, as mascaras sao produzidas por constituintes de base féssil e
fundidos, ou por técnicas emergentes, como extrusao de filme texturizado (MORGANTI
et al., 2020). Entretanto, polimeros naturais, como polissacarideos como a celulose
bacteriana, e polimeros de base bioldgica sintetizados a partir de monémeros renovaveis
tém-se apresentado como potenciais alternativas validas a essas versodes de base féssil,
(MORGANTI et al., 2020). Além disso, a nanocelulose também apresenta grande
potencial de aplicagao para a produgcdo de mascaras faciais, uma vez que proporciona
facil adicao de biocompostos na formulagao, podendo conferir ao produto propriedades
cosmecéuticas (ALMEIDA et al., 2022; HAMMAM et al., 2023).

Na literatura, ndo existem relatos da producéo e aplicacdo da nanosuspensao do
pinh&o integral na produgdo de mascaras faciais. A produgdo das mascaras faciais a
partir da nanosuspensao do pinhdo integral € um processo de aproveitamento total da
matriz, sem a geragao de residuos. A presenca de macromoléculas como o amido e os
constituintes do complexo lignoceluldsico apresentam propriedades promissoras para o
desenvolvimento de mascaras faciais, tais como biodegradabilidade e
biocompatibilidade, além de elevada atividade antioxidante devido a presenca de

compostos bioativos.
3.5. CONSIDERACOES FINAIS SOBRE O ESTADO DA ARTE
Por meio da revisdo bibliografica, foi possivel verificar que o pinhdo € muito

importante para a economia das familias regionais do sul e sudeste do Brasil. Além disso,

apresenta beneficios nutricionais, tais como alto teor de amido e atividade antioxidante.
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Dentre os biocompostos presentes no pinhdo destacam-se os compostos fendlicos,
flavonoides e fitoesterdis. Esses compostos apresentam grandes beneficios a saude
humana, e sdo amplamente utilizados industrialmente.

Com relagédo ao emprego da améndoa do pinhdo ou a farinha do pinh&o, sao
utilizados como aditivos para a producao de alimentos, como barras de cereais, paes e
bolos sem gluten e de baixo indice glicEmico. No entanto, outros potenciais de aplicagao
tém chamado interesse, tais como a area de cosméticos e farmacos.

A casca do pinhdo é o maior residuo gerado da semente, e possui em sua
constituicao a presenga de compostos bioativos e fibras, os quais séo de grande interesse
industrial e para a saude humana. Além das propriedades anteriormente relatadas, a
casca do pinhdo possui em sua composi¢ao a presenga do complexo lignocelulésico,
composto majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina, apresentando estrutura
recalcitrante.

Para a quebra da estrutura recalcitrante e consequente acesso as
macromoléculas presentes no complexo lignocelulésico sao necessarios pré-
tratamentos, sendo muitas vezes invasivos a matriz e ao meio ambiente. Assim, como
forma de valorizar as propriedades da matriz, o moinho de pedras merece destaque, uma
vez que apresenta beneficios como: baixa toxicidade, emprego de baixas temperaturas
e uso de solventes atéxicos no processo, sendo possivel o aproveitamento da fragao de
biocompostos presentes da matriz.

Como resultado, a nanosuspensao formada através do uso do moinho de pedras
e agua, apresenta alto teor de biocompostos e propriedades fisicas completamente
diferentes das amostras in natura. Assim, as nanosuspensdes apresentam grande
potencial para a aplicagdo em processos alimenticios, cosméticos e farmacos, conferindo

alto carater antioxidante e aplicabilidade para o desenvolvimento de produtos.
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4, MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sera abordada toda a metodologia de processamento,
caracterizacao e aplicagao das nanosuspensdes provenientes do pinhdao, como descrito
na FIGURA 7. As anadlises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia de Produtos
Madeiraveis (LTPM) e no Laboratorio de Tecnologia de Produtos N&o Madeiraveis
(LTPNM), situados na Embrapa-Florestas. A estrutura do Laboratério de Biopolimeros
(BIOPOL) da Universidade Federal do Parana (UFPR) também foi utilizada em parceria
com o Laboratério de Termodinamica e Operacdes de Separacgéao (LATOS), do Programa
de Pdos-graduacao em Engenharia de Alimentos (PPGEAL) da Universidade Federal do
Parana (UFPR), Curitiba — PR.

FIGURA 7. FLUXOGRAMA DO DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO.
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FONTE: O autor (2024).

4.1. OBTENCAO E PREPARO DAS NANOSUSPENSOES

Os pinhdes foram coletados na Embrapa Florestas, submetidos ao processo de
selecdo e higienizados. Em seguida, as amostras foram secas em estufa com circulagéo
de ar forcado (FABBE®), a temperatura constante de 45 °C, até umidade de 6,03 +0,82

%. Em seguida, as partes do pinhdao foram separadas (casca e améndoa),
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acondicionadas em sacos a vacuo e armazenadas a temperatura ambiente, na auséncia
de luz.

A produgdo das nanosuspensdes (FIGURA 8) foi realizada apos a etapa de
secagem do pinhdo integral, da casca e da améndoa. Deste modo, foram obtidas as
nanosuspensodes do pinhao integral (WPN), da casca (PCN) e da améndoa do pinhao
(APN). Para isso, foi adicionado ao moinho de pedras (Modelo MKCAG-4; Masuko
Sangyo Co., Ltd.) agua deionizada e a amostra na concentracado de 6% solidos totais
(m/m) (FIGURA 8). O moinho consiste em duas pedras, em que a partir de um ajuste &
possivel controlar o tamanho das fibras. Os parametros técnicos em relagdo ao uso do

moinho foram fixados em 1.500 rpm; 20 passes e distancia entre os discos de 0,1 mm

FIGURA 8: SINTESE DAS NANOSUSPENSOES A PARTIR DO PINHAO.
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4.2. CARACTERIZAGCAO DAS NANOSUSPENSOES

As amostras (WPN, PCN e APN) foram caracterizadas em relagéo aos teores de
umidade, cinzas, proteinas, fibras alimentares, lipidios e carboidratos totais conforme as
metodologias descritas pela AOAC (1995) e pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). A umidade
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foi determinada por gravimetria através de secagem em estufa a 105 °C até massa
constante. O teor de cinzas foi quantificado a partir da incineragdo em mufla a 550 °C das
amostras. O conteudo de proteinas totais foi determinado pelo método de micro-Kjeldahl.
Ja as fibras alimentares totais, foram analisadas pelo método enzimatico-gravimétrico
empregando o kit Megazyme®. O teor de lipideos foi determinado por extracdo em
Sohxlet utilizando éter etilico. Por fim, o teor de carboidratos totais foi calculado por
diferenga. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) em base seca.

A composigcao mineral foi obtida pesando aproximadamente 0,5 g de amostras
previamente secas. Sequencialmente, foram adicionados 4 mL de acido nitrico e os tubos
foram colocados no bloco digestor com aumento gradual de 50 °C até a temperatura de
150 °C até a digestdo. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de acido perclérico nos tubos e
a temperatura foi elevada até 180 °C. A digestao total das amostras foi adquirida em
cerca de seis horas. Apos a digestao das amostras, restaram 0,5 mL de extrato mineral
incolor, os quais foram resfriados e adicionados 15 mL de agua de osmose reversa. As
determinagdes de cobre, ferro, manganés, zinco, calcio e magnésio foram realizadas
utilizando um espectrdmetro de absor¢ao atdmica (AAnalyst 200, Perkin Elmer®). Os

resultados foram obtidos em triplicata e expressos em mg/100g. + desvio padrao.

4.2.1. Avaliagao morfolégica das nanosuspensdes

A morfologia das nanosuspensdes foi avaliada através da microscopia de
eletrénica de varredura — MEV (do inglés, Scanning Electron Microscopy coupled with
Field Emission Gun). A técnica consiste na obtengado de imagens que facilitem a avaliagéo
da topografia e das diferengas de composig¢do quimica das amostras. As imagens foram
obtidas em trés ampliagdes diferentes (500x, 2kx e 75kx) em microscoépio eletrénico de
varredura por pistola de emissao de campo (MEV-FEG, FEI Quanta 450 FEG®) operando
a 15kV.

4.2.2. Analise térmica das nanosuspensodes
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A estabilidade térmica das nanosuspensoes foi determinada pelas metodologias
propostas por Barbash e colaboradores (2019) e Daudt e colaboradores (2014) com
algumas modificagbes, através do equipamento TGA (do inglés, Thermogravimetric
Analysis). Dessa forma, 10 mg da amostra foi submetida a uma taxa de aquecimento de
10 °C / minuto em uma rampa de temperatura de 25 a 500 °C. A gelatinizagdo do amido
das nanosuspensdes foi avaliada pela analise de DSC (do inglés, Differential Scanning
Calorimetry) a uma taxa de aquecimento de 5 °C / minuto, variando de 25 a 85 °C. Ambos
os experimentos foram realizados com o equipamento SDT (Q600, TA Instruments®) sob

fluxo de nitrogénio de 50 mL / min.

4.2.3. Avaliagdo do comportamento reoldgico das nanosuspensdes

O comportamento reolégico das nanosuspensdes provenientes do pinhao foi
realizado a fim de avaliar o perfil de viscosidade, as propriedades mecanicas e
termomecanicas das amostras. Para isso, foi utilizado um reémetro (Discovery, HR10 TA
Instruments®) equipado com um banho termostatico HAAKE A10 (Thermo Scientific) com
controle de temperatura, utilizando uma placa paralela com geometria hachurada (J = 40
mm; Gap = 300 ym) a fim de evitar o processo de sinérese das amostras (SOUZA et al.,
2019)

Inicialmente, determinou-se o perfil de viscosidade das nanosuspensdes a 25 °C
a uma taxa de cisalhamento de 0 a 300 s*'. Em seguida, a regido viscoelastica linear das
amostras foi avaliada através de uma varredura de deformacgao oscilatéria (0,001 Pa —
100 Pa) na frequéncia de 1 Hz, em que o valor de tensdo de cisalhamento de 1 Pa foi
determinado para todas as nanosuspensdes. Em outro experimento, o comportamento
mecanico das amostras foi realizado pelo teste de varredura de frequéncia oscilatoria
(0,01 Hz -10 Hz), empregando tensao de cisalhamento de 1Pa, a 25 °C.

O comportamento termomecéanico foi determinado através do teste de varredura
de temperatura oscilatéria a 10Hz, a uma taxa de aquecimento de 5 °C / minuto e variagéo

de temperatura de 25 a 85 °C. Por fim, as amostras resultantes da analise termomecanica
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foram resfriadas até 25 °C e uma nova varredura de frequéncia oscilatéria foi realizada

para verificar as propriedades mecanicas apos o teste de oscilagao de temperatura.

4.2.4. Perfil cromatografico das nanosuspensodes via CG-MS

O perfil cromatografico dos biocompostos presentes nas nanosuspensdes foi
determinado pelo método descrito por Lima e colaboradores (2020), com modificagées.
Inicialmente, as amostras foram submetidas a extragdo dos metabdlitos, em que 40 mg
de amostra seca foram adicionadas a 30 yL de acido nonadecandico (2 mg/mL) e 30 pL
de 13C — sorbitol (0.2 mg/mL) para padronizagao interna quantitativa da fase apolar e da
fase polar, respectivamente. Em seguida, foi adicionado 1,2 mL etanol: tolueno (1:1). As
amostras foram agitadas em vortex e submetidas a agitagao de 950 rpm no equipamento
ThermoMixer®, durante 15 minutos a 70 °C. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm e as fases de topo (lipofilica) e de fundo (hidrofilica) foram
separadas.

Sequencialmente, amostras foram submetidas a secagem em Speed Vac, modo
V-AQ por 10 horas, sem aquecimento. Por fim, as amostras foram submetidas a etapa
de derivatizagao (fragao hidrofilica), e esterificagdo e acilagédo (fragdes lipofilicas), para
posterior injecdo no cromatdgrafo. A analise foi realizada a partir da técnica de
cromatografia gasosa acoplado ao espectro de massa (GC — MS) (Thermo Fisher
/Focus® Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) acoplado ao detector MS Polaris Q
ion trap, em modo split (1:50) com coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), a 230 -C
(temperatura do injetor) utilizando hélio como gas carreador (1,5 mL. min -1). O forno do
cromatografo foi ajustado para 70 °C aquecendo até 320 -C a uma taxa de 8 °C/min. O
espectrometro de massa foi operado em modo de ion positivo com ionizagao por impacto
de elétrons a 70 eV e uma temperatura da fonte de ions de 200 °C.

Os compostos hidrofilicos e hidrofébicos encontrados em PCN, WPN e APN
foram identificados via o software AMDIS® (do inglés Automated Mass Spectral
Deconvolution, NIST) usando a biblioteca de referéncia do banco de dados Golm

Metabolome para compostos hidrofilicos (Hummel et al., 2013) e biblioteca interna da
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EMBRAPA para compostos lipofilicos (Lima et al., 2020). As quantificagbes foram
realizadas no software XCalibur (Thermo Fisher®, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos), em que as intensidades dos compostos (isto &, a altura dos picos) foram
normalizados pelo peso das amostras € o padrdo interno usando a soma do ion
fragmento (m/z) caracteristico de cada composto. Todos os experimentos em esta se¢cao
foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em ug/g amostra + desvio

padrao.

4.2.5. Determinacgao da atividade antioxidante das nanosuspensdes

Inicialmente, as nanosuspensdes a base de pinhdo foram submetidas a um
processo de centrifugacéo a 8.000 rpm por 10 minutos, para a precipitagdo do sélido
existente. Em seguida, os sobrenadantes foram coletados para analise do potencial
antioxidante, empregando as metodologias de capacidade redutora de compostos
fendlicos totais por Folin-Ciocalteau, captura do radical livre DPPH, redugao do ion ferro
(FRAP) e captura do radical ABTS.

A capacidade redutora do teor de compostos fendlicos totais (FT) utilizada foi a
de Folin-Ciocalteau, de acordo com (SINGLETON; ROSSI, 1965), com algumas
alteragdes. Inicialmente foi adicionado 1,68 mL de agua, na sequéncia, adiciona-se 20
ML do extrato diluido em agua (1:10 v/v) e 100 pL do reagente Folin-Ciocalteau em tubos
de ensaio. Apds 3 minutos, € adicionado uma solu¢ao de Na2COs 20% (m/v) para que a
reacao seja interrompida. As amostras foram mantidas por 60 minutos ao abrigo da luz e
submetidas a leitura no comprimento de onda de 760nm em espectrofotdbmetro (UV-vis,
Shimadzu® UV-1800). Os resultados foram expressos em mg de acido galico por grama
de amostra (Mg acido galico equivalente/ g amostra)-

A determinacdo de capacidade antioxidante por DPPH foi realizada segundo
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995), com algumas modificagdes. O reagente 2,2 difenil-1-
picril-hidracila (DPPH) em agdo com um antioxidante, alterando a coloragéo da solu¢ao
antes de coloragao violeta escuro para violeta claro. Para isso, uma solugdo de DPPH-

(10 umol / L) foi preparada utilizando solugdo tampao de hidroxido de sédio (pH 6,0) e
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etanol, em iguais proporc¢des. Sequencialmente, 50 yL de cada extrato devidamente
diluido foi misturado com 1,95 mL de solucdo DPPH. A reacao foi realizada por 30
minutos na auséncia de luz. A absorbancia das amostras foi analisada no comprimento
de onda de 517 nm em espectrofotometro UV-vis (UV-1800, Shimadzu). Os resultados
obtidos foram expressos em miligramas de trolox por grama de amostra (mgTrolox/Jamostra).

A atividade antioxidante por FRAP foi realizada segundo (BENZIE; STRAIN,
1996), com algumas modificagdes. Consiste na reducao do ion ferro (Fe Ill), pela geragao
de uma solugao de coloragdo amarela clara, para Fe |l, de solugdo de coloragao azul
escura por agao do TPTZ (2,4,6- tri (2-piridil) -1,3,5 triazina). Inicialmente, preparou-se a
solucao de FRAP a partir de uma solucédo tampao de acetato de sédio a 300 mmol/L de
pH= 3,6, cloreto férrico hexahidratado a 20 mmol/L e TPTZ 10 mmol/L, a qual foi diluida
com acido cloridrico a 40 mmol/L. Para a avaliagao do potencial antioxidante, 1,35 mL do
reagente FRAP juntamente com 45 uL da amostra ou padrao (trolox) e 135 pL de agua
deionizada. Apds a agitacao, aguardou-se 30 minutos de reagao em auséncia de luz. A
leitura da absorbancia da amostra foi realizada no comprimento de onda de 595 nm em
espectrofotdbmetro (Shimadzu® 1800). Os resultados foram expressos em miligrama de
trolox por grama de amostra (mgrtrolox/Qamostra).

A atividade antioxidante por ABTS foi avaliada de acordo com metodologia
proposta por Miller e colaboradores (1993) e alterada por Rufino e colaboradores (2010),
através da obtencao do radical ABTS (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) obtido pela
oxidacao do ABTS (7 mM) com persulfato de potassio (2,45 mM), sendo entdo reduzido
na presenca de um doador de protons pela amostra antioxidante, por um periodo de 16
horas. Foram misturados 100 uL de amostra diluida e 2,9 mL do reagente ABTS. A leitura
foi efetuada no comprimento de onda de 734 nm, em espectrofotdbmetro (Shimadzu®
1800). Os resultados foram expressos em miligrama de trolox por grama de amostra

(mgTroon/gamostra).

4.2.6. Avaliacao da citotoxicidade das nanosuspensdes em células 3T3
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O potencial citotoxico das nanosuspensdes foi avaliado pelo ensaio de redugao
do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio) com base nas
metodologias descritas por ALIABADI et al., 2020 e LIMA et al., 2022, empregando
células de fibroblastos de camundongo (NIH 3T3). Inicialmente, as células 3T3 foram
incubadas a 37 °C em uma incubadora com concentragao de 5% COz2, em meio DMEM
(Gibco®), contendo glucose (1g/L). Em seguida, as células foram expostas por 24h em
diferentes concentrac¢des a partir da diluigdo das nanosuspensdes (0,6%, 0,2%, 0,05%,
0,01%, m/m). Depois disso, as células foram lavadas com solugéo salina tamponada com
fosfato, e adicionadas em 100 pL de meio sem soro contendo corante de sal de tetrazélio
amarelo (1 mg/mL). Em seguida as amostras foram incubadas por 3h a 37 °C e apods esta
etapa, o sobrenadante foi removido e o produto (formazan residual roxo) foi solubilizado
em 100 pL de dimetilsulfoxido. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV-Vis,
no comprimento de onda de 570 nm (BioTek Synergy HT, Swindon, Reino Unido). Os

resultados foram expressos de acordo com a EQUACAO 1.

Abs Controle __ AbSAmostra

570nm 570nm X
AbSControle EQUACAO 1

570nm

Viabilidade celular(%) =

4.3. APLICACAO DA NANOSUSPENSAO DA CASCA DO PINHAO

A nanosuspensao da casca do pinhao foi adicionada e homogeneizada a uma
formulacdo base de creme comercial, em que se avaliou diferentes concentragdes da
PCN (TABELA 1) com relagdo aos parametros de cor, odor, pH (pHmetro, Marte®),
espalhabilidade e estabilidade primaria. Além disso, as formulag¢des adicionadas da PCN
foram avaliadas quanto a estabilidade térmica acelerada, comportamento reoldgico,
citotoxicidade e potencial curativo. Todos os ensaios foram realizados de acordo com o
Guia para Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosméticos da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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TABELA 1: FORMULAGCOES OBTIDAS A PARTIR DA ADICAO DA NANOSUSPENSAO DA CASCA DO
PINHAO.

Suspensao Casca do Formulagao Base* Massa total
Cremes Elaborados s
pinho (g) (9) (9)
Controle 0,00 50,00 50,00
F1 0,25 49,75 50,00
F2 0,50 49,50 50,00
F3 0,75 49,25 50,00
F4 1,00 49,00 50,00

FONTE: O autor (2024). ]
*A formulagéo base € composta por Unibase® (12%) Chmylan (Agla®) (3.0%), Acido Caprilico (2.9%),
Glicerol (3.5%) e Agua (79.5%).

4.3.1. Avaliacao da cor das formulacdes

A cor das formulacdes a base de PCN foi analisada utilizando colorimetro Mini
Scan Ez® (Hunterlab, Reston), sendo avaliados os parametros L* (luminosidade), a*
(coordenada verde-vermelho) e b* (coordenada azul-amarelo). A leitura foi realizada em
diferentes regides das formulagdes, totalizando dez pontos aleatérios. A variagéo de cor
(AE) das formulagdes adicionadas de PCN e a formulagéo controle foi determinada
conforme EQUACAO 2.

AE = /AL? + Aa? + Ab? EQUACAO 2

Onde AL, Aa e Ab sao as diferencas obtidas para os valores de “L”, “a” e “b” entre

a formulacéao controle e as formulacdes a base de PCN, respectivamente.
4.3.2. Avaliacao da estabilidade primaria das formulagcdes

A avaliacéo da estabilidade primaria dos cremes foi realizada empregando teste
de centrifugacdo, conforme a metodologia descrita por Sim e Nyam (2021). O creme
adicionado da suspensao foi submetido ao processo de centrifugacao a 3750 rpm por 30
min. Os parametros utilizados no teste de centrifugagao simulam a agao gravitacional na

amostra por 1 ano, sendo possivel determinar a sua estabilidade.
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4.3.3. Avaliacao da espalhabilidade das formulacdes

A espalhabilidade das formulagdes foi determinada utilizando o método de placas
paralelas, segundo metodologia descrita por Sim e Nyam (2021). O creme (1g) foi
adicionado sobre uma das laminas de vidro (20 x 20 cm). Em seguida, a outra lamina foi
colocada no topo da amostra e o peso de 100 g colocado na lamina superior, para garantir
que a amostra seja pressionada uniformemente. Apés 1 minuto, o peso foi removido e o
diametro de espalhamento foi medido. A espalhabilidade das formulagdes foi expressa

em cm?2.

4.3.4. Avaliacao das propriedades reoldgicas das formulagdes obtidas

O comportamento reolégico dos cremes a base da PCN foi realizado a fim de
avaliar seu perfil de viscosidade, propriedades mecanicas e termomecanicas. Para isso,
foi utilizado um reémetro (Discovery, HR10 TA Instruments®), equipado com um banho
termostatico HAAKE A10 (Thermo Scientific) com controle de temperatura. Utilizou-se a
geometria cone-placa (d = 40 mm; Gap = 300 um) em todos os experimentos.

O perfil de viscosidade das formulacgdes foi avaliado sob uma faixa de tensao de
cisalhamento de 0 a 300 s™'. Em seguida, determinou-se a faixa viscoelastica linear das
amostras, através da varredura de deformacéo oscilatoria (0,001 Pa —100 Pa) na
frequéncia de 1 Hz, sendo escolhido a tensdo de 1Pa para os posteriores experimentos
mecanicos por estar dentro da regido viscoelastica linear.

Sequencialmente, foi realizado o teste de varredura de frequéncia oscilatoria
(0,01 Hz -10 Hz) empregando tensdo de cisalhamento de 1Pa, a 25 °C. Por fim, o
comportamento termomecanico das formulagbes foi avaliado empregando o teste de
varredura de temperatura a 10Hz, utilizando taxa de aquecimento de 5 °C / min e variagao
de temperatura de 5 °C a 50 °C, durante varios ciclos de aquecimento-resfriamento. Essa
avaliacdo tem como finalidade verificar a estabilidade térmica e o tempo de

armazenamento das formulagdes cosméticas.
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4.3.5. Avaliacao da citotoxicidade das formulacdes

A citotoxicidade das formulacdes a base de PCN foi realizada a partir do ensaio
de viabilidade celular baseado na metodologia colorimétrica MTT empregando células de
fibroblastos de camundongo (NIH 3T3), fibroblastos dérmicos humanos normais (NHDF)
e ceélulas de cultura celular de queratinécitos humanos (HaCaT), conforme descrito por
Aliabadi e colaboradores (2020) e Lima e colaboradores (2019). Portanto, as células 3T3,
NHDF e Hacat foram inicialmente incubadas em meio DMEM (Gibco®) sob 5% de COo:.
Posteriormente, as células foram expostas por 24 horas a cada formulacao diluida nas
seguintes concentragbes: 0,02 0,05 e 0,125 mg/mL. Posteriormente, as células foram
lavadas com solucgédo salina tamponada com fosfato, adicionadas a 100 uL de meio isento
de soro contendo corante sal amarelo de tetrazélio (1 mg/mL) e incubadas por 3 horas a
37 °C. O sobrenadante obtido foi removido e o produto roxo residual foi solubilizado em
100 pL de dimetilsulféxido (DMSO). As absorbéancias foram medidas a 570 nm (BioTek
Synergy HT, Swindon, Reino Unido) e os resultados foram expressos em viabilidade
celular (%), como mostrado na (EQUACAO 3).

AbSControle _ AbSAmostra

570nm 570nm ~
AbSCOntrole (EQUACAO 3)

570nm

Viabilidade celular(%) =

4.3.6. Avaliacao do potencial curativo das formulagbes

O potencial curativo celular das formulagbes a base de PCN foi conduzido
seguindo os protocolos descritos por Sperotto e colaboradores (2018). Para isso, células
HaCaT foram cultivadas por 24 horas em uma placa de 6 pogos até atingirem 90-100%
de confluéncia na superficie. Em seguida, foi realizada uma raspagem utilizando a ponta
de uma micropipeta de 200 uL. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e as
formulagdes foram testadas nas concentragdes de 0,02% e 0,125%. O controle negativo

(CN) consistiu de meio fresco isento de soro DMEM, e o controle positivo (CP) consistiu
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de meio fresco suplementado com 10% de soro fetal bovino. As imagens foram
capturadas instantaneamente (Oh) e nos intervalos de 24, 48 e 72 horas apos o inicio do
experimento. As areas arranhadas foram quantificadas utilizando o software ImageJ®
(National Institutes of Health em Bethesda, MD, EUA). O processo de cicatrizagao celular

foi avaliado através do fechamento da incisado realizada em funcao do tempo.

4.4. APLICACAO DA NANOSUSPENSAO DO PINHAO INTEGRAL PARA O
DESENVOLVIMENTO DE MASCARAS FACIAIS

4.4.1. Sintese das mascaras faciais obtidas a partir do pinhao

As mascaras faciais a base da nanosuspensao do pinhdo integral foram
sintetizadas através da metodologia de casting desenvolvida por Laureanti e
colaboradores (2021) com modificagdes. Assim, as amostras foram preparadas
dissolvendo o plastificante (glicerol) na nanosuspensdo do pinhdo integral, em
concentragcdes previamente estabelecidas, como demonstrado na TABELA 2.
Sequencialmente, as misturas foram aquecidas a 70 °C e agitadas constantemente até
completa gelatinizagdo do amido e homogeneizacgao. Por fim, a solugao foi disposta em

placas de Petri e secas em estufa a 30°C por 24 h.

TABELA 2: MASCARAS FACIAIS SINTETIZADAS A PARTIR DO PINHAO.

Filmes pisrlggei:tse ag?al Plastificante Agua (9) Amido (g) Masspsilatg;al na
Sintetizados
(@) 9 (9)
MPI1 60,8 0,6 - - 61,4
MPI2 60.4 ’ ] ] 814
MC - 0,6 58,8 2 61,4

FONTE: O autor (2024).

Inicialmente, as propriedades dos filmes foram avaliadas, sendo realizadas as
analises de morfologia (MEV-FEG, FEI Quanta 450 FEG®) operando a 20kV, conforme
metodologia descrita no item 4.2.1. Em seguida, as amostras foram caracterizadas
quanto a sua cor utilizando colorimetro (Mini Scan Ez® (Hunterlab, Reston), conforme
metodologia descrita 4.3.1. Ainda a espessura das mascaras foi avaliada utilizando o

Micrométro (Digimtic Micrometer; Mitutoyo, JPN). Em seguida, as mascaras faciais
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obtidas a partir do pinh&o foram caracterizadas quanto sua hidrofilicidade, propriedades
mecanicas, liberacdo de compostos bioativos, citotoxicidade, propriedades curativas e
biodegradabilidade. As metodologias empregadas nesta secdo estdo descritas nos

topicos seguintes.
4.4.2. Avaliacdo da umidade e solubilidade das mascaras faciais

A umidade das mascaras faciais foi avaliada através dos dados de umidade e
solubilidade de filmes biodegradaveis (SILVA et al., 2019). Para determinar o teor de
umidade (U%), as amostras foram pesadas (m1), e em seguida foram acondicionadas em
estufa com circulagéo de ar a 60 °C por 24h. Sequencialmente, os filmes foram pesados

apos a secagem (mz2) e a umidade foi calculada através da EQUACAO 4.

m, —m
U(%):%
1

EQUAGCAO 4

A determinacao da solubilidade dos filmes ocorreu a partir da adigao de 200 mL
de agua destilada em um béquer de vidro seguido do acondicionamento em banho
termostatico a 25 °C por 24 horas. Na sequéncia, as amostras foram retiradas da agua e
submetidas ao processo de secagem em estufa a 60 °C por 24 horas. Por fim, as
amostras foram pesadas (ms3) e a solubilidade dos filmes foi calculada através da
EQUACAO 5.

m, —m
Solubilidade em agua(%) = %
3

EQUACAO 5

Os resultados de umidade e solubilidade em agua das mascaras faciais foram

expressos em porcentagem (%).

4.4.3. Avaliacao das propriedades mecanicas das mascaras faciais
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As propriedades mecanicas (resisténcia a tracdo e elongag¢do) das mascaras
faciais foram avaliadas antes e apds a imersao em agua no texturébmetro (Texture
Analyser (TA.XTplus®), de acordo com norma padrao de resisténcia a tragcdo ASTM
D882-18. A distancia inicial de preensao foi fixada em 100 mm, a uma velocidade de 1
mm/s. As amostras foram retiradas de diferentes regides do filme e os resultados de
resisténcia a tracdo e elongacdo foram expressos em MPa e porcentagem,

respectivamente.

4.4.4. Liberagdo dos compostos bioativos in vitro

A liberagao dos compostos bioativos presentes nas mascaras faciais foi realizado
conforme metodologia de Aliabadi e colaboradores (2020), com algumas modificagdes.
As mascaras (1g) foram adicionadas em erlenmeyers contendo 20 mL de &agua
deionizada. Em seguida, a fim de simular as condigdes cutaneas, o conjunto foi vedado
e alocado em shaker orbital (Ethik®) com rotagéo fixada em 60 rpm, a 36 °C. Em seguida,
foram retiradas aliquotas de 100 pL a cada dois minutos dos sistemas, até tempo final de
vinte minutos. Em seguida, foram realizadas as analises de TPC e DPPH, descritas no
item 4.2.5. Os resultados foram expressos em mg de acido galico por grama de amostra
(Mg acido galico equivalente/ g amostra) € €m miligramas de trolox por grama de amostra

(mMgTrolox/gamostra) €m fungéo do tempo (minutos).

4.4.5. Avaliacdo da citotoxicidade das mascaras faciais

A citotoxicidade das mascaras faciais foi realizada a partir do ensaio de
viabilidade celular baseado na metodologia colorimétrica MTT empregando células de
fibroblastos de camundongo (NIH 3T3) e fibroblastos dérmicos humanos normais
(NHDF), conforme descrito anteriormente no item 4.3.5, sendo avaliadas as seguintes
concentragdes: 1,0; 5,0; e 12,5 mg/mL. Posteriormente, as absorbancias foram medidas
a 570 nm (BioTek Synergy HT, Swindon, Reino Unido) e os resultados foram expressos

em viabilidade celular (%), como demonstrado na (EQUACAO 3.
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4.4.6. Avaliagao da biodegradabilidade das mascaras faciais

A biodegradabilidade das mascaras faciais foi determinada a partir da
metodologia descrita por Laureanti e colaboradores (2021) com algumas modificagdes.
As amostras de filme (4 cm?) foram secas em estufa a 60 °C até massa constante. Em
seguida, as amostras foram armazenadas em caixas plasticas e cobertas com substrato
(TERRAL®), a uma profundidade de 2 cm e mantidas a umidade constante de 60% a fim
de simular a sua degradagao na natureza. As mascaras faciais foram removidas do
substrato a cada 7 dias, lavadas cuidadosamente e secas até massa constante. As
mascaras a base de pinhdo foram avaliadas em quadruplicada até a completa
decomposicao. A biodegradabilidade das amostras foi calculada pela perda de massa,
conforme a EQUACAO 6.

M; — M -
Biodegradabilidade(%) = — M ! EQUACAO 6
i

4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram avaliados considerando a normalidade e
homocedasticidade. A analise de variancia aplicada foi a ANOVA (p <0,05) para os dados
com normalidade confirmada e o teste de Tukey foi utilizado para estimar as diferengas
das médias. Os resultados foram expressos como meédia + desvio padrdo, sendo

avaliados um numero de trés repeti¢des utilizando o software Statistica® (v. 10.0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OBTENGAO E CARACTERIZACAO DAS NANOSUSPENSOES PROVENIENTES
DO PINHAO E SEUS CONSTITUINTES'

Inicialmente, as nanosuspensdes foram sintetizadas em moinho de pedras com
0s componentes secos do pinh&o, na concentragcédo pré-fixada em 6% (m/m), como
demonstrado na FIGURA 9.

FIGURA 9:NANOSUSPENSOES OBTIDAS PARA CARACTERIZACAO.

¥ YR

Nanosuspensao da Nanosuspensdo do Nanosuspensio da
Casca do Pinhio Pinhéo Integral Améndoa do Pinhio
(PCN) (WPN) (APN)

FONTE: O autor (2024).

Apesar das nanosuspensdes apresentarem teor de solidos totais semelhantes, é
possivel observar na FIGURA 9 que a amostra PCN apresentou uma maior consisténcia
quando comparada com WPN e APN. Esse comportamento esta relacionado com a
presenca do complexo lignocelulésico nas composig¢des (LIMA et al., 2020).

Além disso, o PCN e o WPN exibiram uma coloracdo mais escura quando
comparada ao APN, o que esta relacionado a presencga da casca do pinh&o, que é rica
em compostos bioativos como os flavonoides, as antocianinas e os taninos (CASSONI et
al., 2022; OLIVEIRA et al., 2021). Com relagdo a amostra APN, constatou-se a coloragao

1* Esta segao encontra-se publicada na revista Food Chemistry, intitulada “Impact of defibrillation
technique on the rheological, thermo-mechanical, and nutritional properties of nanosuspensions produced
from multiple fractions of pinh&do seed (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze)”.
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de tonalidade bege, devido a presenca predominante do amido de pinhdo em sua
composigdao (CORDENUNSI et al., 2004; DAUDT et al., 2015).

5.1.1. Composi¢ao nutricional

A composigao nutricional das nanosuspensdes do pinhdo e seus constituintes
pode ser observado na TABELA 3.

TABELA 3: COMPOSIGAO NUTRICIONAL DAS NANOSUSPENSOES DO PINHAO DAS AMOSTRAS
SECAS.

PCN*** WPN APN
Umidade 7.02 + 0.20°" 6.76 £ 0.14¢ 7.33+0.162
Cinzas 1.31 £0.60¢ 2.38+0.11b 2.98 £ 0.342
Composigao Proteinas 2.10+£0.10¢ 3.83£0.19°b 489+0.112
Nutricional (%)* Fibras Totais 63.12 £ 0.522 26.29 £ 0.81° 8.56 + 0.51¢
Lipideos 1.48 £+ 0.13¢ 1.74 £ 0.18P 1.85+0.172
Carboidratos 2497 £0.12¢ 59.00 £ 0.13° 74.39 £ 0.232
Fosforo 90.00 + 0.52¢ 362.03 + 1.14b 478.71 + 3.062
Potassio 399.00 +0.90¢ 754.06 + 2.07° 905.66 + 1.232
Calcio 32.03 £ 1.052 32.08 £ 0.092 32.07 £ 0.032
Composicao o
mineral (mg. Magnésio 93.12 £ 2.012 85.67 £+ 3.02° 81.42 + 1.51¢
100g) Cobre 0.57 £ 0.13¢ 0.30 £ 0.15° 0.18 £ 0.17¢
Ferro 14.20 + 0.422 5.47 + 0.23b 1.72 £ 0.37¢
Manganés 9.80 + 0.612 3.52+0.72b 0.80 + 0.47¢
Zinco 3.97 £ 0.712 3.54 +0.16° 3.30+0.11¢

FONTE: O autor (2024).

Nota: *As nanouspensdes foram previamente secas antes da analise da composi¢ao nutricional. **Letras diferentes na
mesma linha mostraram diferenca significativa por ANOVA (teste Tukey LSD; p<0,05). ***PCN (Nanosuspenséo da
Casca do pinh&o), WPN (Nanosuspensao do Pinhao Integral) e APN (Nanosuspensao da Améndoa do Pinh&o).

A partir dos dados de composi¢ao nutricional das nanosuspensdes (TABELA 3),
foi possivel identificar altos teores de fibras alimentares e carboidratos, o PCN (63,12 +
0.52%) é composto principalmente por fibra alimentar, enquanto que ha uma presenca
predominante de carboidratos em APN (74,39 + 0.23%) e WPN (59,00 + 0.13%). Além

disso, foi possivel observar que a presenca isolada da casca do pinhdao na PCN contribuiu
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para a maior presenca de fibras alimentares totais em sua composic¢ao (63,12 + 0,52 %).
A ingestao de fibras alimentares sdo de grande importancia para a saude humana, sendo
interligadas principalmente, a prevencgéo de doengas, como por exemplo o diabetes, além
de desempenham papel de reguladores intestinais (HE et al., 2022; SHAH et al., 2020;
SPADA et al., 2018).

O teor de carboidratos nas nanosuspensodes foi identificado principalmente na
APN (74,62 + 0,23%) e WPN (59,00 + 0,13%). Este fato esta relacionado ao alto teor de
amido presente na améndoa do pinhdo (CORDENUNSI et al., 2004). Um dos beneficios
do consumo deste alimento esta relacionado a presenga de amido resistente, que € capaz
de retardar a digestibilidade da améndoa e como consequéncia, reduzir a liberagédo de
glicose no sangue. Dessa forma, o seu consumo pode ser interligado a prevengao de
doengas como o diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares (FERREIRA et al.,
2021; ZORTEA-GUIDOLIN et al., 2017). Referente aos teores de proteinas, lipidios e
cinzas, foram encontrados em baixas quantidades em todas as amostras avaliadas.

Com relagdo aos dados da literatura de composi¢cao nutricional obtidos das
nanosuspensodes do pinhao, Timm e colaboradores (2020), realizaram a caracterizagao
da nanosuspensao da casca do pinhdo, em que constataram um teor de 46,1 + 0,2 % de
fibras alimentares totais, 1,8 £ 0,1 % de proteinas, 44,0 + 0,1 % de carboidratos e 6,0 +
0,8 % de lipideos. O teor proteico encontrado pelos autores foi proximo ao do presente
estudo (1,80 £ 0,10 %). No entanto, os valores de fibras totais, carboidratos e lipideos
apresentaram diferencas frente aos encontrados na PCN, o que pode estar relacionado
a concentragdo da nanosuspensdo do pinhdo utilizada em cada analise, bem como as
variagdes entre as amostras utilizadas neste trabalho e as empregadas pelos autores.

Quanto a composicdo mineral (TABELA 3), foram observados
predominantemente a presenca de potassio e foésforo em todas as nanosuspensoes
provenientes do pinhdo e seus constituintes. Segundo a FDA, o alimento pode ser
considerado uma excelente fonte de minerais se a ingestao diaria desses nutrientes por
porgao for superior a 20% (USDA/DHHS, 2005). Assim, os teores de ambos os minerais
encontrados nas amostras WPN e APN foram superiores ao percentual recomendado.

Além disso, nas amostras PCN e WPN, o teor de magnésio correspondeu a mais de 20%
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da ingestdo diaria recomendada. Ferro, manganés, zinco e cobre também foram
observados em quantidades consideraveis, principalmente na amostra PCN.

No geral, as nanosuspensdes de pinhdo demonstraram ser uma fonte
carboidratos e fibras alimentares, bem como de minerais, os quais desempenham

funcdes cruciais no corpo humano.

5.1.2. Morfologia das nanosuspensoes

O estudo morfolégico das nanosuspensdes do pinh&o foi obtido utilizando a
técnica de MEV- FEG a 25 °C, sendo possivel observar os seus aspectos microscopicos

e morfolégicos (FIGURA 10), em trés amplia¢des diferentes.

FIGURA 10 MORFOLOGIA DAS NANOSUSPENSOES DO PINHAO APOS SINTESE EM MOINHO DE
PEDRAS: PCN (A), WPN (B) E APN (C). AS IMAGENS FORAM OBTIDAS EM TRES AUMENTOS 500x
(A), 500% (B), 2000 (C), 75000% (D*).

C
PCN
A

FONTE: O autor (2024).
*PCN (Nanosuspenséao da Casca do pinhao), WPN (Nanosuspensao do Pinhao Integral) e APN (Nanosuspenséao da
Améndoa do Pinh&o).
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Com relagao as imagens obtidas, para a amostra PCN verificou-se a presenca
de fibras de tamanho reduzido (FIGURA 10Ab e FIGURA 10Ac), o que também foi
observado em trabalhos anteriores (LIMA et al., 2020; TIMM et al., 2020). Em contraste,
na estrutura da amostra WPN n&o foi possivel identificar a presenca de fibras isoladas.
Neste caso, o emprego do moinho de pedras foi responsavel por originar uma nova
estrutura resultante do processo de desfibrilagdo, devido a homogeneizagao das porgdes
da casca e améndoa do pinhdo em um unico componente, como pode ser observado nas
FIGURA 10Bb e FIGURA 10Bc.

A estrutura da amostra APN (FIGURA 10C) demonstraram a presenca de
granulos de amido do pinhdo (FIGURA 10Ca e FIGURA 10Cb), sendo os principais
componentes morfolégicos da amostra APN. Os granulos de amido encontrados na
estrutura citada sdo semelhantes aos identificados em estudos prévios, sendo
caracterizados por uma forma oval, hemisférica ou elipséide truncada sem
irregularidades (COSTA et al., 2011; DAUDT et al., 2014; HENRIQUEZ et al., 2008). No
entanto, os granulos de amido encontrados em APN apresentaram tamanho inferior
(FIGURA 1Cd*) aos estudados anteriores, que apresentam tamanho entre 10 ym a 25
um (ZORTEA-GUIDOLIN et al., 2017). Tal comportamento também pode estar
relacionado ao emprego do moinho de pedras e com o processo de producdo da

nanosuspensao.

5.1.3. Perfil térmico das nanosuspensdes

O perfil térmico das nanosuspensodes do pinhao e seus constituintes foi obtido a
partir da analise termogravimeétrica (TGA) e sua primeira derivada (DTG), como pode ser
observado na FIGURA 11.
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FIGURA 11: PROPRIEDADES TERMICAS DE NANOSUSPENSOES DE PINHAO AVALIADAS PELAS
CURVAS (TGA) E DTG NA TAXA DE 10°C/min UTILIZANDO RAMPA DE TEMPERATURA DE 25 A 500
°C EM FLUXO DE NITROGENIO (50 mL/min).
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FONTE: O autor (2024).
*PCN (Nanosuspensdo da Casca do pinhdo), WPN (Nanosuspenséao do Pinhao Integral) e APN
(Nanosuspensao da Améndoa do Pinhao).

Para todas as amostras foi possivel observar duas perdas massicas principais
que estdo relacionados com a evaporagdo de agua (primeira perda de massa) e a
degradacado de macromoléculas (segunda perda de massa), responsaveis por originar
uma degradacgao acima de 90% das nanosuspensdes de pinhao.

A principal perda de massa identificada na analise TGA ocorreu em torno de 69,8
— 94,2 °C, que pode ser correlacionada com a evaporagao da agua do material inicial (94
%). Além disso, a amostra PCN apresentou uma segunda perda de massa entre 290,9 —
337,1 °C, que pode ser associada a temperatura de degradacéo térmica (TDT) da fragcéo
de fibras totais, tais como celulose (TDT = 315 — 400 °C) e hemicelulose (TDT = 190 —
360 °C) (YANG et al., 2007).

As amostras WPN e APN apresentaram uma segunda perda de massa
semelhante a 300°C, devido a degradagao do amido (TDT = 297 — 330°C) (LIU et al.,
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2013). Apesar da amostra WPN apresentar a casca do pinhdo como um de seus
constituintes (ou seja, presenca de fibras como celulose e hemicelulose), nenhum pico
de degradacao individual foi observado para as macromoléculas encontradas na casca
do pinhdo devido a alta concentragdo de amido e a semelhanga das temperaturas de
degradacéo entre as fibras relatadas e o amido, gerando um unico pico de degradagao
préximo a 300°C.

Com relagdo as temperaturas de degradacéo térmica encontradas em fibras,
como celulose, Pereira e colaboradores, 2021 avaliaram as propriedades das nanofibrilas
a partir da coroa do abacaxi. Como resultado, observou-se que a degradacéao da celulose
ocorreu entre 250 e 395°C, apresentando maior perda de massa entre 350 e 352°C. Ja
Bicudo e colaboradores (2009), realizaram a extragao do amido presente na améndoa do
pinh&o e avaliaram o perfil térmico do amido em solugéo aquosa. Os autores identificaram
uma grande perda de massa préoximo a 104°C, relacionado a desidratagdo da amostra.
Em seguida os autores avaliaram a degradag¢ao do amido entre as temperaturas de 276
a 550°C. Como resultado, observou-se que a principal degradagao ocorreu por volta de
310 °C, apresentando perda de massa de 70,5%.

Portanto, os dados experimentais obtidos através da analise termogravimétrica
neste estudo apresentam semelhanca com os dados obtidos na literatura, tal como as
duas principais perdas de massa identificadas.

A técnica de DSC foi utilizada para verificar a presenca de eventos térmicos nas
nanosuspensodes. Foram identificados eventos térmicos nas amostras WPN e APN, como
pode ser observado na TABELA 4.

TABELA 4: TRANSIGCAO TERMICA NA NANOSUSPENSAO PROVENIENTE DO PINHAO E SEUS
CONSTITUINTES

Amostra WPN* APN
T *(°C) 48,65 +0,20 50,07 £ 0,13
To (°C) 59,65 +0,03 62,15 + 0,21
T (°C) 75,95 0,41 76,57 + 0,19

AH (J/g) 15,10 +0,71 14,10 £0,53

FONTE: O autor (2024).
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Nota: * Temperatura de inicio (Ti), temperatura de pico (Tp) e a Temperatura de concluso (Tc) do evento térmico
encontrado nas nanosuspensdes. **WPN (Nanosuspens&o do Pinhao Integral) e APN (Nanosuspenséo da Améndoa
do PinhZo).

Conforme TABELA 4, as amostras APN e WPN demonstraram um evento térmico
proximo a 60 °C, sendo que o mesmo nao foi observado na amostra PCN. Ao relacionar
os dados obtidos na TABELA 4 com os dados da literatura, foi possivel observar que o
evento térmico em questao é a gelatinizacdo do amido, o qual encontra-se presente na
améndoa do pinhdo (DAUDT et al., 2014; ZORTEA-GUIDOLIN et al., 2017).

Com relagao a temperatura de inicio (Ti), o pico (Tp) € a conclusao (Tc) do evento
térmico encontrado nas nanosuspensoes, verificou-se que a amostra APN apresentou
maiores temperaturas frente as encontradas para WPN. Esse comportamento esta
relacionado a presenca de fibras e a formagao de uma nova morfologia na WPN, o que
influenciou na temperatura de gelatinizacédo do amido. Além disso, com relagado aos
valores de entalpia de transicao térmica (AH) obtidos para ambos os eventos, foi possivel
observar que as amostras apresentaram valores distintos. A WPN apresentou valor de
AH superior a APN.

Zortéa-Guidolin e colaboradores (2017) avaliaram a gelatinizagao do amido de
pinh&o aplicando diferente métodos de extracdo desse carboidrato. Como concluséo, os
autores identificaram temperaturas de transicao térmica entre 53,1- 71,0 °C e valores de
entalpia de transicdo térmica entre 12,5-14,5 J/g. Ja Daudt e colaboradores (2015),
avaliaram a extracdo do amido de pinhdo via precipitagdo utilizando agua. Como
resultado, os autores observaram que o evento da gelatinizagéo teve inicio a 51,38 °C e
conclusdao em 61,02 °C, com valor de AH de 14,03 J/g.

Chipon e colaboradores (2022) avaliaram o comportamento térmico entre a
mistura de celulose e amido ceroso, utilizando diversas concentracdes de celulose. Como
resultado, os autores observaram que o aumento da concentragao de celulose, interferiu
na temperatura de gelatinizagdo, diminuindo a mesma. Em seguida, os autores avaliaram
os valores de entalpia de transi¢cdo térmica constatando que aumento da concentracao
de celulose, aumentou os valores de AH, até a concentracéo de 3%.

A faixa de temperatura encontrada pelos autores, bem como os valores de AH

sao semelhantes aos obtidos no presente trabalho. No entanto, os valores de entalpia de
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transicao térmica foram distintos quando comparadas as amostras APN e WPN. Esse
comportamento se relaciona com a composi¢cao das nanosuspensdes, principalmente

com a quantidade de amido presente, bem como a preseng¢a do complexo lignocelulésico.
5.1.4. Comportamento reoldgico das nanosuspensodes
O comportamento reologico das nanosuspensdes foi avaliado através das

analises de perfil de viscosidade, propriedades mecénicas e analise termomecanica das

amostras.

51.4A1. Perfil de viscosidade

O perfil de viscosidade das nanosuspensdes foi obtido através da variacdo da
viscosidade das amostras em funcao da taxa de cisalhamento a 25 °C, conforme ilustrado
na FIGURA 12.

FIGURA 12: PERFIL DE VISCOSIDADE DAS NANOSUSPENSOES DO PINHAO EM FUNGAO DA TAXA
DE CISALHAMENTO A 25 °C.
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FONTE: O autor (2024).
*PCN (Nanosuspensao da Casca do pinhao), WPN (Nanosuspensao do PinhZo Integral) e APN (Nanosuspenséao da
Améndoa do Pinh&o).

Com relagcao ao perfil de viscosidade das nanosuspensdes (FIGURA 12),

verificou-se que as amostras apresentam comportamentos distintos. Isso ocorre devido
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as diferengas em suas composi¢des, principalmente com relagdo ao teor de fibras totais.
Conforme observado na TABELA 3, o aumento do teor de fibras totais na composicao
das nanosuspensdes promoveu o0 aumento da viscosidade das amostras (PCN > WPN >
APN). Esse comportamento esta diretamente relacionado ao emprego do moinho de
pedras, e consequente desfibrilagdo do complexo lignocelulésico da casca do pinhao
contribuindo para a maior viscosidade das amostras PCN e WPN.

Além disso, de acordo com a FIGURA 12, observou-se que a amostra PCN sob
baixa taxa de cisalhamento (Area 1) apresentou um leve decréscimo no perfil de
viscosidade. Isso ocorreu devido a quebra inicial das ligagdes de hidrogénio formadas do
entrelagamento das nanofibrilas da casca do pinhdo (PATOARY et al., 2022). Um
comportamento similar foi observado para a amostra WPN, conforme observado nas
imagens de MEV-FEG (FIGURA 10Bb-Bc), constatou-se uma interacdo entre as
nanofibrilas da casca do pinhdo e os componentes de améndoa, as quais sao
enfraquecidas com um ligeiro aumento da taxa de cisalhamento. No entanto, com o
aumento ainda maior da taxa de cisalhamento (Area 2), ocorre a quebra e a formacéo
simultanea de ligacdes de hidrogénio e interagdes de van der Waals nas amostras PCN
e WPN devido a homogeneizagdo da amostra durante a analise, promovendo um leve
decréscimo nos perfis de viscosidade de PCN e WPN. Por fim, sob uma alta taxa de
cisalhamento (Area 3), uma queda substancial no perfil de viscosidade de PCN e WPN
foi observado devido a quebra de grande parte das intera¢des existentes nas amostras.

A amostra APN apresentou o menor perfil de viscosidade das amostras obtidas,
como demonstrado na FIGURA 12, o que pode ser atribuido a auséncia de fibras, bem
como a limitada solubilidade em agua dos compostos da améndoa do pinhdo a 25 °C.
Em baixas taxas de cisalhamento (Area 1), as interagdes agua-amido na amostra APN
sao ligeiramente quebradas, diminuindo os valores de viscosidade aparente. No entanto,
o aumento da taxa de cisalhamento (Area 2), uma ligeira queda no perfil de viscosidade
de APN ocorreu, possivelmente devido a ruptura parcial das ligacbes de hidrogénio
formadas entre a 4gua e o amido. Porém, sob alta taxa de cisalhamento (Area 3), a

viscosidade aparente da amostra APN sofreu um grande decréscimo devido a quebra de
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grande parte das interagdes entre a agua e os constituintes da améndoa do pinh&o, bem
Como o processo de sinérese.

No geral, os perfis de viscosidade obtidos caracterizam as nanosuspensoées
como fluidos de comportamento pseudoplastico, identificado pela redugao da viscosidade

frente ao aumento da taxa de cisalhamento (SCHURZ, 1967).

5.14.2. Propriedades mecanicas das nanosuspensoes

As propriedades mecanicas das nanosuspensdes foram analisadas através da
varredura de frequéncia oscilatéria, avaliando o moédulo de armazenamento ou médulo
de cisalhamento solido (G') e modulo de perda ou médulo liquido (G”), como pode ser
observado na FIGURA 13.

FIGURA 13: PROPRIEDADES MECANICAS DAS NANOSUSPENSOES DE PINHAO ATRAVES DO
MODULO DE ARMAZENAMENTO (G'- SIMBOLOS ABERTOS) E MODULO DE PERDA (G- SIMBOLOS
SOLIDOS) EM FUNGAO DA FREQUENCIA A 25 °C. A FREQUENCIA FOI FIXADA NA FAIXA DE 0,01 Hz
A 10 Hz COM UMA TENSAO DE CISALHAMENTO DE 1 Pa.
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FONTE: O autor (2024).

*PCN (Nanosuspenséo da Casca do pinhdo), WPN (Nanosuspenséao do Pinhao Integral) e APN (Nanosuspenséao da
Améndoa do Pinh&o).

Em relagéo aos espectros mecanicos (FIGURA 13), a amostra PCN apresentou

0s maiores valores de G' e G", quando comparado as amostras WPN e APN, indicando
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maior elasticidade e viscosidade frente as demais nanosuspensdes. Além disso, 0s
valores de G' e G” dos espectros mecanicos da amostra PCN, podem ser correlacionados
com o emprego do moinho de pedras em amostras que apresentam um alto teor de fibras
totais (TABELA 3), criando uma estrutura tridimensional de nanofibrilas com a agua,
apresentando caracteristica de gel fraco (G'>G") e médulos independentes da frequéncia
aplicada (PIRICH et al., 2019).

A amostra WPN apresentou comportamento semelhante a amostra PCN, sendo
identificada a caracteristica de gel fraco (G'>G"). No entanto, a amostra WPN apresentou
dependéncia da frequéncia utilizada na analise, como pode ser observado com o
aumento dos médulos G’ e G” durante a oscilacdo de frequéncia aplicada durante o
experimento. Este comportamento esta relacionado a presenga de amido na amostra,
contribuindo para valores de G' e G" inferiores aos encontrados para a PCN. Ainda, a
formagéo de uma nova estrutura morfologica, observada na FIGURA 10Ba-Bc, pode
estar relacionada com a diminuicdo de interagdes entre a amostra WPN e a agua,
causando a reducgéo da elasticidade e da viscosidade da amostra (CHIPON et al., 2022).

A amostra APN mostrou dependéncia da frequéncia durante a analise, como
pode ser observado no aumento dos valores de G' e G" até 1Hz, devido a baixa
solubilidade do amido em agua, e a ocorréncia de sinérese. Com o aumento da
frequéncia (acima de 1 Hz), ocorre o cruzamento entre os modulos (G'=G”), o qual é
caracteristica do comportamento viscoelastico do tipo liquido. Além disso, 0 aumento dos
modulos pode ser associado a uma maior interagdo entre as particulas e a agua,
responsavel por aumentar a dissolugdo do amido em agua, além de reduzir 0 processo
de sinérese da nanosuspensdo (CADEMARTORI et al., 2019; CHIPON et al., 2022).

5.1.4.3. Propriedades termomecanicas das nanosuspensoes

As propriedades termomecéanicas das nanosuspensdes foram obtidas através do
comportamento viscoelastico das amostras em fungao da temperatura, como ilustrado na
FIGURA 14.
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FIGURA 14: PROPRIEDADES TERMOMECANICAS DE NANOSUSPENSOES DE PINHAO ATRAVES
DO MODULO ELASTICO (G'- SIMBOLOS ABERTOS) E MODULO VISCOSO (G”- SIMBOLOS SOLIDOS)
EM FUNCAO DA TEMPERATURA. A FREQUENCIA FOI FIXADA EM 10 HZ COM UMA TENSAO DE
CISALHAMENTO DE 1 Pa, EMPREGANDO TAXA DE AQUECIMENTO DE 5 °C/MIN.

—1— G'PCN —— G" PCN —{— G' WPN —— G" WPN G'APN G" APN

107" —

30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C)

FONTE: O autor (2024).
*PCN (Nanosuspensao da Casca do pinhao), WPN (Nanosuspensao do PinhZo Integral) e APN (Nanosuspenséao da
Améndoa do Pinh&o).

Com relagao aos dados obtidos para a analise termomecéanica (FIGURA 14), a
amostra PCN apresentou valores de G’ e G” superiores a WPN e a APN. Esse
comportamento mantém-se com o aumento da temperatura. Como consequéncia, a
caracteristica do gel (G'>G") é mantida para esta nanosuspensao, o que foi observado
em estudos disponiveis na literatura referente a nanosuspensdes produzidas a partir de
diferentes fontes, tais como celulose branqueada (PAAKKO et al., 2007) e a casca de
cacau (SOUZA et al., 2019).

Os dados obtidos na analise termomecanica para a amostra WPN mostram que
0 aumento da temperatura (acima de 55 °C), modificou as propriedades viscoelasticas
da amostra. Como consequéncia, observou-se que os valores de G’ e G” aumentaram.
Analogamente, a amostra APN também apresentou aumento dos modulos G’ e G, sendo
observado com o aumento da temperatura acima de 50 °C, e cruzamento entre os
modulos G' e G" em 67 °C. Para as amostras WPN e APN, foi possivel constatar uma

melhora nas propriedades viscoelasticas, interligadas ao processo de gelatinizagdo do
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amido que modificou as propriedades da amostra. Como resultado uma alteracdo no
comportamento dos modulos G’ e G” foi verificado. Ainda, foi possivel observar a mesma
téndencia dos dados termomecanicos com os dados obtidos na analise térmica de DSC
(TABELA 4).

Com a finalidade de verificar o comportamento das nanosuspensdes apos o
aquecimento, as amostras submetidas a analise termomecanica foram resfriadas até 25
°C. Sequencialmente, seu comportamento mecanico foi verificado e comparado com as

nanosuspensoes iniciais (sem o processo de aquecimento), como ilustrado na FIGURA

15.

FIGURA 15:PROPRIEDADES MECANICAS DAS NANOSUSPENSOES DE PINHAO (A-PCN, B-WPN E
C-APN) ATRAVES DO MODULO ELASTICO (G'- SIMBOLOS ABERTOS) E MODULO VISCOSO (G-
SIMBOLOS SOLIDOS) EM FUNCAO DA FREQUENCIA ANTES DO PROCESSO DE AQUECIMENTO E
APOS VARREDURA DE OSCILAGAO DE TEMPERATURA (OT). A TENSAO DE CISALHAMENTO DE 1
Pa, E VARIACAO DE FREQUENCIA FIXADA NA FAIXA ENTRE 0,01 Hz A 10 Hz.
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FONTE: O autor (2024).
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Ameéndoa do Pinhao).
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O aquecimento das nanosuspensdes resultou no aumento dos médulos G' e G”
em comparagao com a temperatura ambiente (FIGURA 15). Em relagao a amostra PCN
(FIGURA 15A), os modulos G' e G" exibiram um aumento moderado apds a analise
termomecanica, mantendo a caracteristica de gel (G'>G"). A pequena variagao entre os
valores entre G’ e G” encontrada, pode estar relacionada a evaporagao da agua presente
na nanosuspensao.

Além disso, como relatado anteriormente, o processo de gelatinizagdo do amido
ocorre com 0 aumento da temperatura, responsavel pela ruptura celular dos granulos de
amido e pela modificagdo das propriedades viscoelasticas da WPN e da APN. Como
esperado, os valores de G' e G" aumentaram de forma irreversivel com a oscilacéo da
temperatura para as amostras em questao (FIGURA 15B e FIGURA 15C), apresentando

caracteristica de gel (G">G"), independente da frequéncia aplicada na analise.

5.1.5. Perfil cromatografico das nanosuspensodes obtido via CG-MS

A identificagdo dos compostos presentes nas nanosuspensdes foi realizada
utilizando CG-MS. Os compostos foram divididos em duas classes principais, sendo elas
a classe hidrofilica e lipofilica. Deste modo, foram identificadas cinco classes diferentes
(aminoacidos, acidos organicos, agucares, fenadis e ciclitéis) pertencentes aos hidrofilicos
(TABELA 5). Ja os compostos lipofilicos, foram identificados e separados em seis
diferentes classes (acidos carboxilicos, diterpenos, alcoois, A- hidroxiacidos, esterois e

triterpenos), como demonstrado na TABELA 6.
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A fragcdo hidrofilica € composta majoritariamente por agucares e compostos
fenodlicos, como observado na TABELA 5. Observou-se que as amostras APN e WPN
demonstraram elevado teor de glucose e frutose (acima de 30.000 ug/g). Com relagéo a
ingestdo de agucares, sabe-se que o consumo de agucares tais como, frutose e glicose,
em quantidade regular, € uma fonte de energia para o organismo. Além disso, 0 consumo
de acgucares causa a liberacdo do horménio dopamina, responsavel pela sensagao de
recompensa e prazer (Ql; TESTER, 2019).

De acordo com a TABELA 5, os compostos fendlicos foram a segunda classe de
metabdlitos mais encontradas nas nanosuspensdes, sendo a catequina o composto
fendlico predominante nas amostras PCN (1.806,18 + 1,87 ug/g) e WPN (548,65 + 1,69
Mg/g). Em contrapartida, o acido protocatecuico foi o principal fenol encontrado na
amostra APN (7,43 + 0,27 ug/g). Com relagéo ao beneficios interligados a presencga de
catequina e seus isbmeros, € valido ressaltar a atividade antioxidante, anticancerigena e
antimicrobiana desses compostos bioativos (SUGANUMA et al., 2011; ZHOU et al.,
2022). Alem disso, testes in vitro demonstraram o efeito anti-inflamatorio da catequina e
seus isbmeros em doencgas de pele, tais como dermatites (NAKANO et al., 2019). Além
disso, os beneficios do acido protocatecuico estdo interligados com efeitos anti-
inflamatodrios e perda de peso (ZHANG; GONZALEZ DE MEJIA, 2020), bem como agao
antidiabética (PUGALENDI, 2010).

Além dos compostos anteriormente relatados, ciclitéis, como Myo-inositol, D-
pinitol e onotonitol também foram identificados nas nanosuspensdes. Os beneficios Myo-
inositol esta relacionado a prevencéao do diabetes gestacional (LI; FANG, 2022), enquanto
que o D-pinitol melhora o transporte de glicose e a sensibilidade a insulina no organismo
humano (MOLONIA et al., 2021). Por fim, estudos identificaram que o onotonitol
apresenta um efeito hepatoprotetor no organismo humano (DHANASEKARAN et al.,
2009).

Por fim, também foram identificados aminoacidos essenciais (alanina, prolina e
fenilalanina) principalmente nas amostras APN e WPN. Essa classe de compostos esta
diretamente relacionada com a regeneragao tecidual e celular, producéo de anticorpos e

células vermelhas no sangue humano (XIAO; GUO, 2022).
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Lima e colaboradores (2020) avaliaram o perfil cromatografico da
nanosuspensao da casca do pinh&do, a uma concentragao de 6% (m/m). Como resultado,
os autores verificaram a presenga de compostos similares aos do presente trabalho, tais
como compostos fendlicos (catequina, acido galico e quercetina) e agucares (frutose e
glucose). Em comparagcéo com os dados obtidos para PCN, foi possivel observar que a
amostra estudada pelos autores apresentou teor inferior de catequina (254,51 ug/g),
acido galico (19,78 ug/g) e quercetina (70,24 ug/g). Além disso, a nanosuspensao
avaliada pelos autores apresentaram menor teor de frutose (0,63 pg/g) e glucose (16,69
ug/g) (LIMA et al., 2020).
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Com relagao aos compostos lipofilicos (TABELA 6), foi possivel observar que os
esterdis foram o principal grupo de compostos detectados nas nanosuspensbes de
pinh&o, sendo o B-sitosterol o principal bioativo presente na PCN (6.607,54 + 2,73 ug/qg),
WPN (2.628,73 £ 1,10 ug/g) e na APN (1.005,95 £+ 0,16 ug/g). Dentre os principais
beneficios da ingestdo dos esterdis, € importante ressaltar a reducao do nivel de
colesterol no sangue e o potencial anti-inflamatério e anticancerigeno deste composto
(AYAZ et al., 2019; GARCIA-LLATAS et al., 2021; GHAEDI et al., 2020; HANNAN et al.,
2020).

Além disso, outra classe amplamente encontrada nas amostras foram os acidos
carboxilicos. Dentre os principais acidos identificados, o acido linoleico foi quantificado
em maiores concentragdes na amostra PCN (630,99 + 0,21 ug/g), enquanto o acido
eicosandico foi o principal detectado nas WPN (1.140,34 £ 2,78 ug/g) e APN (1.734,91
0,14 ug/g). Além do mais, também foi identificada a presenca de acidos graxos essenciais
nas nanosuspensoes de pinh&o, como acido oleico (18:1n-9), acido linoleico (18:2n-6) e
0 acido a-linolénico (18:3n-3). A ingestdo de acidos graxos essenciais € de grande
importancia para o organismo humano, uma vez que esta interligada com a sintese de
Omega-6 (n-6) e dmega-3 (n-3) no metabolismo. O consumo da série 6mega esta
diretamente relacionado a prevengéo de disturbios neurologicos, redugédo do colesterol
no sangue e, consequentemente, a prevencao de doengas cardiovasculares (DJURICIC;
CALDER, 2021; LUO et al., 2018).

Os terpenos também foram identificados nas nanosuspensdes a partir do pinhao
e seus constituintes. Essa classe de compostos € produzida por coniferas, e sao
detectados em subprodutos madeiraveis, como observou-se em maior quantidade nas
amostras PCN (327,21 ug/g) e WPN (223,29 pg/g), quando comparada a amostra APN
(132,57 ug/g). Com relagédo aos beneficios da ingestdo dos terpenos, é importante
ressaltar seus efeitos anti-inflamatoérios (CHO et al., 2017) e inibidores das enzimas a-
amilase e a-glucosidase, demonstrando grande potencial no tratamento do diabetes
mellitus (SHAH et al., 2021).

Lima e colaboradores (2020) avaliaram a presenga de compostos lipofilicos na

nanosuspensao da casca do pinhao, verificando a presenga de compostos similares aos
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do presente trabalho na amostra PCN. Dentre os compostos encontrados, destacam-se
os acidos carboxilicos (oleico, araquidico, linoleico e behénico), hidroxi-acidos (2-
hidroxitetracosanoico, 2—hidroxipentacosandico e 2— hidroxihexacosandico) e esterois
(Campesterol e B-sitosterol). Em comparagao com os dados obtidos no presente trabalho
(TABELA 6), os autores identificaram teores inferiores de acido oleico (189,09 ug/g),
linoleico (69,66 pg/g), araquidico (53,37 ug/g) e behénico (56,19 ug/g). Além disso,
segundo os mesmos autores, a quantidade de compostos da classe dos hidoxi-acidos,
como observado para o Acido 2-hidroxitetracosandico (110,32 ug/g), 2-
hidroxipentacosanoico (43,79 ug/g) e 2— hidrohexacosandico (14,86 ug/g) também foram
inferiores frente aos encontrados no presente trabalho. Por fim, os mesmos autores
identificaram a presenga de esterdis na suspensdo da casca do pinhao, sendo
encontrado valores inferiores para o Campesterol (68,78 ug/g) e para o [3-sitosterol
(449,72 ug/g).

As varia¢des encontradas no teor de compostos presentes na nanosuspensao
da casca do pinhdo podem estar relacionadas a época de colheita do pinh&o, tal como
seu grau de maturagédo. Além disso, o processo de sintese da nanosuspensao também
influencia no teor de compostos bioativos identificados, uma vez que foram utilizados
diferentes parametros de sintese, tais como preparo de amostra, bem como numero de

passes e ajuste das pedras do moinho.

5.1.6. Avaliacao da atividade antioxidante das nanosuspensdes

A atividade antioxidante das nanosuspensoes foi avaliada empregando analises
colorimétricas in vitro, sendo elas DPPH e ABTS, baseadas na captura de radical livre,
reducéao do ion ferro (FRAP) e capacidade redutora de fendis totais (TPC). Os resultados

foram expressos em mg/g de amostra (FIGURA 16).
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FIGURA 16. AVALIACAO DO TEOR DE COMPOSTOS BIOATIVOS DAS NANOSUSPENSOES.
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* Nota: Letras diferentes em um mesmo grupo de colunas apresentam diferenca significativa entre si (ANOVA, Tukey

LSD; p<0,05). **PCN (Nanosuspensao da Casca do pinh&o), WPN (Nanosuspenséao do Pinhao Integral) e APN
(Nanosuspensao da Améndoa do Pinhao).

A atividade antioxidante das nanosuspensdes (FIGURA 16) esta presente, em
quase toda a sua totalidade, na casca do pinhdo. Como dito nos topicos anteriores, este
subproduto é rico em compostos bioativos, como a classe fendlica (catequina e seus
isdmeros, quercetina e acido galico), assim como observado na TABELA 6. A améndoa,
por sua vez, apresenta baixo teor de compostos bioativos, como relatado anteriormente
por diversos autores (CORDENUNSI et al., 2004; KOEHNLEIN et al., 2012). A atividade
antioxidante da amostra WPN foi inferior em relacdo ao PCN devido ao maior teor de
améndoa frente a casca do pinhdo, contribuindo para a diminuicdo da atividade
antioxidante.

Com relacao aos trabalhos de extracdo de bioativos provenientes do pinhao e
seus constituintes empregando solventes convencionais para sua extragao, Cordenunsi
e colaboradores, (2004) analisaram o teor de compostos fendlicos totais, expressos em

termos de catequina equivalente por grama de amostra (mgce/g de amostra),
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apresentando um valor de 3,21 + 0,17 mgce/g de amostra para a améndoa com a
presenca da casca interna. Com a remocao do revestimento, para a améndoa in natura
(0,23 £ 0,01 mgce/g de amostra) e améndoa cozida (0,11 £ 0,01 mgce/g de amostra).

Sant’Anna e colaboradores, (2016) realizaram a quantificagédo de biocompostos
presentes na casca do pinhdo sem cocg¢ao e na casca do pinhdo submetida ao processo
de cocgao em diferentes tempos de estocagem. O teor de compostos fendlicos totais, em
miligramas de acido galico equivalente por grama (mg cae/ g) aumentou no residuo
submetido ao cozimento de 25,03 + 1,05 mg cae/ g para 51,37 + 2,82 mg cae/ g. Os dados
obtidos das nanosuspensdes provenientes da casca do pinhao (51,35 + 0,12 (mg cae/ Q)
sao semelhantes a condicdo pds cozimento, uma vez que a sintese da suspenséao
necessitou de menos tempo e temperatura de processo.

De Freitas e colaboradores (2018), avaliaram a atividade antioxidante in vitro dos
extratos alcodlicos, hidroalcoolicos e a agua de cozimento do pinhdo, empregando as
metodologias de DPPH, FRAP e ABTS. Os resultados para a atividade antioxidante
empregando metodologia DPPH n&o apresentaram diferenca significativa para nenhum
dos extratos avaliados, sendo observado valores na ordem de 2,465+ 0,13 mg Trolox / g
casca. EM relagdo a analise de FRAP, foi possivel observar um maior valor para o extrato
hidroalcdolico (2,07 + 0,26 mg Trolox/ g casca). Em relagéo aos resultados da analise ABTS
foi possivel observar um valor superior para a agua de cozimento do pinhdo (13,68 + 2,49
Mg Trolox / g casca), quando compara ao extrato hidroalcéolico (12,29 + 1,01 mg Trolox/ g casca)
e extrato alcodlico (6,60 + 0,45 mg Trolox/ g casca).

Os dados obtidos de atividade antioxidante da suspenséao proveniente da casca
do pinhdo apresentaram maior atividade antioxidante mensurada pelo FRAP (50,39 +
0,73 Mg Trolox/ g casca), ABTS (50,04 £ 2,03 mg Trolox/ g casca) € DPPH (58,56 + 0,18 mg Trolox
| g casca) frente a todos os extratos obtidos pelos autores. Isso ocorre devido ao processo
de moagem do moinho de pedras, o qual aumenta o rendimento de extragdo de
compostos bioativos devido a reducédo do tamanho das particulas, promovendo melhoria
na transferéncia de massa. Além disso, o0 emprego da tecnologia do moinho de pedras é
um procedimento que utiliza baixa temperatura, sintetizando amostras que podem ser

utilizadas como aditivos sem separagao solido-liquido, reduzindo a geragao de residuos.
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5.1.7. Avaliagédo do potencial citotoxico das nanosuspensdes em células 3T3

O potencial citotéxico das nanosuspensdes provenientes do pinhdo e seus
constituintes foi avaliado empregando o teste de viabilidade celular em células de
fibroblastos de camundongos (NIH-3T3), como ilustrado na FIGURA 17.

FIGURA 17: VIABILIDADE CELULAR DAS CELULAS DE FIBROBLASTOS DE CAMUNDONGOS APOS
EXPOSICAO NAS NANOSUSPENSOES PROVENIENTES DO PINHAO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES.
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FONTE: O autor (2024).
* Nota: *Letras diferentes em um mesmo grupo de colunas apresentam diferenga significativa entre si e sdo

superiores significativamente ao controle (ANOVA, Tukey LSD; p<0,05). *PCN (Nanosuspensé&o da Casca do
pinhdo), WPN (Nanosuspensao do Pinhao Integral) e APN (Nanosuspensdo da Améndoa do Pinhao).

Conforme observado na FIGURA 17, a citotoxicidade de APN, WPN e PCN foi
avaliada em células de fibroblastos de ratos (NIH 3T3) e comparadas com o controle
(100% de viabilidade celular), representado pela linha tracejada vermelha. Como
resultado, observou-se que todas as concentracdes de soélidos testadas estavam acima
do limite citotéxico (linha tracejada azul) (ou seja, viabilidade celular = 70%), nao
apresentando toxicidade as células NIH 3T3 (ALIABADI et al., 2020; LIMA et al., 2022).

Além disso, para uma maior concentracédo de solidos (0,6 %), as nanosuspensodes
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promoveram proliferagao celular, como verificado para a APN (112,21 + 0,14 %), WPN
(108,13 £ 0,22 %) e PCN (102,53 £ 0,22 %), uma vez que a viabilidade celular encontrada
foi superior ao controle (>100%).

A viabilidade celular encontrada para a APN e a WPN esta relacionada com o
elevado teor de agucar presente nas amostras, como pode ser observado na TABELA 5.
Isto ocorre por conta da utilizagcdo do meio DMEM, de baixa concentragcdo de glicose,
fazendo com que as células na presenca de uma maior concentracdo de agucares,
demonstrem crescimento e desenvolvimento (RYU et al., 2020; TORRES et al., 2011).
Assim, constatou-se que as células 3T3 apresentaram alta biocompatibilidade com a APN
e a WPN, ocasionando a proliferacao celular.

A viabilidade celular encontrada para a PCN esta interligada a presencga de
compostos bioativos, tais como os compostos fendlicos, os quais atuam na protecao
celular contra a oxidagao. A presenca desses compostos foi extensivamente avaliada em
células 3T3, e em todos 0s casos, a sua presenga promoveu o0 aumento da viabilidade
celular (BAYRAMI et al., 2018; ZAIN et al., 2020). Na literatura, Lima e colaboradores
(2022) avaliaram o potencial citotoxico de filmes provenientes da nanosuspensao da
casca do pinhdo, sendo avaliada a viabilidade celular em células NIH-3T3 e Schwann.
Como resultado, os autores verificaram que o acréscimo de filme na analise, aumentou
a viabilidade celular de ambas as culturas utilizadas.

Em geral, as nanosuspensdes provenientes do pinhdo e seus constituintes
apresentaram alta viabilidade celular em todas as concentragbes avaliadas, nao
demonstrando citotoxicidade na linhagem avaliada. Entretanto, outros ensaios de

viabilidade devem ser realizados, a fim de garantir estes resultados.
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5.2.  APLICAGAO DA NANOSUSPENSAO DA CASCA DO PINHAO COMO ADITIVOS
EM CREMES FACIAIS?

5.2.1. Obtencao das amostras

A PCN foi adicionada na formulagado de creme facial, nas concentragdes pré-

selecionadas (TABELA 1), sendo possivel obter as amostras ilustradas na FIGURA 18.

FIGURA 18: ASPECTO VISUAL DAS FORMULAGOES OBTIDAS APOS A ADICAO DA
NANOSUSPENSAO DA CASCA DO PINHAO COM A FORMULAGCAO CONTROLE.
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FONTE: O autor (2024).
*As amostras F1, F2, F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% de PCN (Nanosuspenséo da Casca do
Pinhdo) em massa na formulagé&o.

A formulagao controle (ou seja, sem adigdo de PCN) apresentou aspecto leitoso
de cor clara, enquanto as formulacées com presenca de PCN apresentaram coloragao
leitosa marrom claro, como demonstrado na FIGURA 18. Além disso, o aumento da
concentracao de PCN nas formulag¢des da logao foi responsavel pela intensificagdo da
sua tonalidade marrom. Em relacdo ao odor das logdes base PCN, nao foi observado
cheiro distinguivel entre a formulacdo com ou sem PCN, apresentando de forma geral
uma fragrancia agradavel.

Com relacao a adigcdo da nanosuspensado da casca do pinhdo foi possivel
observar que, apds homogeneizagao, nao houve formagao de duas fases. Além disso,

foi realizado o teste de estabilidade primaria das formulagbes incorporadas, sendo

2 Esta secéo encontra-se publicada na revista Waste and Biomass Valorization, intitulada “Pinhao
coat (Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze) nanosuspension as a potential additive in cosmetic
formulations with wound healing effect”.
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constatado que apds a centrifugacdo ndo houve separagdo de fases, bem como
aparecimento de pontos isolados na formulagcao contendo a amostra incorporada.
5.2.2. Caracterizagao das formulag¢des obtidas a partir da adigdo da nanosuspensao da

casca do pinh&o

Os cremes obtidos a partir da adigdo de nanosuspensdo da casca do pinhao
foram inicialmente caracterizados, quanto aos parametros de cor, pH e espalhabilidade,
como descrito na TABELA 7.

TABELA 7:AVALIACAO DAS FORMULAGCOES NOS PARAMETROS DE pH, ESPALHABILIDADE E
COR.

Cor
Amostra pH Espalhabilidade L a b AE
(cm?)
Controle 4,69+0,15  33,29+0,07¢ 8594+0,022 -1,10+0,01¢ -0,27 +0,02¢ -

F1* 4,59 +£0,02> 33,44 +0,02° 8530+0,04> -0,42+0,01° 1,85 +0,07¢ 2,17 £0,38°
F2 4,55 +0,03>c 33,50 £0,04> 84,43 +0,02°¢ -0,25%0,01¢ 1,61 £0,47¢ 2,68 £0,07°
F3 4,49 £0,03%¢ 33,58 +0,052> 83,30+ 0,08¢ 0,39+0,01° 3,56 £0,01° 4,88 +0,06°
F4 4,42+0,01¢ 33,66+0,012 7963+0,01c 1,270,022 5,03 0,022 8,57 0,072

FONTE: O autor (2024).
* Nota: *Letras diferentes em um mesmo grupo de colunas demonstram diferenga significativa entre si (ANOVA, Tukey
LSD; p<0,05). **As amostras F1, F2, F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% em massa de PCN na

formulagéo.

As propriedades obtidas das formulagdes a partir da incorporagdo da
nanosuspensao da casca do pinhdo (TABELA 7) demonstraram que o aumento da
concentragao da nanosuspensao, ocasionou abaixamento do pH da formulagéo. Assim,
foi possivel observar que a formulagéao F4 apresentou os mais baixos valores de pH (4,42
0,15).

comportamento esta relacionado com a presenca de compostos de carater acido na

+ 0,01), quando comparados com a formulagdo controle (4,69 = Esse

casca do pinhao, tais como os compostos fendlicos, os quais abaixam o pH do meio
(PERALTA et al., 2016). Contudo, os resultados de pH das formulagbes avaliadas estao

de acordo com normas padrdes vigentes, umas vez que sdo recomendados valores de
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pH na faixa de 4-6, prevenindo alergias e irritacdes a pele humana (ALI; YOSIPOVITCH,
2013)

A espalhabilidade dos cremes € a capacidade de uma formulagdo em se
espalhar, frente a aplicacdo de uma determinada forgca. Assim, quanto maior o valor de
espalhabilidade obtido do cosmético, maior a sua facilidade de aplicagao (CHU; NYAM,
2020). De tal forma, observou-se que a adicdo de PCN a formulagdo, aumentou
significativamente a espalhabilidade das amostras avaliadas, como observado
principalmente na amostra F4 (33,66 + 0,01 cm?) quando comparada com a amostra
controle (33,29 + 0,07 cm?).

Além disso, também foi avaliada a cor das formulacgdes, visto que € um parametro
industrial bem importante, devido a dificuldade de padronizagdo e aceitabilidade dos
produtos. Na literatura, alguns autores avaliam que a coloragao passa a ser visualmente
perceptivel, umas vez que os valores de variagao total de cor (AE) sao superiores a 2
(SIM; NYAM, 2021; ZHOU et al., 2009). Verificou-se que houve alteracdo de cor

perceptivel nas formulagdes que foram incorporadas com mais de 1% da PCN.
5.2.3. Avaliagao das propriedades reoldgicas das formulagdes
As formulagdes obtidas foram avaliadas quanto as suas viscosidades através da

obtencéo das curvas de fluxo em fungao da taxa de cisalhamento (s') a 25 °C, conforme
ilustrado na FIGURA 19.
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FIGURA 19: PERFIL DE VISCOSIDADE APARENTE (Pa.s) DA PCN, LOCAO CONTROLE E
FORMULAGCOES OBTIDAS EM FUNGCAO DA TAXA DE CISALHAMENTO (s'') A 25 °C.
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FONTE: O autor (2024).
*As amostras F1, F2, F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% em massa de PCN na formulagao.
**PCN (Nanosuspenséo da Casca do pinhao com 6% de sélidos totais).

De acordo com a FIGURA 19, o aumento da concentracdo de PCN resultou em
uma alteragdo no perfil de viscosidade aparente das formulagcdes em comparagao ao
controle. Este resultado pode estar relacionado ao alto teor de agua e a morfologia do
PCN, que foi responsavel por modificar o comportamento viscoelastico das formulagdes
elaboradas. Além disso, é importante destacar que a ligeira diferengca entre as
formulacdes obtidas e a formulagao controle pode estar relacionada a diluicdo da amostra
devido a incorporagédo de PCN na formulacdo. Além disso, observou-se que as todas as
formulagbées, bem como a PCN podem ser caracterizadas como fluidos tipo
pseudoplastico, identificado pela redugao da viscosidade frente ao aumento da taxa de
cisalhamento. Os resultados de espalhabilidade (TABELA 7) podem ser correlacionados
com a FIGURA 19, onde a reducéao da viscosidade das formulacdes adicionadas de PCN
resultou em um maior didmetro de espalhabilidade. Assim, observou-se que quanto

menor for a viscosidade da formulagédo, melhor sera sua espalhabilidade.
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Os espectros mecanicos das formulagdes foram avaliados através de testes de

varredura de frequéncia, conforme mostrado na FIGURA 20.

FIGURA 20:VARREDURA DE FREQUENCIA ATRAVES DO MODULO ELASTICO (G- SIMBOLOS
SOLIDOS) E DO MODULO VISCOSO (G"- SIMBOLOS ABERTOS) EM FUNCAO DA FREQUENCIA (HZ2),
A TEMPERATURA DE 25 °C DE PCN, DA LOCAO DE CONTROLE E DAS FORMULACOES
ELABORADAS A BASE DE PCN.
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*As amostras F1, F2, F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% de PCN em massa na formulagdo. **PCN
(Nanosuspenséao da Casca do pinhdo com 6% de solidos totais).

Como observado na FIGURA 20, todas as formulagdes e o PCN exibiram valores
de G' superiores a G" independentemente da frequéncia aplicada. Este resultado
demonstrou que as formulagbes exibem uma caracteristica de gel. Além disso, a relagao
G'/G" de todas as formulagdes e PCN foi superior a 3, indicando que as amostras podem
ser classificadas como géis fortes (CHAROENCHON et al., 2022). Além disso, a adigao
de PCN nas formulagées reduziu o médulo de armazenamento e perda, o que pode estar
relacionado ao elevado teor de agua no PCN. No entanto, embora o comportamento da
viscosidade das formulagdes a base de PCN tenha diminuido com o aumento da
concentragao de PCN (FIGURA 19), o comportamento mecéanico nao foi afetado, quando

comparado entre as formulag¢des elaboradas.
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Daudt e colaboradores (2015) avaliaram o amido de pinh&o e o extrato de sua
casca como aditivos para producdo de prototipos de cosméticos. As formulacdes
passaram por uma avaliagdo abrangente, incluindo o teste de varredura de frequéncia.
Os resultados revelaram que todas as formulagcbes contendo constituintes de pinhao
exibiram caracteristicas semelhantes a gel (G'>G"), conforme observado no presente
estudo.

Além do comportamento mecéanico das formulacdes, foi avaliado a estabilidade
térmica da logao controle e das formulagdes a base de PCN através do teste de varredura
oscilatéria de temperatura, conforme mostrado na FIGURA 21. Os resultados foram
expressos como tan 6 (G"/G') em fungéo do tempo (minutos). O valor tan & indica quao

elastica (tan & < 1) ou plastica (tan & > 1) é a formulagao.

FIGURA 21: ESTABILIDADE TERMICA DA LOGAO CONTROLE E DAS FORMULACOES A BASE DE
PCN EM FUNCAO DO TAN 6 E DO TEMPO (MINUTOS). A FREQUENCIA PERMANECEU EM 10 HZ E
A TENSAO DE CISALHAMENTO EM 1 PA.
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FONTE: O autor (2024).
*As amostras F1, F2, F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% de PCN (Nanosuspensao da Casca do

Pinh&o) em massa na formulagéo.

Conforme FIGURA 21, os valores de tan & encontrados foram menores que 1,

demonstrando o comportamento elastico para todas as formulagdes. Observou-se
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também que os valores maximo e minimo de tan & ndo apresentaram alteragdes
significativas durante cada loop térmico avaliado, apesar da adigao de PCN em diferentes
porcentagens nas formulagdes. Além disso, destaca-se que todas as formulagdes
manifestaram comportamento semelhante, demonstrando consisténcia e repeticao de
padrdes devido a sobreposicao dos valores identificados. Portanto, apesar do alto teor
de agua da PCN, a estabilidade térmica das lo¢gdes permaneceu constante e de forma
geral, ndo foram observada grandes alteragbes em seu espectro mecanico, bem como
nenhuma separacao de fase ao final dos 10 ciclos.

Conforme relatado anteriormente por Karasul e colaboradores (2015), a
avaliacao de loop térmico € uma maneira precisa para a determinacao da estabilidade de
uma ampla gama de amostras, como produtos alimenticios e formulagdes cosméticas.
Este teste prevé as mudancas e flutuagdes de temperatura que ocorrem durante as

etapas de processamento e armazenamento.

5.2.4. Avaliagao da citotoxicidade das formulac¢des

A locao de controle e as formulagdes a base de PCN foram avaliadas quanto ao
seu potencial citotoxico empregando o ensaio de viabilidade celular em fibroblastos de
camundongo NIH 3T3 (FIGURA 22A) e células normais de fibroblastos dérmicos
humanos (NHDF) (FIGURA 22B) e células HaCat (FIGURA 22C).
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FIGURA 22:VIABILIDADE CELULAR DA LOCAO DE CONTROLE E FORMULACOES BASEADAS EM
PCN EM CELULAS DE CAMUNDONGOS DE FIBROBLASTOS NIH 3T3 (A) E CELULAS DE
FIBROBLASTOS DERMICOS HUMANOS (NHDF) (B) E CELULAS DE CULTURA CELULAR DE
QUERATINOCITOS HUMANOS (HaCaT) (C).
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FONTE: O autor (2024).

*Nota: * Letras sobrescritas diferentes para um mesmo grupo de colunas significam valores de viabilidade celular mais
elevados que o controle e diferem-se entre si de acordo com ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). **As amostras F1, F2,
F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% de PCN (Nanosuspenséo da Casca do Pinhdo) em massa na
formulagéo.

De acordo com a FIGURA 22A-C, as formulacbes elaboradas empregando a
PCN como aditivo ndo exibiram toxicidade para as células NIH 3T3, NHDF e HaCat para
concentragdes inferiores a 0,05 mg/mL. Além disso, observou-se que a adigdo de PCN
aumentou a viabilidade celular (> 70%) das formulagdes cosméticas (ISO 10993-5 (2009).
Esse comportamento pode estar relacionado a presenga de compostos bioativos com
atividade antioxidante na casca do pinhdo (LIMA et al., 2022). Além disso, na
concentragao mais baixa avaliada (0,02 mg/mL), todas as lo¢des contendo PCN exibiram
viabilidade celular superior ao grupo controle para todas as células avaliadas, indicando
que os compostos antioxidantes disponiveis na casca do pinhdo podem prevenir a
oxidacéao celular, além de aumentar o numero de células vivas (HALLIWELL et al., 1997;
LIMA et al., 2022).
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Os resultados do nosso estudo estao alinhados com Kim e colaboradores (2019),
que avaliaram a citotoxicidade da suspensao de nanofibrilas de celulose (NFC), avaliando
as culturas celulares de NHDF e HaCat para o desenvolvimento de um produto
cosmético. Os resultados indicaram que em concentragdes inferiores a 0,313 mg/mL, a
suspensao nao apresentou citotoxicidade, consistente com o comportamento né&o
citotoxico determinado em nosso estudo.

Além disso, ensaios anti-inflamatorios, como aqueles baseados na metodologia
MTT, podem ser utilizados como um dos primeiros testes para demonstrar o potencial de
cicatrizacao de feridas de uma formulagdo cosmética. Portanto, devido a proliferacédo
celular observada para as formulagoes elaboradas contendo PCN em sua composicao,
as concentragbes mais altas e mais baixas avaliadas no teste de viabilidade celular (0,125

e 0,02 mg/mL) foram aplicadas em estudos adicionais de cicatrizagdo de feridas.

5.2.5. Avaliagao da capacidade curativa in vitro das formulagdes

O potencial de cicatrizagao de feridas in vitro foi realizada com base no teste de
arranhao em células HaCat. Os resultados da capacidade de fechamento de feridas sao
demonstrados visualmente na FIGURA 23 e FIGURA 24. Os controles negativo e positivo
foram o meio DMEM fresco sem soro € o meio DMEM fresco com solugdo tampéao de
fosfato, respectivamente. A analise foi realizada para as formulagdes controle e
formulagdes elaboradas utilizando a PCN (F1, F2, F3 e F4).
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FIGURA 23: TESTE DE ARRANHAO EM CELULAS HaCaT DAS FORMULAGOES A BASE DE PCN E
FORMULACAO CONTROLE AVALIADAS EM CONCENTRACOES DE 0,02 E 0,125 mg/mL POR 24
HORAS, 48 HORAS E 72 HORAS.
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FONTE: O autor (2024).
*As amostras F1, F2, F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% de PCN (Nanosuspensao da Casca do
Pinh&o) em massa na formulagéo.
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FIGURA 24: CAPACIDADE DE FECHAMENTO DO ARRANHAO CELULAR DAS FORMULAQOES EM
COMPARAGAO COM O CONTROLE POSITIVO E NEGATIVO APOS 24H, 48H E 72H DE ANALISE.
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FONTE: O autor (2024).

* A analise foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. **As amostras F1,
F2, F3 e F4 contém respectivamente 0,5%,1%, 1,5% e 2% de PCN (Nanosuspensao da Casca do Pinhdo) em massa
na formulagéo.

Conforme mostrado na FIGURA 23 e FIGURA 24, apés 72 horas de tratamento,
o controle negativo e positivo exibiram 1,8% e 81,4% de fechamento, respectivamente.
Além disso, com relagdo a formulagcédo controle, foi observada capacidade maxima de
fechamento de 61,8% na concentragao de 0,02 mg/mL. Entretanto, para as formulagbes
cosmeéticas com maiores adicdes de PCN (F3 e F4), foi observada contracdo completa
da ferida apos 72 horas de tratamento, principalmente na menor concentragdo avaliada
(0,02 mg/mL). Esses resultados estdo de acordo com a FIGURA 22A-C, demonstrando
que o aumento da presenca de PCN nas formulagdes aumentou a viabilidade celular nas
culturas NIH 3T3, NHDF e HaCat.

Além disso, o efeito de cicatrizagao in vitro pode estar relacionado ao efeito
citotoxico em células HaCat (FIGURA 22C), uma vez que foi verificada a proliferacéo

celular (viabilidade celular> 100%) na amostra F4, independentemente da concentragao
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de solidos utilizados para a realizagado da analise. Em contraste, a formulagédo controle
foi toxica para células HaCat para concentragdes acima de 0,05 mg/mL. Esses resultados
reafirmam os dados obtidos para o efeito curativo (FIGURA 23) e capacidade de
fechamento celular (FIGURA 24).

Hakkarainen e colaboradores (2016) avaliaram o potencial de curativos baseados
em NFC na pele de pacientes queimados. Os resultados revelaram que os curativos NFC
apresentaram alta biocompatibilidade com a pele humana, superando o efeito de
epitelizacdo em comparagdo com um curativo comercial. Esses resultados demonstram
as perspectivas promissoras dos materiais celulésicos no desenvolvimento de materiais
para cicatrizagao de feridas (HAKKARAINEN et al., 2016).

Conforme estudo desenvolvido por Lima e colaboradores (2020), a
nanosuspensao obtida da casca do pinhao foi submetida a extragcdo empregando etanol:
tolueno e agua. Como resultado deste processo, ocorreu uma separagao de fases (ou
seja, fases hidrofdbicas e hidrofilicas), que foram analisadas utilizando equipamento GC-
MS. De acordo com seus resultados, a presencga predominante de B-sitosterol (449,72
Mg/g) na fragéo hidrofébica, e catequinas (254,51 pg/g), catecol (92,46 ug/g) e quercetina
(70,24 pg/g) na fragao hidrofilica foram identificadas (LIMA et al., 2020). Assim, como
relatado anteriormente, compostos fendlicos, como esterois, flavonoides, taninos e
terpenos, sdo conhecidos por exibirem mecanismos de agéo no processo de cicatrizacao
(CUI et al., 2020; KRISHNAN; THOMAS, 2019). Com relagdo ao [-sitosterol, estudos
anteriores demonstraram sua capacidade de melhorar a migragéo celular e estimular a
atividade de sintese de colageno (CUI et al., 2020; HAMMAM et al., 2023). Além disso,
os flavondéides podem melhorar a cicatrizacao de feridas, inibindo a peroxidacgao lipidica,
0 que reduz o aparecimento de necrose celular e melhora a vascularizagdao (AHMED et
al.,, 2018). Ainda, a presenga de taninos na PCN podem favorecer o processo de
cicatrizacao de feridas, melhorando a capilaridade e a formagao de fibroblastos (SU et
al., 2017).

De forma geral, as formulagdes produzidas empregando as maiores quantidades
de PCN em sua constituicdo (F3 e F4) apresentaram maiores valores de viabilidade

celular nas anadlises citotéxicas e consequentemente maior poder curativo. Esses
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resultados estdo de acordo com a FIGURA 17, em que se observou um aumento da

viabilidade celular da cultura 3T3 com o aumento da concentracéo de soélidos de PCN.

5.3. APLICAGAO DA NANOSUSPENSAO DO PINHAO INTEGRAL PARA A
PRODUGAO DE MASCARAS FACIAIS

5.3.1. Obtencao e avaliacdo da estrutura das mascaras faciais produzidas a partir da

nanosuspenséo do pinhao integral

As mascaras faciais a partir da WPN e a mascara controle foram produzidas,
como ilustrado na FIGURA 25.

FIGURA 25: MASCARAS FACIAIS OBTIDAS A PARTIR DO PINHAO

MPI1 MPI2 MC

FONTE: O autor (2024).

Nota: *WPN (Nanosuspensédo do Pinhao Integral. **MPI1 (60,89 de WPN e 0,6g de plastificante (glicerol)),
MPI2 (60,4g de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g de agua, e 0,6g de
plastificante (glicerol)).

As mascaras faciais obtidas a partir da nanosuspensdo (FIGURA 25)
apresentaram coloracdo avermelhada quando comparadas ao controle. Essa diferenca
de cor esta relacionada a presenga da casca do pinhdo em sua composigédo. Algumas
imperfeicbes nas estruturas das amostras MPI1 e MPI2 foram observadas, e este
comportamento foi confirmado em sua morfologia, como ilustrado através das imagens

obtidas de microscopia eletrénica de varredura (MEV), demonstrado na FIGURA 26.
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FIGURA 26:MORFOLOGIA DAS MASCARASNOBTIDAS A PARTIR DO PINHAO, SOB DOIS AUMENTOS,
SENDO VISTA SUPERFICIAL (200X) E SECAO TRANSVERSAL (400X)

S0um

500um

FONTE: O autor (2024).

Nota: *WPN (Nanosuspenséo do Pinhao Integral. **MPI1 (60,8g de WPN e 0,6g de plastificante (glicerol)),
MPI2 (60,4g de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g de agua, e 0,6g de
plastificante (glicerol)).

Com relagdo a morfologia das mascaras faciais elaboradas (FIGURA 26) a partir
da WPN, verificou-se que as amostras MPI1, MPI2 apresentaram superficie lisa e com
pouca rugosidade, quando comparadas ao controle (MC). A superficie lisa e com poucas
imperfeicdes verificadas nas mascaras filmes MPI1 e MPI2 pode ser correlacionada com
o teor de nanosuspensdo, bem como a presenga de interagcbes mais fortes entre suas
particulas, as quais, apos a secagem sofreram rearranjo, e formaram as amostras em
questao (CHEN et al., 2021; LAUREANTI et al., 2021).

Além disso, com relagcdo a secado transversal das mascaras (FIGURA 26)
constatou-se que ambas as amostras se diferiram completamente do filme controle. Isto
ocorre por conta da presencga de fibrilas originarias da nanosuspensao do pinh&o integral.
Assim, uma vez que ocorre o processo de secagem, ocorre a aproximagao das mesmas,
e consequentemente a formagédo da estrutura das mascaras (ALIABADI et al., 2020;
GUIMARAES et al., 2016).
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Na literatura, ndo foram encontrados dados de mascaras faciais a partir da
nanosuspensao do pinhao integral, sendo utilizado como comparagao dados obtidos de
filmes biodegradaveis que apresentaram pinhdo em sua constituicdo. Lima e
colaboradores (2022) avaliaram a sintese de filmes biodegradaveis a partir da
nanosuspensao da casca do pinhao, sendo possivel observar que a superficie do filme
resultante era lisa. No entanto, na imagem transversal foi possivel identificar a presenca
de fibrilas, provenientes do processo de desfibrilagdo do complexo lignocelulésico da

casca do pinhao.

5.3.2. Caracterizacdo das mascaras faciais obtidas a partir pinhao

As mascaras faciais foram caracterizadas em termos de espessura e cor, como
descrito na TABELA 8.

TABELA 8: COR E ESPESSURA DAS MASCARAS FACIAIS ELABORADAS A PARTIR DO PINHAO.

Cor
Amostra Espessura (mm) L* a b AE
MPI11 0,123+ 0,132 33,46 £ 0,40¢ 28,48 + 0,06 26,68 +0,582 68,18 + 0,262
MPI2 0,119 £ 0,10ab 34,62 £ 0,284 27,06 + 0,37 24,05+ 0,87 66,58 + 0,87
MC 0,103 £ 0,23 90,54 + 0,232 -1,72+ 0, 47¢ 1,11+ 0, 67°¢ -

FONTE: O autor (2024).

* Nota: *Letras diferentes em um mesmo grupo de colunas demonstram diferenca significativa entre si
(ANOVA, Tukey LSD; p<0,05).**WPN (Nanosuspensao do Pinhao Integral. ***MPI1 (60,8g de WPN e 0,69
de plastificante (glicerol)), MPI2 (60,4g de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g
de agua, e 0,69 de plastificante (glicerol)).

Com relacdo aos dados de espessura das mascaras faciais sintetizadas
(TABELA 88), constatou-se que a diminui¢cao do teor de plastificante promoveu reducao
na espessura das mascaras faciais obtidas a partir da nanosuspenséao do pinhao integral.
Isto ocorre devido ao aumento da concentragcado de nanosuspenséao do pinhdo integral, e
consequentemente maior presenca de fibrilas. De tal forma, a amostra MPI1 apresentou
a maior espessura avaliada (0,123 + 0,13 mm), enquanto que o filme controle (FC)
apresentou o menor valor encontrado (0,103 = 0,23 mm). Na literatura, foi verificado

comportamento semelhante em filmes sintetizados a partir da adicdo de celulose micro
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fibrilar (MFC), utilizando amido de milho (CHEN et al., 2021) e a partir da proteina de soja
(ORTIZ et al., 2018).

A cor das mascaras faciais também foi avaliada, como demonstrado na TABELA
8, sendo verificado que as amostras sintetizadas a partir da WPN apresentaram baixos
valores de luminosidade (L), quando comparados com o controle. Em contrapartida,
devido a presenca da casca do pinhdo, os valores da coordenada “a” e “b” foram
superiores, quando comparados com o filme controle. Além disso, também se avaliou a
variacao total de cor (AE) entre as amostras obtidas e a mascara controle, constatando
valores totalmente distintos quando comparados a mascara controle. Além de tudo,
observou-se que a amostra MPI1 (AE= 68,18 + 0,26) apresentou maior diferenga de cor

frente a amostra MPI2, quando comparada com o filme controle.
5.3.3. Avaliagdo da umidade e solubilidade das mascaras faciais obtidas a partir do

pinhao

A umidade e a solubilidade das mascaras faciais obtidas a partir do pinhdo foram

avaliadas, como demonstrado na TABELA 9.

TABELA 9: HIDROFILICIDADE (UMIDADE E SOLUBILIDADE) DOS FILMES SINTETIZADOS DO
PINHAO.

Amostra Umidade (%) Solubilidade em agua (%)
MPI1 9,94 + 0,49¢ 35,92 + 0,69¢
MPI2 11,07 £ 1,23 43,80 + 0,25
MC 14,63 £ 0,242 51,63 £ 0,212

FONTE: O autor (2024).

* Nota: *Letras diferentes em um mesmo grupo de colunas apresentam diferenga significativa entre si
(ANOVA, Tukey LSD; p<0,05).**WPN (Nanosuspensao do Pinhao Integral. ***MPI1 (60,8g de WPN e 0,69
de plastificante (glicerol)), MPI2 (60,4g de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g
de agua, e 0,6g de plastificante (glicerol)).

Com relagéo as propriedades hidrofilicas dos filmes (TABELA 9), verificou-se que
o aumento do teor de plastificante proporcionou maior umidade e solubilidade das

amostras. De tal forma, a amostra MPI1 apresentou os menores valores de umidade (9,94
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1 0,49 %) e solubilidade (35,92 + 0,69 %), enquanto que a amostra controle apresentou
0s maiores valores de umidade (14,63 + 0,24 %) e solubilidade (51,63 + 0,21 %)

A variagao das propriedades de hidrofilicas das mascaras faciais com o teor de
plastificante esta interligado principalmente a presenga de glicerol. A presenca do
plastificante, o qual €& de carater hidrofilico, facilita a interacdo com a agua, e
consequentemente aumenta a afinidade da amostra com a agua (ALIMI et al., 2022).

Entretanto, quando ocorre diminuicdo do teor de plastificante, e consequente
aumento da concentragcdo de nanosuspensdo na formulagdo nas mascaras faciais,
ocorre a diminuigdo das interacbes das mascaras com a agua. Esse fenbmeno esta
relacionado a formagéao de interagdes de hidrogénio entre os constituintes das mascaras
faciais, melhorando sua coesao e diminuindo sua interagdo com agua, o que pode afetar

na liberacdo dos compostos bioativos presentes.

5.3.4. Liberagao de compostos antioxidantes (in vitro) das mascaras faciais elaboradas

a partir do pinhao.

A liberagdo dos compostos bioativos presentes nas mascaras faciais (FIGURA
27) elaboradas a partir do pinh&o foi avaliada utilizando as metodologias de atividade
antioxidante de compostos fendlicos totais (FIGURA 27A) e capacidade de redugao do
radical livre DPPH (FIGURA 27B).
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FIGURA 27:LIBERACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS A PARTIR DAS MASCARAS FACIAIS DE
PINHAO A PARTIR DAS METODOLOGIAS DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (A) E CAPTURA

DO RADICAL LIVRE DPPH (B).
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FONTE: O autor (2024).
Nota: *MPI1 (60,8g de WPN e 0,69 de plastificante (glicerol)), MPI2 (60,4g de WPN e 1 g de plastificante

(glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g de agua, e 0,6g de plastificante (glicerol)).

Com relagao a liberagdo de compostos bioativos (FIGURA 27) observou-se que
a partir de 5 minutos ocorreu a liberacdo maxima dos compostos, como observado em
ambas as metodologias utilizadas. Além disso, a presenga da WPN foi fundamental para
0 aumento da atividade antioxidante das amostras, quando comparadas as amostras
controle (MC) das amostras adicionadas da nanosuspensao do pinhao integral (MPI1 e
MPI2).

Observou-se que a presenca do plastificante na formulacdo fez com que a
amostra MPI2 apresentasse uma maior liberacdo de compostos bioativos quando
comparada com MPI1. Esse comportamento pode ser relacionado com os dados de
hidrofilicidade (TABELA 9), morfologia (FIGURA 26). De tal forma, constatou-se que a
mascara facial MPI2 apresentou os maiores valores de umidade e solubilidade em agua,
além de apresentar morfologia menos compacta, e menor resisténcia mecanica quando

comparada a amostra MPI1. Assim, com a estrutura um pouco comprometida, e
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consequentemente maiores propriedades hidrofilicas, a amostra MPI2 apresentou maior
liberagdo de compostos bioativos durante a analise de liberacgao.

Silva e colaboradores, (2019) realizaram a extragéo e a analise de DPPH para
avaliar a atividade antioxidante dos filmes adicionados de extrato de pinhdo. Como
resultados, os autores identificaram 0,6 £ 0,16 e 0,83+ 0,11 (mgtrolox/ g) para os filmes
compostos por 0,5% e 0,75% de extrato da casca do pinhao, respectivamente.

De Freitas e colaboradores, (2018) avaliaram a atividade antioxidante de filmes
a base de zeina, (proteina do milho) adicionados do extrato da casca do pinhdo. Os
autores observaram que a maior atividade antioxidante foi identificada nos filmes
sintetizado a partir da agua de cozimento do pinhao, apresentando valores de 0,03 + 0,08
mgTrolox/ g Na analise DPPH, 0,1366 + 0,09 mgrrolox/ g para ABTS e 0,0051 + 0,001 mgrolox/
g na analise FRAP.

Em comparagdo com a literatura, apesar da metodologia para a produgao das
mascaras faciais ser a mesma dos filmes biodegradaveis citados, os dados obtidos sao
distintos uma vez que foi utilizada a nanosuspensao para a sintese. De tal forma,
comparando os dados obtidos com os resultados disponiveis na literatura, observou-se
que as mascaras faciais elaboradas a partir do pinhdo apresentaram maior atividade

antioxidante frente os filmes ja sintetizados.

5.3.5. Citotoxicidade das mascaras faciais elaboradas a partir do pinhao

A citotoxicidade das mascaras faciais obtidas a partir do pinhao foi avaliada em

diferentes culturas celulares, como pode ser observado nas FIGURAS 28 (A e B).
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FIGURA 28: AVAL!AQAO DA VIABILIDADE CELULAR DAS MASCARAS FACIAIS OBTIDAS A PARTIR
DO PINHAO EM CELULAS DE FIBROBLASTOS DE RATOS (NIH-3T3) (A) E FIBROBLASTOS HUMANOS
(NHDF) (B).
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FONTE: O autor (2024).

*Nota: * Letras sobrescritas diferentes para um mesmo grupo de colunas significam valores de viabilidade celular mais
elevados que o controle e diferem-se entre si de acordo com ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). **WPN
(Nanosuspensao do Pinhao Integral. ***MPI11 (60,8g de WPN e 0,69 de plastificante (glicerol)), MPI2 (60,49
de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g de agua, e 0,6g de plastificante
(gliceroal)).

De acordo com a FIGURA 28A-B, as mascaras faciais elaboradas a partir do
pinhdo demonstraram auséncia de citotoxicidade (viabilidade celular > 70%) para ambas
as culturas celulares avaliadas (NIH 3T3 e NHDF) em todas as concentragdes de solidos
testadas. Além disso, destaca-se que a inclusdo da WPN na formulacdo das mascaras
faciais contribuiu para um aumento na viabilidade celular em comparagdo com a mascara
facial controle. Este efeito positivo pode ser atribuido a presenca de compostos bioativos
com atividade antioxidante previamente identificados na WPN (TABELA 5 E TABELA 6)
e verificados na analise de liberagao de compostos bioativos (FIGURA 27A-B).

E importante ressaltar que, para a concentracdo mais baixa avaliada (1,0
mg/mL), as mascaras faciais derivadas da WPN promoveram a proliferagdo celular
(viabilidade celular >100%). De tal forma, esses resultados corroboram com os achados
das formulagbes a base de PCN (FIGURA 22A-C), indicando que os compostos
antioxidantes presentes na casca do pinhdo tém um impacto significativo no aumento da

viabilidade celular nas células avaliadas.
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Lima e colaboradores (2022) investigaram a viabilidade celular de filmes
formados a partir da PCN em células Schwann e na cultura celular NIH-3T3, revelando a
auséncia de citotoxicidade em todas as concentra¢des avaliadas. Além disso, observou-
se proliferagdo celular para concentragdes inferiores 1,0 mg/mL (LIMA et al., 2022). De
forma geral, os resultados obtidos com as mascaras faciais a base de pinh&ao apresentam

grande potencial, destacando-se pela auséncia de citotoxicidade nas concentragdes
avaliadas.

5.3.6. Avaliagdo da biodegradabilidade das mascaras faciais elaboradas a partir do
pinhao

A biodegradabilidade das mascaras faciais obtidas a partir do pinhao foi avaliada,

através dos dados de perda de massa, a cada 7 dias, como demonstrado na FIGURA 29.

FIGURA 29:AVALIAGAO DA BIODEGRADABILIDADE DAS MASCARAS FACIAIS ELABORADAS A

PARTIR DO PINHAO.
@00

Biodegradabilidade (%)

7 14 21 28 35 42 49 56
Tempo (dias)

I VP11 I MPI2[]MC

FONTE: O autor (2024).

Nota: *WPN (Nanosuspenséo do Pinhao Integral. **MPI1 (60,89 de WPN e 0,6g de plastificante (glicerol)),
MPI2 (60,49 de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g de &agua, e 0,6g de
plastificante (glicerol)).
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Com relagéo a biodegradabilidade das mascaras faciais elaboradas (FIGURA 29)
constatou-se que ao final da analise todas as amostras foram consumidas pelo solo. Além
disso, observou-se que as amostras MPI2 e MC apresentaram degradagdao mais
acelerada frente a amostra MPI1. Conforme a norma padréo vigente, os as mascaras
faciais podem ser consideradas completamente biodegradaveis, uma vez que ocorreu
perda de 100% dentro do periodo estipulado pelos padrdes internacionais (ASTM D6400,
2012; ASTM D5338, 2002; ISO 14855, 2003).

As caracteristicas das mascaras faciais, tais como natureza da amostra,
umidade, solubilidade em agua e morfologia interferem na biodegradabilidade do
material. Observou-se que as amostras com maior umidade e solubilidade em agua (MC
e MPI2) (TABELA 9) apresentaram decomposi¢ao mais acelerada frente a amostra MPI1.
Este resultado pode ser correlacionado com a morfologia das amostras (FIGURA 26),
bem como a baixa resisténcia a tragao dos filmes (TABELA 10) tornando mais acessivel
a acao e degradacao das amostras por acdo dos microrganismos (LAUREANTI et al.,
2021; SILVA-RODRIGUES et al., 2020).

Em comparagao com a literatura, o tempo para biodegradabilidade das mascaras
faciais sintetizadas foi inferior frente a decomposi¢do da casca do pinhdo na natureza.
Apesar de ambos apresentarem a presenga do complexo lignocelulésico em sua
constituicdo, a sintese da nanosuspensdo do pinhdo integral e aplicagcédo para o
desenvolvimento de mascaras faciais, resultou em um produto promissor, por apresentar
caracteristicas biodegradaveis, de baixa citotoxicidade, e rapida liberacdo de compostos

bioativos.

5.3.7. Aplicagao das mascaras faciais obtidas a partir do pinh&o

Observou-se que o emprego da nanosuspensao do pinhao integral permitiu a
sintese de um produto de baixa umidade, facilitando seu acondicionamento. No entanto,
sua utilizagdo apresenta alguns desafios por conta de suas caracteristicas. Assim, foram
realizados testes de aplicagdo, a fim de aumentar a adesividade e liberacdo de
compostos bioativos da mascara. Tendo como base a FIGURA 27A FIGURA 27B,
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observou-se que apdés 5 minutos de imersdo em solugdo as mascaras ja apresentaram
liberagdo maxima dos compostos bioativos.

Desta forma, foram avaliadas as propriedades mecanicas das mascaras faciais,
tais como resisténcia a tragéo e elongacéo antes da imersao em agua, e apos imersao

em agua durante 5 minutos, como pode ser observado na TABELA 10.

TABELA 10: PROPRIEDADES MECANICAS (ELONGAGAO E RESISTENCIA A TRAGAO) DAS
MASCARAS FACIAIS ELABORADAS A PARTIR DO PINHAOQ.

Amostra Resisténcia a Elongacao (%) Resisténcia a Elongacao apds
tracdo (MPa) antes antes da imerséao tragcao apos imersdo em agua
da imersao em agua imersdo em agua*** (Yo)****
(MPa)
MPI1 16,56 + 1,972 15,82 + 1,47 2,03 £ 0,322 38,82 + 1,64¢
MPI2 13,81 +2,13b 16,81 + 0,54b 1,29+ 0,13° 4511 +£2,17°
MC 11,87 + 2,15¢ 17,65 + 0,952 0,57 + 0,15¢ 51,14 £ 0,842

FONTE: O autor (2024).

* Nota: *Letras diferentes em um mesmo grupo de colunas demonstram diferenga significativa entre si
(ANOVA, Tukey LSD; p<0,05). **WPN (Nanosuspenséo do Pinhao Integral. ***MPI1 (60,8g de WPN e 0,69
de plastificante (glicerol)), MPI2 (60,4g de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g
de agua, e 0,69 de plastificante (glicerol)). ).**** Nota: As amostras foram imersas completamente em agua
deionizada por cinco minutos, em uma razao sélido: liquido de 1:20 g/mL.

As propriedades mecanicas dos filmes (TABELA 10) foram avaliadas, e
constatou-se que a adigao do plastificante, diminuiu a resisténcia a tracdo dos filmes. Em
contrapartida, houve um aumento da elasticidade das amostras. De tal forma, a mascara
facial MPI1 (16,56 + 1,97 MPa) demonstrou maior resisténcia a tragdo, enquanto que a
amostra controle (MC) (17,65 £ 0,95 %) apresentou maior elongacéao frente as outras
amostras. Além disso, observou-se que o aumento do teor de nanosuspensao do pinhao
integral proporcionou aumento na resisténcia a tragdo das mascaras sintetizadas. Esse
resultado pode ser correlacionado com a incorporacdao dos constituintes da
nanosuspensao, que dentre outros constituintes, contém em sua composic¢ao celulose e
hemicelulose. Essas macromoléculas apresentam carater estrutural e conferem rigidez e
resisténcia mecanica as formulacdes em que séo adicionados.

Observou-se que o aumento do teor de plastificante diminuiu a resisténcia

mecanica das mascaras e aumentou sua elongacdo. Esse comportamento esta
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relacionado com a diminuigdo das interagdes entre os componentes da mascara
elaborada e aumento de interacdbes com o plastificante utilizado, aumentando a
elasticidade das amostras, e ao mesmo tempo diminuindo sua resisténcia (SANYANG et
al., 2015). O comportamento inversamente proporcional entre elongagao e resisténcia a
tracéo foi observado por diversos autores (CHEN et al., 2021; DAUDT et al., 2016;
FREITAS et al., 2018).

Na literatura, ndo foram encontrados dados de mascaras faciais a partir da
nanosuspensao do pinh&o integral, sendo utilizado como comparagao dados obtidos de
filmes biodegradaveis que apresentaram pinhdo em sua constituicdo. Silva e
colaboradores, (2019) avaliaram a sintese de filmes biodegradaveis a partir de amido,
Poli (butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT), glicerol e extrato da casca do pinhdo. Como
resultado, os autores verificaram que o0 aumento da adicao de extrato da casca de pinhao,
nao foi significativo nos dados de permeabilidade ao vapor d’agua, encontrando valores
de propriedades mecanicas na ordem de 5,50 + 0,43 MPa para resisténcia a tracéo dos
filmes, enquanto que a elongagéao foi de 280,18 £ 80,18 %. Nesse trabalho verificou-se
que o acréscimo de extrato de pinhdo na formulagao, aumentou a elongagao dos filmes

De forma geral, as propriedades mecanicas das mascaras produzidas no
presente trabalho apresentaram comportamento semelhante quanto ao aumento do teor
de plastificante. A resisténcia a tragao obtida para a amostra MPI1 (16,56 + 1,97 MPa) foi
superior frente aos dados comparados.

Com relagdo a imersdo das amostras em agua como preparo para aplicagao,
observou-se que apos cinco minutos de exposi¢cdo, as mascaras apresentaram grande
reducdo da resisténcia mecanica e aumento em sua elongagdo, como observado na
(TABELA 10). Além disso, verificou-se uma melhor conformacéo das mascaras a pele,

como visualmente observado na FIGURA 30.
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FIGURA 30:FRAGOES DAS MASCARAS FACIAIS AVALIADAS ANTES E APOS A IMERSAO EM AGUA.

Antesda Apds a imersdo
imersdo em agua em agua

FONTE: O autor (2024).

Nota: *WPN (Nanosuspenséao do Pinhao Integral. **MPI1 (60,8g de WPN e 0,69 de plastificante (glicerol)),
MPI2 (60,4g de WPN e 1 g de plastificante (glicerol)), MC (2,0g de amido,58,8g de agua, e 0,6g de
plastificante (glicerol)).

Com relacao a FIGURA 30, verificou-se que as mascaras elaboradas a partir da
nanosuspensao do pinhdo integral (MPI1 e MPI2), bem como a mascara controle (MC)
melhoraram sua conformagédo a pele, apds a imersao em agua. Além disso, como
avaliado anteriormente (FIGURA 27A-B), o tempo de imersdo utilizado acelera a
liberacdo dos compostos bioativos, podendo potencializar a acdo da mascara facial na
pele humana.



104

6. CONCLUSOES

O pinhdo apresenta alto teor de compostos bioativos, tais como compostos
fendlicos, flavonoides e fitoesterdis, os quais estéo interligados a diversos beneficios a
saude humana, tais como acao antioxidante, antidiabética, anticancerigena e anti-
hiperlipidémica. Além disso, outra propriedade proveniente da casca do pinhdo é a
presenca do complexo lignocelulésico, contendo significativos teores de celulose,
hemicelulose e lignina.

O uso do moinho de pedras € uma alternativa para processar o material
lignoceluldsico, uma vez que previne a degradagado dos biocompostos e proporciona a
obtencdo de nanosuspensdes ricas em compostos bioativos. Além disso, a
caracterizacdo das nanosuspensdes € de grande importancia a fim de verificar as
propriedades das amostras, bem como sua constituicdo para a aplicagcdo como aditivos
naturais em diferentes processos e produtos. Os resultados indicaram que as
nanosuspensodes obtidas apresentaram caracteristicas distintas entre si, uma vez que
sao sintetizadas a partir de diferentes fragdes do pinhdo, sendo necessarias diferentes
aplicacdes para cada fracéo sintetizada.

A fracdo da casca do pinhao foi adicionada em formulacdo cosmética, e através
dos resultados obtidos, verificou-se que a adigdo da nanosuspensao da casca do pinhao
melhorou as espalhabilidade das formulagbes, modificando a viscosidade e o
comportamento mecanico das formulagdes. Além disso, observou-se que o aumento da
concentragao da nanosuspensao da casca do pinhdo melhorou a viabilidade celular das
formulacdes elaboradas, conferindo maior poder cicatrizante para as amostras
cosméticas avaliadas.

A nanosuspensao do pinhao integral foi utilizada para a produgdo de mascaras
faciais, as quais demonstraram propriedades mecanicas promissoras, bem como rapida
liberacdo de compostos bioativos, o que contribuiu para um aumento da viabilidade
celular. Além disso, as mascaras faciais apresentaram total biodegradabilidade em um

periodo total de 56 dias. Observou-se que a imersao das mascaras faciais em agua por
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cinco minutos melhorou sua adesividade, bem como facilita a liberagdo dos compostos
bioativos, podendo aumentar sua eficacia ao ser aplicada na pele humana.

De forma geral, a produgao das nanosuspensdes modificou a propriedades das
do pinhao e seus constituintes aumentando a gama de potenciais aplicagdes. Além disso,
as nanosuspensdes demonstraram ser potenciais alternativas para o manejo sustentavel
e valorizagao da araucaria e seus produtos, visando a conservagao e manutengao da

espécie.
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6.1. Producdo cientifica decorrente do periodo de doutorado (margo de 2020 —
fevereiro de 2024).
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