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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Dispersdo de Solucdo Aumentada por Fluidos Supercriticos

Por qué?
Compostos bioativos como o0 trans-resveratrol apresentam baixa
solubilidade e biodisponibilidade, elevado metabolismo e instabilidade;
A coprecipitacdo em uma matriz polimérica é uma alternativa para proteger
0 composto ativo dos agentes externos, além de possibilitar sua liberagdo
controlada;
A utilizacdo de tecnologias supercriticas no processo de coprecipitagdo
permite a obtencdo de particulas com menor tamanho e distribuicdo de
tamanho de particula, favorecendo o aumento da solubilidade do composto/
ativo.

Quem ja fez?

Consta na literatura trabalhos envolvendo diferentes técnicas de
encapsulamento de trans-resveratrol, empregando diversos tipos de agentes
encapsulantes, inclusive poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV);
Entretanto, ndo ha trabalhos que fagam uso de tecnologia supercritica para
coprecipitacdo de trans-resveratrol em PHBV;

O estudo de liberagdo in vitro das particulas produzidas muitas vezes ndo é
avaliado. Também ha escassez de trabalhos que avaliam o efeito de protecéo
das particulas frente a acéo da luz ultravioleta.

Hip6tese? \

E possivel coprecipitar trans-resveratrol em PHBV por meio da técnica
SEDS obtendo bons valores de percentual real e eficiéncia de
encapsulamento?

As particulas coprecipitadas apresentam melhores propriedades in vitro que
0 trans-resveratrol ndo processado?

A utilizagdo do polimero é eficiente para protecdo do composto ativo contra
agentes externos?

O perfil de liberagdo apresentado demonstra a possibilidade de aplicacdo
industrial do produto? /

Como fazer? \
Estudar o processo de coprecipitagdo de trans-resveratrol em PHBV a fim de
obter os melhores percentuais de encapsulamento e eficiéncia de
encapsulamento;

Caracterizar as particulas coprecipitadas em relacdo ao tamanho e
distribuicdo de tamanho de particula, morfologia, grau de cristalinidade,
presenca de solvente residual e atividade antioxidante;

Avaliar a capacidade de protecdo do polimero frente a acdo da radiacdo
ultravioleta sobre o trans-resveratrol;

Estudar o perfil de liberagdo in vitro das particulas coprecipitadas em
diferentes meios de liberacao. /







RESUMO

O trans-resveratrol é um composto polifendlico naturalmente presente
em diferentes espécies vegetais, produzido pelas plantas em situacfes
adversas. Diversos estudos in vitro tem provado propriedades benéficas
a4 salde relacionadas a sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria e
cardioprotetora, entre outras. O presente trabalho teve como objetivo
coprecipitar  trans-resveratrol em poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) por meio da técnica de Dispersdo de Solugdo
Aumentada por Fluidos Supercriticos (Solution Enhanced Dispersion by
Supercritical Fluids, na sigla em inglés SEDS) utilizando um
Delineamento Composto Central (DCC) 22 com 3 pontos centrais, a fim
de avaliar a influéncia da pressdo de processo (80, 115 e 150 bar) e da
concentracdo de trans-resveratrol (4, 12 e 20 mg-mL™") sobre o
percentual de encapsulamento (PE%), eficiéncia de encapsulamento

(EE%) e tamanho médio de particula (X) produzidos. Eficiéncias de
encapsulamento de até 99,54% foram obtidas na condicdo de 20 mg-mL"
! de trans-resveratrol e 80 bar, para as quais a pressdo do sistema
apresentou um efeito significativo negativo (ao nivel de confianca de
95%). As particulas coprecipitadas apresentaram predominantemente
morfologia esférica e seus tamanhos variaram entre 390 e 570 nm,
caracterizando-as como particulas submicrométricas. Analises das
particulas formadas mostraram que o processo de coprecipitacdo nédo
afetou a estrutura quimica do trans-resveratrol, mas reduziu sua
cristalinidade, aumentou sua atividade antioxidante e fotoestabilidade.
Demonstrou-se que as particulas coprecipitadas encontram-se livres de
solvente organico e, portanto, em concordancia com os padrdes
estipulados pelos drgaos reguladores. O comportamento de liberacdo foi
caracterizado por um burst inicial e uma segunda fase estacionéria, o
que possibilita 0 uso das particulas para liberagdo de trans-resveratrol a
longo prazo.

Palavras-chave: Trans-resveratrol. Particulas submicrométricas. SEDS.
Dioxido de carbono supercritico.






ABSTRACT

Resveratrol is a polyphenolic compound naturally found in diverse
vegetable species, produced by plants in adverse situations. Several
studies in vitro have proved health beneficial properties related to its
antioxidant activity, anti-inflammatory and cardioprotective activities,
among others. The purpose of this work was to co-precipitate resveratrol
in poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBV) by the
Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids (SEDS) technique
using a 22 Central Composite Design (CCD) with 3 central points, in
order to evaluate the influence of pressure (80, 115 and 150 bar) and
resveratrol concentration (4, 12 and 20 mg-mL™) on the percentage of
encapsulation (PE%), encapsulation efficiency (EE%) and particle size

(X) produced. Encapsulation efficiencies as high as 99.54% was
obtained at 20 mg-mL™ resveratrol concentration and 80 bar, for which
system pressure showed a negative effect (95% confidence level). The
co-precipitated particles were mostly spherical and the sizes ranged
from 390 to 570 nm, which characterizes sub-micrometric particles.
Analyses of the formed particles proved that the co-precipitation process
did not affect the chemical structure of resveratrol but reduced its
crystallinity, improved its antioxidant activity and photostability. It was
shown that co-precipitated particles are free of organic solvents, and
therefore in accordance with the standards set by the regulatory
agencies. The release behavior was characterized by an initial burst and
a second stationary phase, which enables the use of particles for long-
term resveratrol delivery.

Keywords: Trans-resveratrol. Sub-micrometric particles. SEDS.
Supercritical carbon dioxide.
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1 INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos do
metabolismo celular, continuamente removidas por antioxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos, por meio de um balango pro-
oxidante/antioxidante. Entretanto, em condigdes de estresse oxidativo,
em que a producdo de radicais livres supera a capacidade antioxidante
celular, macromoléculas como lipidios, proteinas e DNA podem ser
danificados, causando alteracdes na estrutura celular, em seu
metabolismo, diferenciacdo e proliferacdo. Espécies reativas de
oxigénio, entre as quais se encontram anion superoxido, peroxido de
hidrogénio e oxigénio singlete, sdo apontadas como fatores importantes
no desenvolvimento de condi¢fes patolégicas como imunossupressao,
inflamagbes e carcinogénese, além do proprio envelhecimento
(CADDEO et al., 2008; GOKCE et al., 2012).

O wuso de antioxidantes provenientes de fontes vegetais,
especialmente compostos polifendlicos, no combate aos radicais livres
tem atraido o interesse das indlstrias farmacéutica, quimica e de
alimentos, frente aos muitos beneficios apresentados a salde humana.
Entre este grupo de compostos, o0 trans-resveratrol (trans-3,5,4'-
trihidroxistiloeno) é uma fitoalexina encontrada em plantas como
amoras, amendoim, cacau e uvas, além de fontes ndo comestiveis como
eucalipto (FREMONT, 2000). O trans-resveratrol tem apresentado
propriedades  cardioprotetoras, quimiopreventivas, efeito  anti-
inflamatério e elevado potencial no combate a processos
neurodegenerativos, infeccbes virais e canceres (AGGARWAL et al.,
2004; SUN et al., 2011).

Entretanto, o uso comercial do trans-resveratrol apresenta
algumas limita¢des devido a sua baixa solubilidade e biodisponibilidade,
elevado metabolismo e alta instabilidade frente a fatores como luz, ar e
enzimas oxidativas (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011). Assim, torna-
se necessario adotar medidas que garantam a protecdo do composto e
mantenham sua integridade estrutural até 0 momento de seu consumo ou
administrac&o.

O desenvolvimento de particulas submicrométricas permite
superar estas limitagdes, pois 0 aumento da area superficial efetiva das
particulas resultante da reducdo de tamanho permite uma maior
solubilidade, répida dissolucdo e adesdo aos tecidos bioldgicos,
aumentando assim a biodisponibilidade do composto. A protecdo do
composto ativo contra agentes externos pode ser alcangada por meio da
coprecipitacdo em polimeros, que propicia ainda o controle da liberagéo
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do principio ativo, garantindo o alcance da concentracdo efetiva
necessaria no local de acdo, sem acarretar em efeitos toxicos.

O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) é um
poliéster biodegradavel atoxico, biocompativel, produzido por micro-
organismos em condicdes de crescimento desfavoraveis (COSTA et al.,
2007; RIEKES et al., 2011). Sua utilizagéo encontra vasta aplicacdo nas
indUstrias de alimentos e biomédica, no encapsulamento de compostos
bioativos, por exemplo, por permitir um sistema de liberacéo controlada,
sendo degradado gradualmente no corpo humano (CHEN; WU, 2005;
PRIAMO et al., 2011).

A coprecipitacdo e encapsulamento de compostos ativos podem
ser realizados por meio de diversas técnicas, muitas delas bem
consolidadas. Entretanto, as técnicas convencionais apresentam algumas
desvantagens como uso excessivo de solventes prejudiciais ao
organismo humano e ao meio ambiente, possibilidade de degradacéo
térmica e quimica do composto ativo, dificil controle do tamanho e
distribuicdo de tamanho de particula (COCERO et al., 2009).

Tais dificuldades podem ser superadas por meio das tecnologias
supercriticas, as quais permitem a obtencdo de produtos livres de
solvente, com facil controle de tamanho e distribuicdo de tamanho de
particula e, usualmente, trabalham em condi¢fes de temperatura
amenas, evitando a degradacdo dos compostos  bioativos.
Fundamentadas nas propriedades Unicas dos fluidos supercriticos,
intermediarias entre liquidos e gases, as diferentes técnicas de
coprecipitacdo em meio supercritico podem empregé-los na forma de
soluto, solvente ou antissolvente (YEO; KIRAN, 2005).

A técnica de Dispersdo de Solucdo Aumentada por Fluidos
Supercriticos (Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids, na
sigla em inglés SEDS) encaixa-se nesta Gltima classificacdo e baseia-se
na reducdo da solubilidade do principio ativo em um solvente organico
por meio de sua saturagdo com o fluido supercritico, causando a
extracdo do solvente e precipitacdo do substrato. Nesta técnica, o fluido
supercritico atua ainda na dispersdo da solucdo, aumentando a
transferéncia de massa e possibilitando a obtengéo de menores tamanhos
de particula (JUNG; PERRUT, 2001).

Neste contexto, a proposta deste trabalho mostra-se relevante
frente & possibilidade de melhorar a solubilidade e protecdo de um
composto com promissoras propriedades a saide, sendo os objetivos do
trabalho apresentados a seguir.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalno tem como objetivo geral coprecipitar

particulas de PHBV com trans-resveratrol por meio da técnica SEDS,
utilizando o didxido de carbono como fluido supercritico.

1.1.2 Objetivos Especificos

Em consonancia com o objetivo geral, os seguintes objetivos

especificos foram estabelecidos:

Coprecipitar trans-resveratrol em PHBV utilizando acetona e
diclorometano como solventes e didxido de carbono
pressurizado como antissolvente, por meio da técnica SEDS;
Avaliar a influéncia das varidveis de processo pressdo e
concentracdo de trans-resveratrol nas caracteristicas do
coprecipitado;

Analisar a morfologia das particulas de trans-resveratrol
coprecipitadas em PHBYV por meio de Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV);

Determinar o tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas;
Determinar o Percentual Real de Encapsulamento (PRE) e a
Eficiéncia de Encapsulamento (EE) do trans-resveratrol
encapsulado em PHBV;

Verificar possiveis degradacbes do composto por meio da
andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier — FTIR;

Identificar e quantificar possiveis residuos de solventes nas
particulas;

Avaliar o grau de cristalinidade do trans-resveratrol
coprecipitado por meio de difracdo de raio X (DRX);

Analisar o perfil térmico do coprecipitado por meio de
calorimetria diferencial de varredura (DSC);

Analisar a estabilidade do trans-resveratrol coprecipitado frente
a acdo da luz ultravioleta;

Realizar estudo de liberacdo in vitro do trans-resveratrol
coprecipitado em PHBV.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TRANS-RESVERATROL

O resveratrol  (3,5,4’-trihidroxistilbeno) € um composto
polifendlico pertencente ao grupo dos estilbenos, produzido por diversas
espécies vegetais em situacOes de estresse, injurias, radiacdo ultravioleta
(UV) e ataque de patégenos. O composto foi inicialmente identificado
em 1940 nas raizes de Veratrum grandiflorum O. Loes e em 1963 nas
raizes de Polygonum cuspidatum, uma planta ndo comestivel
tradicionalmente utilizada em paises asidticos no tratamento de
inflamacgdes, alergias e hiperlipidemia, que continua sendo uma das
maiores fontes de obtencdo do composto. Desde entdo, foi identificado
em diversas fontes comestiveis como uvas, amoras, morango,
amendoim, pistache e cacau (COUNET; CALLEMIEN; COLLIN, 2006;
SHI et al., 2008).

Quando extraido e purificado, o resveratrol caracteriza-se como
um pd quase branco, com ponto de fusdo entre 253 e 255 °C e massa
molar igual a 228,25 g-mol™. Sua estrutura quimica consiste em dois
anéis aromaticos ligados por uma ligacdo dupla de estireno, conforme
apresentado na Figura 1. A dupla ligacdo permite a existéncia das
formas isoméricas trans e cis-resveratrol (AGGARWAL et al., 2004).

Figura 1 — Estrutura quimica dos isdbmeros trans-resveratrol e cis-resveratrol

HO ——
O \ " O O
HO OH OH
Trans-resveratrol Cis-resveratrol

Fonte: Shi et al. (2008).

Diversos estudos tém demonstrado propriedades do trans-
resveratrol benéficas a salde humana, como atividade antioxidante,
propriedades anti-inflamatérias e cardioprotetoras. Apresenta atividade
antiviral, contra HIV e herpes simplex, por exemplo, e antimicrobiana
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contra diversas bactérias, fungos e leveduras, podendo-se relacionar
estas atividades com a atuacdo do trans-resveratrol como pro-oxidante e
induzindo a ruptura do DNA na presenca de ions de cobre
(DOCHERTY et al.,, 2004; HEREDIA; DAVIS; REDFIELD, 2000;
HWANG,; LIM, 2015; ZHENG et al., 2006).

A elevada capacidade do trans-resveratrol em inibir a produgéo
de espécies reativas de oxigénio pode estar relacionada a sua atividade
anti-inflamatoria e anticancerigena. O composto tem demonstrado
potenciais propriedades quimiopreventivas suprimindo o processo de
proliferacdo nas etapas de iniciagdo, promocdo e progressao de diversas
linhas de células cancerigenas como linfécitos, mama, glia e préstata
(AGGARWAL et al., 2004).

Estudos tem demonstrado seu potencial em suprimir, retardar e
reverter os efeitos deletérios da radiacdo UV as células da pele,
preservando sua funcionalidade e estendendo seu tempo de vida
(AFAQ; ADHAMI; AHMAD, 2003; NDIAYE et al, 2011;
SIGNORELLI; GHIDONI, 2005).

Embora muitos estudos tenham demonstrado resultados
promissores no uso do trans-resveratrol, muitas vezes estes resultados
ndo se repetem in vivo, devido a elevada hidrofobicidade da estrutura
polifendlica, elevado metabolismo e eliminacdo do composto e baixa
biodisponibilidade. Além disso, 0 trans-resveratrol apresenta
instabilidade frente a agentes externos como ar, radiacdo UV e enzimas
oxidativas, sendo facilmente convertido para a forma isomérica cis, a
qual apresenta menor atividade bioldgica (MUNIN; EDWARDS-LEVY,
2011; SANNA et al., 2012).

Assim, tornam-se necessarias alternativas capazes de aumentar a
solubilidade do trans-resveratrol e protegé-lo de fatores adversos,
garantindo seu acesso integro ao local de acdo desejado.

No que se refere a industria de alimentos, técnicas que reduzam a
cristalinidade e melhorem a solubilidade do composto, permitem sua
aplicacdo em uma variedade de alimentos em razdo de suas propriedades
funcionais, bem como quimicas, possivelmente podendo substituir
antioxidantes sintéticos. Proporcionando protecdo e maior estabilidade
ao composto é possivel reduzir custos industriais e agregar valor aos
alimentos.

2.2 COPRECIPITACAO E FORMACAO DE PARTICULAS

A biodisponibilidade de compostos bioativos como o trans-
resveratrol depende de sua absorgdo pelo organismo, a qual é afetada



29

pela velocidade de dissolugdo do composto e penetracdo por meio das
membranas. Para tanto, o tamanho de particula € um dos fatores mais
importantes relacionados a absor¢do de um composto, pois particulas
menores tém maior facilidade de transporte no organismo e maior area
superficial disponivel para reacGes.

Para que a administragdo de um composto seja efetiva, é
necessario que as particulas apresentem tamanho entre 1 e 5 um no caso
de administracdo por inalacdo, entre 0,1 e 0,3 um por via intravenosa e
de 0,1 a 100 pum por via oral (KALANI; YUNUS, 2011).

A liberacdo de farmacos em locais especificos, minimizando
picos de concentracéo e efeitos colaterais, prote¢cdo do composto ativo e
melhora de sua solubilidade podem ser conseguidos por meio da
coprecipitacdo de sistemas particulados micro, submicro ou
nanométricos, com possivel encapsulamento ou dissolu¢do do composto
ativo em uma matriz polimérica (REVERCHON et al., 2009).

Além da importancia na indUstria farmacéutica, as nanoparticulas
e particulas submicrométricas encontram aplicacdo ao longo de toda a
cadeia da industria de alimentos, do controle de pestes na produgéo ao
uso de sensores de patdégenos e contaminantes em embalagens
inteligentes. Podem ser utilizadas para aumentar a seguranca dos
alimentos por meio da liberacdo controlada de agentes antimicrobianos,
melhorar a qualidade nutricional por meio do encapsulamento e
liberagdo de compostos bioativos, desenvolver novas estruturas e
texturas que permitem a redugdo de gorduras, aglcares e sodio (JOYE;
MCCLEMENTS, 2013).

O processo de formacédo de particulas pode ser realizado por meio
de diferentes técnicas, as quais se dividem em processos fisicos,
guimicos ou fisico-quimicos. Entre os processos fisicos, encontram-se
técnicas convencionais como spray-drying, spray-cooling, spray-
chilling, extrusdo e liofilizacdo, enquanto os processos de coacervacao,
co-cristalizagdo, inclusdo molecular, entre outros, constituem o0s
processos quimicos.

Em razdo das diferentes técnicas de encapsulamento e dos
materiais constituintes das microcapsulas, estas apresentam basicamente
dois tipos de estruturas, mostradas na Figura 2. Particulas com
geometria irregular, em que 0 composto ativo encontra-se na forma de
agregados ou disperso aprisionado em uma matriz s6lida, séo
denominadas micro ou nanoesferas. Por outro lado, particulas com
geometria esférica, formadas por um nuicleo bem delimitado envolvido
pelo material de parede denominam-se micro ou nanocépsulas (JUNG;
PERRUT, 2001).
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Figura 2 — Diferentes configuracfes de particulas

Membrana

Matriz polimérica

Nucleo contendo

. Composto ativo
composto ativo P

disperso

Microcépsula/nanocapsula Microesfera/nanoesfera

Fonte: adaptado de Madene et al. (2006).

Existem divergéncias quanto a classificacdo de particulas com
base em seu tamanho, entretanto, uma definicdo bem aceita caracteriza
particulas menores que 100 nm como nanoparticulas, particulas com
didmetro entre 100 e 1000 nm como submicrométricas e aquelas
maiores que 1 um como microparticulas (VYAS et al., 2017).

A libera¢do do composto ativo a partir da matriz € normalmente
controlada pelos mecanismos de difusdo e erosdo do material de parede.
A parede da céapsula atua como uma membrana semipermeavel,
enquanto ela mantém sua integridade, a difusdo ocorre com a liberacéo
de moléculas pequenas. Ja a erosdo refere-se a dissolucéo e degradacéo
do agente encapsulante. Ambos 0s mecanismos dependem de
pardmetros externos, como concentracdo do composto ativo no meio de
liberacdo, pH e acdo enzimatica, e de propriedades das particulas, como
tamanho, morfologia, capacidade de encapsulamento, interacGes
guimicas entre composto ativo e polimero (COCERO et al., 2009).

2.3 EMPREGO DE FLUIDOS SUPERCRITICOS

As tecnologias supercriticas tém demonstrado crescente potencial
de aplicacdo nas industrias farmacéutica, quimica e de alimentos, em
razdo da elevada qualidade dos produtos obtidos. Isto é possivel devido
a utilizacdo dos fluidos supercriticos, substancias que se encontram
acima de suas condicbes de pressdo e temperatura criticas, que
apresentam propriedades Unicas, inerentes a liquidos, como elevado
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poder solvente e baixa tensdo superficial, além de propriedades de
transporte caracteristicas de gases (BRUNNER, 1994).

Acima do ponto critico, leves alteragcdes na pressdo resultam em
grandes alteracbes na densidade do fluido e em outras propriedades
relacionadas a densidade, como viscosidade e poder de solvatagdo
(BERTUCCO; VETTER, 2001).

O fluido supercritico mais empregado atualmente é o diéxido de
carbono (CO,), em razdo de sua elevada pureza, baixo custo, pressao e
temperatura criticas moderadas (T, = 31,4 °C e P, = 74 bar), que evitam
a degradacdo de compostos termolabeis. Além disso, 0 CO, supercritico
¢ atdxico, ndo inflamavel, inodoro, incolor e inerte, adequado para o
processamento de substancias facilmente oxidaveis (BRUNNER, 1994).

As tecnologias supercriticas permitem reduzir ou eliminar o uso
de solventes organicos no processo, 0s quais sdo amplamente utilizados
em diversos métodos convencionais. A alta solubilidade dos solventes
organicos nos fluidos supercriticos permite sua completa remocéo
obtendo-se, assim, produtos livres de solvente, sem a necessidade de
uma etapa de pds-processamento, comum nos métodos convencionais.

Os principais processos de formacdo de particulas utilizando
fluidos supercriticos atuam empregando-os na forma de solvente, soluto
ou antissolvente. O primeiro caso faz uso das variagbes do poder de
solvatacdo do fluido supercritico em razdo de alteragdes na pressdo do
sistema. Um soluto inicialmente dissolvido no fluido supercritico pode
ser precipitado por meio da despressurizacdo e consequente
supersaturacdo da solucdo. Nesta categoria, a técnica de Rapida
Expansdo da Solucdo Supercritica (RESS) é amplamente difundida e
atrativa pela auséncia do uso de solvente orgénico. Entretanto, seu
emprego limita-se a compostos de baixa polaridade, que apresentam
uma solubilidade razoavel em CO, (JUNG; PERRUT, 2001).

O uso do fluido supercritico como soluto baseia-se na dissolucdo
do fluido supercritico em um substrato liquido, uma solugdo ou
suspensdo do substrato em um solvente, seguido pela rapida
despressurizacdo da mistura por meio de um bocal, causando a
precipitacdo de particulas solidas ou goticulas liquidas, dependendo do
sistema. A principal técnica utilizada empregando fluido supercritico
como soluto é denominada Particulas a partir de Solugdo Saturada com
Gés (PGSS).

J4 os métodos que fazem uso do fluido supercritico como
antissolvente fundamentam-se na reducéo do poder de solvatacdo de um
solvente liquido em que o substrato esteja dissolvido, por meio de sua
saturacdo com o fluido supercritico, causando a precipitacdo do
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substrato. Neste caso, é importante que o composto ativo ndo possua
afinidade com o fluido supercritico, ao passo que o solvente é atraido
por ele, causando o efeito antissolvente. Os diferentes processos que se
encaixam nesta categoria diferenciam-se basicamente por suas
configuragdes, especialmente pela forma de contato entre a solugéo e o
antissolvente, bem como pelo estado fisico do mesmo. S&do eles Gés
Antissolvente (GAS), Antissolvente Supercritico (SAS), Sistema de
Extracdo de Solvente em Aerossol (ASES) e Dispersdo de Solucdo
Aumentada por Fluidos Supercriticos (SEDS) (PRIAMO et al., 2013).

2.4 TECNICA DE D|§PERSAO DE SOLUCAO AUMENTADA POR
FLUIDOS SUPERCRITICOS

A técnica de Dispersdo de Solucdo Aumentada por Fluidos
Supercriticos (SEDS) é uma das técnicas supercriticas mais aprimoradas
e que faz uso do fluido supercritico como antissolvente. Nesta técnica,
além da inducdo de separacdo de fases da solucdo organica, o fluido
supercritico tem a funcdo de aumentar a disperséo da solu¢do por meio
da introdugdo do fluido e da solugcdo organica na cadmara de alta presséo
por meio de bocais coaxiais, como esquematizado na Figura 3.

Figura 3 — Bocais coaxiais utilizados para introducdo simultanea do (a) fluido
supercritico e (b) solugdo organica contendo o composto ativo e agente
encapsulante no processo SEDS

o°, ©

Fonte: adaptado de Kalani e Yunus (2011).

A alta velocidade do fluido supercritico permite a dispersdo da
solucdo em goticulas muito pequenas. O contato entre as goticulas de
solucdo e o fluido supercritico resulta em difusdo mdtua instantanea na
superficie das goticulas, induzindo a separacao de fases e supersaturacao
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do substrato, com consequente nucleacdo e precipitacdo das particulas
(YEO; KIRAN, 2005).

Assim como nas demais técnicas de precipitacdo por
antissolvente, o processo SEDS caracteriza-se por quatro diferentes
estagios: geracdo da supersaturacdo, nucleacdo, crescimento dos cristais
e coagulacéo.

Inicialmente, o contato entre solu¢do organica e antissolvente
diminui o poder de solvatacdo levando a supersaturacdo. Quando a
concentracdo do soluto excede a concentracdo de equilibrio, associada a
cada mistura, o sistema torna-se supersaturado. Acima de uma
determinada concentracdo critica, a nuclea¢do é induzida. Quando a
adicdo do soluto é interrompida, sua concentragdo passa a decrescer,
atingindo a concentracdo de supersaturacdo critica e a barreira de
energia critica novamente. Nesta etapa, a hucleacdo é interrompida e 0s
nicleos formados passam a crescer por meio de coagulagdo e
condensacdo. Esta é definida como a adicdo de moléculas a superficie
das particulas, enquanto a coagulacdo caracteriza-se como a adesao de
duas ou mais particulas. O crescimento das particulas por meio da
condensacdo cessa quando a concentracdo de soluto é reduzida abaixo
da concentracdo de saturacdo de equilibrio. A partir de entdo, a
coagulacdo tende a ocorrer quando as interagdes atrativas entre as
particulas superam as intera¢fes repulsivas (JOYE; MCCLEMENTS,
2013).

A configuracdo do processo, em que o fluido supercritico atua
tanto por suas propriedades quimicas como por seu efeito mecanico,
promovendo uma elevada dispersdo da solugdo organica, permite a
obtencdo de particulas muito pequenas, com estreita distribuicdo de
tamanho, tornando-se ideal para micronizacdo e coprecipitacdo de
compostos bioativos e polimeros.

2.5 PHBV

Entre os materiais utilizados como agentes encapsulantes na
coprecipitacdo de compostos bioativos, os biopolimeros tém se
destacado por serem biocompativeis, atoxicos, biodegradaveis e
permitirem maior controle de liberacdo do composto ativo. Os
polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo exemplos desses materiais, poliésteres
de &cidos hidroxi-alcandicos produzidos por uma grande variedade de
micro-organismos a partir de fontes de carbono renovaveis
(FIGUEIREDO et al., 2014).
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Os PHAs sdo produzidos a partir de fontes renovaveis por micro-
organismos, especialmente bactérias do género alcaligenes, como
reserva energética em condicdes de limitagdo de um nutriente essencial
ao seu crescimento. Os materiais armazenados intracelularmente s&o
obtidos em sua forma final apds processo de downstream (extracéo,
separacdo e purificacdo), sendo completamente degradados por micro-
organismos a agua e dioxido de carbono sob condicGes aerdbicas e a
metano, sob condic¢des anaerdbicas (REDDY et al., 2003).

Com uma vasta possibilidade de aplicacdes, desde a substituicdo
de polimeros sintéticos convencionais a engenharia de tecidos, o poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) e seu copolimero poli(hidroxibutirato-co-
valerato) (PHBV) fazem parte dos polimeros pertencentes aos PHAS
com maior aplicacdo industrial. Tem despertado grande interesse por
parte das inddstrias biomédicas e de alimentos por apresentarem
compatibilidade bioldgica, biodegradabilidade e termoprocessabilidade
(SIMIONI et al., 2008).

O processo de producéo do PHB consiste na fermentacdo, em que
0s micro-organismos sdo alimentados em reatores contendo &cido
butirico ou frutose, metabolizando o0s acucares disponiveis e
acumulando o PHB no interior das células como reserva energética.
Uma segunda etapa de extracdo é necessaria para remogao do polimero
intracelular e purificacdo com solventes adequados até a obtencdo do
produto final, sélido e seco (BRUNEL et al., 2014).

O PHB apresenta limitages quanto a sua aplicacdo industrial, por
ser fragil e apresentar pouca resisténcia térmica. Entretanto, o
desenvolvimento do copolimero PHBV por meio do uso de é&cido
propidnico juntamente com as fontes de glicose, possibilitou a obtencéo
de uma estrutura semicristalina de cadeia linear que apresenta a unidade
hidroxibutirato (HB) em maior proporcao e unidades de hidroxivalerato
(HV) em menor proporcdo, conforme mostrado na Figura 4. Esta
modificagdo permitiu aumentar a flexibilidade, ductibilidade,
elasticidade e resisténcia do polimero, reduzindo seu grau de
cristalinidade e possibilitando inimeras novas aplicacdes (YAMADA et
al., 2001).

Uma das grandes vantagens da utilizacdo do PHB e PHBV
consiste na taxa de degradacdo lenta, que lhes confere aplicacdo em
sistemas de liberagdo controlada. A degradacdo do PHB e PHBV ocorre
por erosdo da superficie, podendo ainda ocorrer a liberagéo de principios
ativos com baixa massa molar por meio da penetracdo de agua e
formagdo de poros nas matrizes poliméricas (POUTON; AKHTAR,
1996).
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Figura 4 — Estrutura quimica do (a) PHB e (b) copolimero PHBV
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Fonte: Catoni (2011).

2.6 CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Espécies vegetais contendo compostos bioativos como o trans-
resveratrol tém sido utilizadas ha séculos na medicina popular para o
tratamento de diversas enfermidades. Mais recentemente, tem se
incentivado a pesquisa sobre estes compostos, visando melhor
compreender suas propriedades e a possibilidade de utiliza-las
comercialmente na prevencdo e tratamento de doengas, no
enriquecimento de alimentos e na substituicdo de compostos como
antioxidantes sintéticos, por exemplo.

Apesar de conhecido desde os anos 1940, nas Gltimas décadas o
composto polifendlico trans-resveratrol despertou o interesse da
indUstria farmacéutica e de alimentos quando observado que 0 consumo
moderado de vinho tinto proporcionava uma baixa incidéncia de
doencas cardiacas na populagdo francesa, apesar de uma dieta rica em
gorduras saturadas, fato entido denominado de “paradoxo francés”. Além
de presente nas uvas e seus derivados, 0 trans-resveratrol foi
identificado em diversos outros alimentos como amoras, cranberry,
amendoim e cacau (CATALGOL et al., 2012).

No entanto, o uso do trans-resveratrol em larga escala encontrou
algumas limitagdes devido & baixa solubilidade do composto, elevado
metabolismo e eliminagdo no organismo, bem como elevada
instabilidade frente a luz UV, ar, temperaturas elevadas e enzimas
oxidativas.

Buscando protegé-lo da degradacdo e melhorar sua solubilidade,
diversos estudos tem promovido o microencapsulamento do trans-
resveratrol por meio de diferentes técnicas, empregando diferentes
agentes encapsulantes (DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS, 2015;
MANTEGNA et al., 2012; SESSA et al., 2014; SHI et al., 2008).
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Apresentando vantagens sobre as técnicas convencionais como
uso reduzido de solventes organicos, processamento a temperaturas
moderadas com baixa degradacdo e elevada qualidade do produto final,
a tecnologia supercritica tem sido empregada para extracdo de trans-
resveratrol a partir de diferentes fontes, especialmente de residuos da
indUstria vinicola. Recentemente, o CO, supercritico foi empregado para
obtencdo de nanoparticulas lipidicas solidas de modo a aumentar a
atividade antioxidante e de radioprotecdo do composto (AHMAD et al.,
2016).

No entanto, ndo consta na literatura 0 emprego de tecnologia
supercritica para coprecipitacdo de trans-resveratrol em biopolimeros, o
gue se mostra promissor visto que estes agentes sdo atdxicos,
biocompativeis, biodegradaveis e capazes de promover a liberacdo
controlada de compostos ativos.

Embora tenha ja sido empregado para encapsulamento de trans-
resveratrol por meio da técnica de simples emulsdo/evaporacdo de
solvente, o PHBV tem demonstrado boa aplicabilidade na
coprecipitacdo de compostos bioativos por meio da técnica SEDS, como
no encapsulamento de [-caroteno, astaxantina e acetato de eugenila
(FRANCESCHI et al., 2008; LOSS et al., 2016; MACHADO JR et al.,
2014), proporcionando a formacdo de particulas submicrométricas
predominantemente esféricas, com estreita distribuicdo de tamanho, o
que pode ser desejavel do ponto de vista industrial

A coprecipitacdo de trans-resveratrol em PHBV por meio desta
técnica ndo foi, até o momento, reportada na literatura, o que torna
interessante a avaliacdo do processo e caracterizacdo das particulas
obtidas. Do mesmo modo, sdo poucos o0s trabalhos existentes que
avaliam a fotoestabilidade das particulas produzidas por diferentes
métodos e quando o fazem, ndo ha uma descricdo compreensivel ou
justificativa das condi¢Bes experimentais utilizadas, o que impede a
reprodutibilidade das anélises, e corrobora a relevancia deste trabalho.
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3 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo sdo especificados os materiais e a metodologia
utilizada para a realizagdo dos experimentos de coprecipitacdo de trans-
resveratrol em PHBYV, empregando didxido de carbono pressurizado
como antissolvente e acetona e diclorometano como solventes
organicos. Da mesma forma, os métodos de caracterizacdo das
particulas obtidas, anélises de fotoestabilidade e estudo de liberacéo in
vitro sdo apresentados.

3.1 ESPECIFICACAO DOS MATERIAIS E DO PROCESSAMENTO

Para os experimentos de coprecipitacdo foram utilizados os
seguintes reagentes:

« Dioxido de carbono (CO,) (White Martins S.A., pureza de
99,9% em fase liquida);

» Diclorometano (Vetec, pureza de 99,5%);

« Acetona (Vetec, pureza de 99,5%);

«  Trans-resveratrol comercial em po, Jiaherb Phytochem, Batch:
Chz20150504, China, com pureza de 99,0%, adquirido de SM
Empreendimentos Farmacéuticos LTDA., Brasil.

« Copolimero, poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV)
com massa molar (M) de 196.000 e indice de poli dispersdo de
1,85, gentilmente cedido pela empresa PHB Industrial S.A.

O copolimero foi previamente submetido a uma purificacdo, por
meio de sua dissolugdo em cloroférmio P.A. (Vetec, pureza de 99,5%) e
posterior precipitacdo em n-heptano P.A. (Vetec, pureza de 99,5%) para
retirada de impurezas (BOSCHETTO et al., 2014).

As etapas experimentais utilizadas para realizagéo deste trabalho
sdo apresentadas no fluxograma da Figura 5 e serdo descritas na
sequéncia.
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Figura 5 — Fluxograma apresentando as etapas utilizadas para realizagdo deste
trabalho
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Fonte: desenvolvido pelo autor.
3.2 UNIDADE EXPERIMENTAL DE COPRECIPITACAO

O aparato e procedimento experimentais para a coprecipitagdo de
trans-resveratrol em PHBV foram baseados nos trabalhos de Franceschi
et al. (2008) e Priamo et al. (2010) que estudaram o processo de
precipitagdo e encapsulamento de -caroteno em PHBYV, Boschetto et al.
(2014), Loss et al. (2016) e Machado Jr et al. (2014) que estudaram o
encapsulamento em PHBYV de bixina, acetato de eugenila e astaxantina,
respectivamente, e Aguiar et al. (2016) que estudou o processo de
micronizacdo de trans-resveratrol empregando o método SEDS. A
Figura 6 apresenta o diagrama esquematico do aparato experimental
utilizado.
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Figura 6 — Diagrama esquematico do aparato experimental de coprecipitagdo
utilizado

Fonte: adaptado de Franceschi et al. (2009).

Conforme a Figura 6, o aparato experimental para ensaios de
coprecipitacdo é constituido dos seguintes elementos:

(1) Reservatdrio de didxido de carbono (CO,) (White Martins);

(2) Vélvula de uma via que permite o fluxo em um Unico sentido
(Check-Valve marca HIP, modelo 15-41AF1-T, pressdo de operacdo até
1034 bar)

(3) e (4) Valvulas de esfera (marca Swagelok, modelo SS-83KS4,
pressdo de operacdo até 410 bar a temperatura ambiente);

(5) Banho ultratermostatico de recirculaco (marca Nova Etica,
modelo 521/2D);

(6) e (7) Bombas de alta pressdao (marca ISCO, modelo 500D,
pressao de trabalho até 258 bar e vazao méaxima de 170 mL-min'l);

(8) e (9) Valvulas de esfera (marca Swagelok, modelo SS-83KS4,
pressdo de operacdo até 410 bar a temperatura ambiente);

(10) Valvula métrica tipo agulha (marca HIP, modelo 15-11AF1,
presséo de operacao até 1034 bar);

(11) Cémara de precipitacdo cilindrica de aco inox 316
encamisada com capacidade de 600 mL (didmetro interno de 8 cm e
altura 12 cm);
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(12) Entrada central coaxial — conexao tipo T (marca Swagelok);

(13) Tubo capilar de silica fundida (100 um de didmetro interno);

(14) Entrada periférica que apresenta um transdutor de pressao
gue monitora a pressdo dentro da cdmara de precipitacdo. Ele esta
conectado a linha entre a valvula (10) e a camara de precipitacdo
(transdutor absoluto — 0 a 250 bar, marca SMAR, modelo LD 301);

(15) Entrada periférica onde fica um sensor de temperatura
(termopar) ligado a um indicador de temperatura (Universal, marca
NOVUS, modelo N 1500);

(16) Suporte constituido por dois filtros de politetrafluoretileno;

(17) Banho ultratermostatico de recirculacdo (marca Nova Etica,
modelo 512/2D);

(18) Valvula de regulagem de pressao constituida de aco inox 316
com uma porta de entrada e outra de saida (back pressure regulator,
marca GO-Regulador, série BP-66, modelo 1A11QEQ151);

(19) Bomba de HPLC digital Série 111 (marca Acuflow);

(20) Recipiente para solucdo organica na qual o principio ativo a
ser precipitado é dissolvido no solvente orgénico;

(21) Vaélvula métrica tipo agulha (marca HOKE, modelo
1315G2Y);

(22) Fita de aquecimento (marca FISATON, modelo 5, 200 W de
poténcia) que envolve a valvula (21);

(23) Trap de seguranca, recheado com algodao.

Uma vista geral da unidade experimental de coprecipitagdo é
apresentada na Figura 7.

Figura 7 — Vista geral da unidade experimental de coprecipitago

Fonte: proprio autor.
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3.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL PARA COPRECIPITACAO
DE TRANS-RESVERATROL EM PHBV

Como mencionado previamente, a metodologia experimental
empregada para coprecipitacdo de trans-resveratrol em PHBV foi
baseada nos trabalhos de Boschetto et al. (2013), Franceschi et al.
(2008) e Priamo et al. (2010). O procedimento inicia-se com a
solubilizacdo de trans-resveratrol em acetona e do polimero (PHBV) em
diclorometano, com a posterior mistura de ambos para obtencdo da
solucdo orgéanica composta por 40% de acetona e 60% diclorometano
(em volume), conforme metodologia de Aguiar et al. (2016).

Na sequéncia, procedeu-se o carregamento das bombas (6 e 7)
com dioxido de carbono que estava armazenado. Duas bombas de alta
pressdo foram usadas para que o CO, permanecesse em fluxo continuo.
As vélvulas de 2 a 4 foram mantidas abertas para que ocorresse 0
deslocamento do fluido do cilindro para a cdmara de cada bomba e a
temperatura da camisa foi ajustada a 5 °C com auxilio do banho de
recirculagdo (5), para liquefazer o CO,.

Na montagem da camara de precipitagdo foram inseridos filtros
de retencdo para evitar o arraste do material precipitado. O filtro de
politetrafluoretileno utilizado tem maior porosidade, servindo de suporte
para o filtro de membrana. Em seguida, a tampa foi fechada e a vazéo e
pressdo da solucdo na bomba de HPLC foram ajustadas para entdo fazer
as conexdes. Nesta etapa e na limpeza ap6s 0 processo de coprecipitacéo
utilizou-se diclorometano puro. A pressao foi ajustada por meio da back
pressure (18), até 200 bar, para assim evitar que o antissolvente entrasse
pela linha de solugdo.

Por fim, as conexdes da linha de entrada de CO,, da solucéo e do
sensor de temperatura da linha de saida foram conectadas, sendo em
seguida conectadas ao banho termostatico. A valvula (10) foi entdo
aberta para que houvesse o enchimento da camara com CO,.

Estando a cAmara preenchida com CO,, a valvula foi fechada e a
recirculacdo (17) acionada. As valvulas de (2) a (4) foram fechadas, de
modo a pressurizar as bombas (6) e (7) até a valvula 10 em 200 bar para,
assim, manter um gradiente de pressdo e evitar refluxos da camara para
as linhas, causando precipitacdo do composto ou polimero.

Atingindo a pressdo desejada, a valvula (21) foi aberta, com a
(10) ainda aberta, para ajustar o fluxo de antissolvente na cadmara de
precipitacdo. Dependendo da condicdo experimental, a valvula (21)
poderia congelar. Para evitar esse problema, uma fita aquecedora foi
envolta na mesma e a temperatura foi mantida a 200 °C.
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Com a pressdo e temperatura constantes, o0 CO, foi deixado fluir
de modo a alcangar o estado estacionrio, iniciando posteriormente a
injecdo da solucdo para dentro da cdmara de precipitacdo. O volume de
solucdo adicionado nos experimentos foi de 25 mL.

Apos injetar o volume da solu¢do, a bomba de HPLC foi
desligada. Para a secagem das particulas precipitadas e a retirada do
solvente, o fluxo de CO, foi mantido por 50 min. aproximadamente, a
uma vazao de 20 mL/min.

Em seguida, foi iniciada a despressurizacdo da camara de
precipitacdo até a pressdo atmosférica, abrindo-se a valvula (21), cujo
procedimento leva em torno de 40 min.

Por fim, a temperatura do experimento foi reduzida pelo banho
(17) e as conexBes foram desconectadas, abrindo-se a camara
cuidadosamente para a retirada do material precipitado. O material
precipitado foi armazenado em frascos ambar e posteriormente
armazenado a 5 °C.

3.4 SELECAO DAS VARIAVEIS UTILIZADAS

O sucesso do processo de encapsulamento de compostos ativos
depende fundamentalmente de que as particulas precipitadas do material
a ser encapsulado sejam menores do que as do material encapsulante
(FRANCESCHI et al., 2008; PRIAMO et al., 2010). Frente a isto, a
selecdo das variaveis utilizadas para o processo de coprecipitagdo de
trans-resveratrol em PHBV levou em consideracéo trabalhos prévios do
grupo de pesquisa, especialmente o trabalho de Aguiar et al. (2016) que
estudou a influéncia das varidveis concentragdo, pressdo e temperatura
no processo de micronizagdo do trans-resveratrol por meio da técnica
SEDS.

As varidveis de processo utilizadas foram pressdo de processo
(80, 115 e 150 bar) e concentracdo de trans-resveratrol na solucdo
organica (4, 12 e 20 mg-mL™). A Tabela 1 apresenta o delineamento
composto central (DCC) 22 com 3 pontos centrais utilizado para a
coprecipitacdo do trans-resveratrol em PHBV.
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Tabela 1 — CondicgBes experimentais de coprecipitacdo de trans-resveratrol em
PHBV com as variaveis de processo utilizadas

Ensaio Presséo (bar) Concentracio (mg-mL")
1 80 (-1) 4 (-1)
2 150 (1) 4(-1)
3 80 (-1) 20 (1)
4 150 (1) 20 (1)
5 115 (0) 12 (0)
6 115 (0) 12 (0)
7 115 (0) 12 (0)

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Os seguintes parametros foram mantidos fixos:

» Temperatura (35 °C);

* Concentracao de PHBV na solucdo organica (20 mg-mL'l);

* Vazdo da solucdo organica (1 mL-min'l);

» Vazdo de alimentacdo do antissolvente para a camara de
precipitacdo (20 mL-min™);

« Vazio de secagem com antissolvente (20 mL-min™);

* Volume de antissolvente (CO,) para secagem (1 L);

* Pressédo de alimentacdo do antissolvente (200 bar);

* Volume de solugdo organica (diclorometano + PHBV + acetona
+ trans-resveratrol) na cdmara de precipitagéo (25 mL).

Optou-se por manter a temperatura fixa em 35 °C, pois 0 aumento
de temperatura, aléem de favorecer a degradacdo do composto ativo,
levou ao aumento do tamanho médio de particula no processo de
micronizacdo do trans-resveratrol pela técnica SEDS (AGUIAR et al.,
2016), o que provavelmente diminuiria a eficiéncia de encapsulamento
no processo de coprecipitagdo em polimero. Do mesmo modo, a
concentracdo de PHBV na solugdo organica foi selecionada com base no
trabalho de Boschetto et al. (2014) que observaram melhores resultados
de tamanho de particula nestas condicdes.

Um estudo prévio do comportamento de fases do sistema ternario
CO, + diclorometano + acetona, apresentado no Apéndice A, indicou
que a regido trabalhada, acima de 80 bar de presséo e fracdo molar de
CO, maior que 0,95 (para a isoterma correspondente a 35 °C), encontra-
se na regido de uma Unica fase. Como demonstrado por Franceschi et al.
(2008), a influéncia da presenca de um soélido (composto ativo ou
PHBV) em baixas concentra¢Ges no comportamento de fases do sistema
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pode ser desprezivel, neste caso, ndo sendo necessario inclui-los no
estudo do comportamento de fases.

35 DETERMINAGAO DO PERCENTUAL REAL DE
ENCAPSULAMENTO E EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A determinacdo do teor de trans-resveratrol encapsulado foi
realizada por espectrofotometria na regido ultravioleta visivel (UV-Vis),
seguindo metodologia empregada por Davidov-Pardo e McClements
(2015) e Franceschi et al. (2008). O método baseia-se na suspensao de
determinada massa do coprecipitado (principio ativo e polimero) em um
solvente capaz de dissolvé-los, e posterior quantificacdo do principio
ativo por meio de leitura no espectrofotbmetro UV-Vis.

Inicialmente, construiu-se uma curva padrdo (calibragdo) de
trans-resveratrol  utilizando  dimetilsulfoxido como  solvente.
Previamente uma varredura do principio ativo foi realizada, obtendo-se
0 comprimento de onda onde ocorre a maior absor¢do no UV-Vis. Ap6s
estipulado o valor de comprimento de onda, a curva de calibracéo
apresentada na Figura 8 foi obtida utilizando solugdes com diferentes
concentracdes de trans-resveratrol em dimetilsulfoxido. A curva serviu
como base para os célculos de determinacéo do percentual real (PRE) e
da eficiéncia de encapsulamento (EE).

Figura 8 — Curva padrdo de absorbancia de trans-resveratrol em 325 nm em
funcéo de suas concentracdes em dimetilsulféxido
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Fonte: desenvolvido pelo autor.
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Para adequada determinacdo do percentual de encapsulamento foi
previamente realizada a lavagem das particulas evitando que algum
material ndo encapsulado (substancia ativa livre) aderido na superficie
das particulas fosse contabilizado na eficiéncia de encapsulamento,
interferindo no resultado real. O procedimento de lavagem foi realizado
com agua destilada em excesso onde determinada massa de amostra (
0,1 g) foi submetida a lavagem com aproximadamente 10 mL de agua
destilada em agitacdo manual por 30 segundos. Este solvente foi
escolhido devido ao fato do trans-resveratrol apresentar uma
solubilidade menor na agua (0,021 a 0,030 mg-mL™) (DAVIDOV-
PARDO; MCCLEMENTS, 2014) com relagdo a outros solventes.
Assim, 0 uso da agua promove uma retirada mais lenta de trans-
resveratrol ndo encapsulado presente na superficie das particulas de
polimero ou livre, evitando ou retardando a retirada do material
encapsulado (PRIAMO et al., 2010). Apds a lavagem, a solucdo foi
filtrada com o auxilio de um filtro de politetrafluoretileno, ligado a um
suporte de polietileno de alta densidade (marca Millipore, modelo
FGLP) com porosidade de 0,22 um. O solido retido no filtro foi seco por
24 h em temperatura ambiente e pesado para posterior analise.

Para as analises em espectrofotbmetro, determinada massa de
amostra de cada condicdo experimental, lavada e seca, foi medida (+
0,01 g) em balanca analitica (AY220 Shimadzu) e adicionado 1 mL de
dimetilsulféxido, solvente utilizado devido a capacidade de solubilizar
tanto o polimero como o trans-resveratrol. A solucdo resultante foi
analisada em um espectrofotdmetro de UV-Vis 800XI FEMTO na faixa
de comprimento de onda de 325 nm. As andlises foram realizadas no
Laboratdrio de Termodinamica e Tecnologia Supercritica (LATESC) da
Universidade Federal de Santa Catarina.

A partir dos resultados de absorbancia obtidos para cada condigéo
experimental, as concentragBes destes componentes em dimetilsulfoxido
foram determinadas a partir da curva de calibragdo. A partir dos valores
de concentracédo determinados, sabendo-se o volume de dimetilsulfoxido
utilizado no preparo de cada solugdo, foi possivel obter a real massa de
trans-resveratrol presente em cada amostra. Conhecidos estes valores e
com os valores da massa de cada composto utilizada nos ensaios de
coprecipitacdo, determinou-se o percentual real de encapsulamento
(PRE) e a eficiéncia de encapsulamento (EE) para cada condicdo
experimental, por meio das seguintes equacdes (XIE et al., 2015):

w1

PTE [%] - W1+W2

X 100 1)
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PRE [%] = % X 100 ?)
EE [%)] = % x 100 3)

onde W1 é a massa de trans-resveratrol utilizada no experimento de
coprecipitacdo, W2 é a massa de PHBV utilizada no experimento de
coprecipitacdo, W3 é a massa de trans-resveratrol efetivamente
encapsulado, W4 é a massa de amostra de particulas apds filtracdo e
PTE é o percentual tedrico de encapsulamento, que corresponde ao
percentual maximo de encapsulamento de trans-resveratrol em PHBV.

3.6 MORFOLOGIA E DETERMINACAO DO TAMANHO DE
PARTICULA

A morfologia das particulas de trans-resveratrol coprecipitadas
em PHBYV foi avaliada por observacdo visual das micrografias obtidas
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para todas as
condicdes experimentais de formacdo de particulas realizadas. As
andlises necessérias para a obtengdo das micrografias das particulas
foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletrdnica
(LCME) da UFSC. Utilizou-se um microscopio eletrénico de varredura
JEOL JSM6390LV (MEV), Estados Unidos. As amostras precipitadas
foram manualmente dispersas sobre fitas adesivas de carbono dupla face
e dispostas em suporte metalico, recobertas com uma fina camada de
ouro sob vacuo e entdo analisadas. A visualizagdo foi realizada em
aumentos de 1000 a 13000 vezes, com uma tensdo de 10 kV.

A partir das micrografias de MEV, procedeu-se a determinacao
do tamanho das particulas coprecipitadas utilizando o software Size
Meter versdo 1.1 (CARLSON; BOLZAN, 2001). O método consiste na
avaliacdo das medidas do comprimento e da espessura (maior medida
caracteristica) de aproximadamente 600 a 700 particulas para cada
condicdo experimental avaliada. Além das medidas de tamanho
caracteristico, seus respectivos desvios padrédo e coeficiente de variacdo
foram calculados.

3.7 AVALIACAO DAS PARTICULAS POR MICROSCOPIA
CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

A microscopia confocal de fluorescéncia foi realizada de modo a
detectar a presenca e a forma como o trans-resveratrol foi encapsulado.
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Para tanto, selecionou-se as particulas obtidas na condigéo experimental
gue resultou na melhor eficiéncia de encapsulamento, sendo analisada
uma amostra de particulas lavadas e outra amostra das particulas sem
passar pelo processo de lavagem.

As laminas foram preparadas com uma pequena quantidade da
amostra e em seguida observadas em microscopio de fluorescéncia
LEICA DMI 6000 B com filtro UV na faixa de 405 a 660 nm, sob
aumento de 20x, no Laboratério Central de Microscopia Eletronica da
UFSC. O espectro de emissao utilizado foi de 415 a 571 nm, buscando-
se 0 melhor ajuste para a visualizacdo das imagens. O registro
fotogréfico foi obtido a partir do Scanner CONFOCAL TCS SP5
acoplado ao microscépio utilizando-se o software CONFOCAL LEICA
LAS AF lite.

3.8 ANALISE DE IDENTIFICACAO E QUANTIFICAGCAO DE
SOLVENTE RESIDUAL

A identificacdo de solvente residual nas particulas coprecipitadas
foi realizada por meio de cromatografia gasosa de acordo com Aguiar et
al. (2016). As analises cromatograficas foram realizadas na Central de
Analises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC, utilizando cromatdgrafo GC Agilent Technologies
5975C Inert MSD, acoplado a espectrometria de massas (GC-MS) em
frasco headspace, em coluna DB624 - 30 m x 0.45 mm x 2.55 pm.

A quantificacdo do solvente residual foi entdo investigada por
cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de chama (GC-FID)
utilizando as mesmas condigdes operacionais empregadas na GC-MS.

3.9 DETERMINAGCAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO DO
RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH)

As particulas coprecipitadas foram avaliadas em relacdo a
capacidade de inibicio do radical livre  2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) de acordo com metodologia de Khan et al. (2016),
com o objetivo de verificar o efeito do processo de coprecipitacdo sobre
a capacidade antioxidante do trans-resveratrol, sendo o composto puro
também analisado.

Desse modo, as reagBes foram conduzidas a 37 °C em etanol,
solvente no qual o trans-resveratrol apresenta boa solubilidade (87,98
mg-mL™?) (ROBINSON; MOCK; LIANG, 2015). Varias concentracdes
de antioxidante (principio ativo) foram empregadas (5, 10, 15, 20, 30 e
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50 pg'mL™) enquanto a concentragdo de DPPH foi fixada em 34,29
pg'mL™. Ap6s 30 min de reagdo a absorbancia da solugdo foi medida a
517 nm. Simultaneamente, uma solugdo controle de DPPH foi utilizada
para estimar a decomposicdo do radical no tempo analisado. Em funcéo
da sensibilidade dos compostos analisados a exposicdo luminosa, as
analises foram realizadas em ambiente escuro.

O percentual de inibigdo do radical DPPH de cada amostra foi
calculado na forma de percentual de atividade antioxidante (AA) de
acordo com a equacao a seguir.

4)

AA [%] =100 — [(Absamostra_AbSbranco) X 100]

AbScontrole

A partir dos dados calculados, plotou-se um gréafico da atividade
antioxidante em funcdo da concentracdo de trans-resveratrol, cuja
equacao da reta foi utilizada para determinacéo do ECsg, valor definido
como a minima concentracdo efetiva necessaria para decrescer em 50%
a concentracdo inicial do radical DPPH.

310 AVALIACAO DA PROTEGAO CONTRA ACAO DA
RADIAGAO ULTRAVIOLETA

Diversos estudos tem relacionado a exposicao cronica a radiacao
UVA e UVB com a iniciacdo de tumores, devido a inducdo excessiva da
producdo de espécies reativas de oxigénio (CADDEO et al., 2008).
Paralelamente, a radiacdo UV promove a degradagdo do composto trans-
resveratrol levando & perda de suas atividades bioldgicas (TRELA;
WATERHOUSE, 1996).

Diante disto, buscou-se avaliar o efeito protetor do polimero nas
particulas de trans-resveratrol coprecipitadas em PHBV contra acdo da
luz ultravioleta, construindo-se um aparato experimental de modo a
simular condi¢Bes de radiacdo solar a que as particulas coprecipitadas
estariam expostas.

A caixa de irradiacdo utilizada consta de quatro lampadas UVA
de 8 W de poténcia nominal, com pico de emissdo em 365 nm, e uma
lampada com espectro de emissdo em UVA e UVB com 26 W de
poténcia nominal, com picos de emissdo em 306 e 365 nm, conforme
diagrama esquematico apresentado na Figura 9, de modo que cerca de
10% do espectro total é composto por radiagdo UVB. As dimensdes do
aparato sdo apresentadas no Apéndice B deste trabalho. As doses totais
de irradiacdo fornecidas pelas cinco lampadas foram medidas por meio
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de radiémetro UV-INT®EGRATOR UV-int150+, localizado a 5 cm de
distdncia da ldmpada (6), no local de disposicdo da amostra, e sdo
apresentadas no Apéndice C.

A partir dos valores de dose de radiacdo obtidos, calculou-se a
irradiacdo UV a que as amostras foram submetidas, correspondendo a
11,8 W-m2, portanto, proxima a condicOes de irradiacdo solar natural
reportadas na literatura (BAUTITZ; NOGUEIRA, 2007; VILELA et al.,
2012).

Figura 9 — Esquema da caixa de irradiacdo utilizada para andlise de
fotoestabilidade das particulas. (1) Tampa superior; (2), (3), (4) e (5) lampadas
UVA (8 W de poténcia nominal); (6) lampada UVA/UVB (26 W de poténcia
nominal); (7) suporte para colocagdo da amostra; (8) acionamento da lampada.

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Para as analises de fotoestabilidade, aproximadamente 20 mg de
amostra previamente lavada e seca foram medidas e cuidadosamente
espalhadas em uma placa de Petri, a qual foi devidamente disposta no
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suporte do aparato experimental e entdo exposta a luz UV. Em
intervalos de tempo predeterminados, uma aliquota de 2,5 mg de
amostra foi retirada, solubilizada em 1 mL de dimetilsulfoxido e a
concentracdo de trans-resveratrol remanescente na amostra determinada
por espectrofotometria.

3.11 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As medidas de espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier foram realizadas em  AGILENT
TECHNOLOGIES - Cary 600 Series FTIR Spectrometer, com o
objetivo de verificar modificacbes na estrutura do resveratrol causadas
pelo processo de coprecipitagdo empregando tecnologia supercritica.

Da mesma maneira, analisou-se por esta mesma técnica uma
amostra de particulas submetidas ao teste de fotoestabilidade, de modo a
verificar a presenca de cis-resveratrol na amostra submetida a 60 min de
exposicdo a luz UV. A andlise, realizada na Central de Analises do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UFSC, consistiu na trituragdo de aproximadamente 1 mg de amostra e
sua prensagem a fim de formar uma pastilha para caracterizagdo por
FTIR ao longo da faixa de comprimento de onda de 400 a 4000 cm™.

3.12 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIO X DE PO (DRX)

A difracdo de raio X de pé foi realizada visando avaliar a
cristalinidade das particulas coprecipitadas. Os dados de difracéo de raio
X foram obtidos em difratdmetro BRUKER 6-6 D2 Phaser, equipado
com fonte Cu Ka (A=1.5418 A) operado a 30 kV e 10 mA e detector de
cintilagio LYNXEYE. Os dados de difragdo foram coletados entre 5 e
50 26 graus com passo de 0,5 s. A andlise foi realizada na Central de
Analises do Departamento de Quimica da UFSC.

313 ANALISE DE CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE
VARREDURA (DSC)

A andlise do perfil calorimétrico das particulas coprecipitadas foi
realizada em calorimetro diferencial de varredura PERKIN ELMER —
Jade-DSC equipado com um Sistema Intracooler 2P. As amostras foram
analisadas sob atmosfera de nitrogénio em uma faixa de temperatura de
30 a 300 °C, com velocidade de aquecimento de 30 °C-min™.
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Esta analise busca estimar modificagdes na composicdo da
amostra, em seu grau de cristalinidade e temperatura de fusdo, que
eventualmente possam ter sido causados pelo processo de
coprecipitacao.

3.14 ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE LIBERAGAO IN VITRO
DO TRANS-RESVERATROL

Os ensaios de liberacdo in vitro de trans-resveratrol coprecipitado
em PHBV foram baseados nos trabalhos de Loss et al. (2016), Mendes
et al. (2012) e Priamo et al. (2011). As particulas selecionadas para este
experimento foram aquelas que apresentaram a maior e a menor
eficiéncia de encapsulamento, sendo individualmente avaliadas em dois
meios de liberacdo diferentes.

O primeiro meio de liberagdo consistiu em solucdo tampdao
fosfato (PBS) pH 6,8, escolhido pela proximidade do pH fisiolégico. O
segundo meio utilizado foi uma solugdo de &cido cloridrico (HCI) 0,1
M, em referéncia as condigdes do sistema gastrico (DANHIER;
FERON; PREAT, 2010).

As amostras previamente lavadas e secas (0,1 mg:mL™) foram
colocadas em contato com o meio de liberagdo (PBS e HCI 0,1 M
separadamente) em erlenmeyers de 125 mL, 0s quais tiveram sua
abertura protegida com filme plastico para minimizar as perdas por
evaporagdo do meio, contendo pequenas perfuracdes para evitar o
aumento da pressdo interna no recipiente. Foram entdo incubados em
shaker com agitacdo orbital MARCONI MA410 CFT a 37 £ 0,5°C e
agitacdo de 100 rpm. Em tempos especificos foram retiradas aliquotas
de 1 mL e a mesma quantidade de meio puro imediatamente reposta ao
sistema de maneira a manter o volume constante. As amostras foram
filtradas em filtro membrana de 0,45 pm (VertiCleanTM PTFE) e em
seguida analisadas em espectrofotdmetro para leitura da absorbancia a
325 nm para determinagdo da concentracdo de trans-resveratrol no meio
de liberagcdo em funcdo do tempo.

3.15 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os efeitos das varidveis do processo de coprecipitacdo sobre a
eficiéncia e percentual real de encapsulamento, bem como sobre o
tamanho médio de particula, foram avaliados estatisticamente por meio
do software Statistica para Windows 7.0 (Statsoft Inc, EUA).
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Com o objetivo de determinar diferencas significativas entre o0s
diferentes experimentos na determinacdo da capacidade de inibicdo do
radical DPPH, os resultados de ECsy foram avaliados por anélise
unidirecional de variancia ANOVA, seguido do teste de comparagdes
multiplas de Tukey. Foram consideradas diferencas significativas os
valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos referentes a caracterizagéo das particulas de
trans-resveratrol coprecipitadas em PHBYV, andlise de sua atividade
antioxidante, estudo do efeito protetor do polimero contra acdo da luz
UV e comportamento de liberagdo in vitro sdo apresentados e discutidos
a seguir.

4.1 PERCENTUAL REAL DE ENCAPSULAMENTO E EFICIENCIA
DE ENCAPSULAMENTO

Os dados obtidos experimentalmente de percentual real de
encapsulamento e eficiéncia de encapsulamento para as diferentes
concentracdes de trans-resveratrol e pressdo avaliadas sdo apresentados
na Tabela 2. Em todas as condicOes experimentais, a temperatura foi
mantida em 35 °C, a concentracdo de PHBV na solucdo orgénica foi de
20 mg'mL™?, vazdo de solugdo organica de 1 mL-min™ e vazdo de
antissolvente de 20 mL-min™ (a 200 bar e 5 °C), definidos de acordo
com a secdo 3.4.

Tabela 2 - Resultados do percentual real de encapsulamento e eficiéncia de
encapsulamento do trans-resveratrol encapsulado em PHBV

Experimento  Concentragéo Presséo PRE (%) EE (%0)
(mg-mL'l) (bar)
1 4 (-1) 80 (-1) 13,25+0,33 78,77+1,96
2 4 (-1) 150 (1) 14,32+0,16 83,13+0,90
3 20 (1) 80 (-1) 49,71+0,50 99,54+0,99
4 20 (1) 150 (1) 28,35+0,17 56,81+0,35
5 12 (0) 115 (0) 24,54+0,10 65,49+0,26
6 12 (0) 115 (0) 21,65+0,00 58,29+0,00
7 12 (0) 115 (0) 24,01+0,04 64,62+0,10

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Por meio da Tabela 2, percebe-se que o experimento 3 resultou
no maior percentual real de encapsulamento (49,71%) e eficiéncia de
encapsulamento (99,54%), para o qual adotou-se a menor presséo (80
bar) e a maior concentragdo de trans-resveratrol (20 mg'mL™). J4 0
menor percentual real de encapsulamento foi obtido no experimento 1
(13,25%), onde empregou-se a mesma pressdo que 0 ensaio 3 e a menor
concentracdo de trans-resveratrol, embora esta condicdo experimental
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tenha resultado em uma eficiéncia elevada (78,77%); a menor eficiéncia
foi resultante do experimento 4 (56,81%) em que tanto pressdo quanto
concentracdo de trans-resveratrol empregadas foram maximas.

As maiores eficiéncias obtidas, resultantes dos experimentos 1, 2
e 3, encontram-se proximas daquelas encontradas por Mendes et al.
(2012) para microencapsulamento de resveratrol em PHBV por simples
emulsdo/evaporagdo de solvente, que obteve eficiéncias superiores a
80%. Embora o referido método tenha resultado em eficiéncias
superiores, as particulas obtidas apresentaram diametro médio entre
25,23 e 55,73 um e estrutura altamente porosa, caracteristica do
polimero, que resulta em uma liberagdo rapida do composto ativo. As
eficiéncias de encapsulamento obtidas neste trabalho mostraram-se
superiores as obtidas por Priamo et al. (2010) que alcangou o valor de
55,54% no encapsulamento de p-caroteno em PHBV pela técnica SEDS,
gue também observou a maior eficiéncia de encapsulamento quando da
utilizacdo da maior concentracdo de composto ativo na solucdo
organica.

A analise estatistica dos resultados mostrou que a pressao
apresentou um efeito significativo negativo sobre a eficiéncia de
encapsulamento, a um nivel de confianca de 95%, como pode ser
observado no diagrama de Pareto apresentado na Figura 10.

Desse modo, uma diminui¢do na pressao resulta no aumento da
eficiéncia de encapsulamento, o que pode ser verificado comparando-se
os experimentos 3 (80 bar e 20 mg-mL'l) e 4 (150 bar e 20 mg-mL'l), em
que a eficiéncia diminuiu de 99,54 para 56,81%. O mesmo efeito €
observado analisando-se a interacdo entre as duas varidveis. Com o
aumento da pressdo, a solubilidade do trans-resveratrol em CO, é
aumentada, o que favorece o arraste do composto ativo para fora da
camara de precipitacdo e, consequentemente, reduz a eficiéncia de
encapsulamento. Assim, quanto maior a pressdo do sistema e a
concentracao de trans-resveratrol, maior serd o arraste do soluto e menor
a eficiéncia do processo.
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Figura 10 - Diagrama de Pareto apresentando os efeitos do processo de
coprecipitacéo sobre a eficiéncia de encapsulamento

(2)Conc.(L) -705613

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Da mesma forma que para a eficiéncia de encapsulamento, a
pressdo e a interacdo entre pressdo e concentracdo de trans-resveratrol
apresentaram efeito significativo negativo sobre o percentual real de
encapsulamento, como pode ser verificado no diagrama de Pareto
apresentado na Figura 11, em razdo dos motivos previamente expostos.

Entretanto, o efeito da concentracdo se mostrou significativo, o
que pode ser verificado comparando-se 0s percentuais reais de
encapsulamento obtidos nos experimentos 3 e 4, que empregaram as
maiores concentragdes de trans-resveratrol na solu¢do orgéanica (20
mgmL™?), com os pontos centrais (12 mgmL™') e estes com 0s
experimentos 1 e 2, 0s quais empregaram as menores concentracdes (4
mg-mL™).

O efeito positivo da concentracdo pode ser explicado devido a
maior massa de trans-resveratrol disponivel para ser encapsulada. Em
maiores concentragdes de principio ativo na solugdo organica, a
precipitacdo deste ocorre simultaneamente a do polimero, favorecendo o
encapsulamento. De outro modo, quando a concentracdo do principio
ativo é menor, a cinética de precipitacdo é mais lenta, sendo obtidas
mais particulas de polimero do que do composto ativo e resultando na
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sua precipitacdo na superficie das particulas de PHBV (BOSCHETTO et

al., 2014; FRANCESCHI et al., 2008).

Figura 11 — Diagrama de Pareto apresentando os efeitos do processo de
coprecipitacdo sobre o percentual real de encapsulamento

(1)Pressao(L) /// 6,59407

Presso(Q) 2,559117
1

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: desenvolvido pelo autor.

A avaliacdo estatistica do percentual real de encapsulamento
resultou em um modelo empirico codificado para o processo de
coprecipitacdo de trans-resveratrol em PHBV, construido a partir dos
coeficientes de regressdo das varidveis significativas. Para que uma
regressao seja, além de significativa estatisticamente, preditiva, o valor
de Fearcuiado deve ser de 4 a 5 vezes superior ao valor de Fiapelago 0Obtido na
tabela de distribuicdo de Fisher (BOX; WETZ, 1973). O modelo foi
validado pela andlise de variancia, apresentada na Tabela 3, com
coeficiente de correlagdo de 0,99, e teste de Fisher, sendo 0 Feacurado 4,8
vezes superior ao Fpelado-
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Tabela 3 — Andlise de variancia para o percentual real de encapsulamento de
trans-resveratrol em PHBV

Fonte de SQ GL M Q Fcalculado Ftabelado
variacao

Regressdo  881,6285 4 220,407125 93,05571974 19,25
Erro 4,7371 2 2,36855 r2=0,99466
Total 886,3656 6

SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; F =
teste de Fisher.

Fonte: desenvolvido pelo autor.

A Equacdo 4 apresenta o modelo que pode ser utilizado para
predi¢do dos valores de percentual real de encapsulamento em funcdo
das variaveis codificadas pressdo (P) e concentracdo de trans-resveratrol
na solucéo organica (C).

PRE = (12,62233 X C) — (5,07416 x P) — (5,60882 x C x P) +
23,3996 )

A validacdo do modelo permitiu a construcdo da curva de
contorno de pressao vs. concentragdo de trans-resveratrol apresentada na
Figura 12, que permite uma melhor visualizacdo das regiGes de maior
percentual real de encapsulamento. Verifica-se que o0s maiores
percentuais reais de encapsulamento sdo obtidos no maior nivel da
variavel concentracdo (20 mg-mL™) e no menor nivel de presséo (80
bar).

O ajuste do modelo pode também ser verificado por meio do
grafico de valores observados vs. valores preditos, apresentado na
Figura 13, em que a distribuicdo dos pontos (valores observados)
encontra-se, de forma geral, proxima a reta (valores preditos).
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Figura 12 — Curva de contorno para o percentual real de encapsulamento em
funco da presséo e concentragdo de trans-resveratrol

Concentragdo (mg.mL‘l)

Presséo (bar)

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Figura 13 — Gréfico de valores observados vs. valores preditos
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Fonte: desenvolvido pelo autor.
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4.2 CARACTERIZAGAO DAS PARTICULAS COPRECIPITADAS

A andlise morfolégica das particulas de trans-resveratrol
coprecipitadas em PHBV foi realizada por meio de MEV, conforme
descrito no item 3.6. A Figura 14 apresenta a morfologia das particulas
obtidas em todas as condicfes experimentais avaliadas, bem como do
trans-resveratrol puro.

Por meio da Figura 14 pode-se perceber que todas as condi¢des
experimentais estudadas resultaram em particulas com morfologia
predominantemente esférica, com pequenas conexdes entre elas.
Estruturas semelhantes foram observadas por Priamo et al. (2011) no
encapsulamento de B-caroteno e Loss et al. (2016), encapsulando acetato
de eugenila, ambos empregando o mesmo polimero e a mesma técnica
utilizada neste trabalho.

De outro modo, o trans-resveratrol puro apresenta estrutura
altamente irregular. A presenca de algumas estruturas irregulares é
também notada nas micrografias das particulas obtidas nos experimentos
4 e 6, que resultaram nas menores eficiéncias de encapsulamento e
referem-se ao trans-resveratrol ndo encapsulado.

Apos analise das micrografias foi realizada a medida do tamanho
das particulas, o qual foi medido por meio do maior tamanho
caracteristico, ou seja, do comprimento ou espessura que Sse
apresentaram como maior caracteristica. Nesta etapa, foram
contabilizadas aproximadamente 600 a 700 particulas em cada condicao
experimental estudada. As medidas sdo apresentadas na Tabela 4,
dispostas como tamanho minimo (Xmi,), tamanho maximo (Xmax),
tamanho médio (X), seu respectivo desvio padrdo (o) e coeficiente de
variagéo (CV).
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Figura 14 - Micrografias das particulas de trans-resveratrol em PHBV nos
experimentos 1 a 7 e do trans-resveratrol puro (RvL). CondigBes experimentais:
1: 80 bar, 4 mg'mL'l; 2: 150 bar, 4 mg'mL'l; 3: 80 bar, 20 mg'mL'l; 4: 150 bar,
20 mg'mL™; 5, 6 e 7 (pontos centrais): 115 bar, 12 mg-mL™ de trans-resveratrol.

i‘
2

10kV  X4,300 5pm {+™ LCME-UFSC

“f} }Zu‘ 4

10kV  X5,000 5pm 10kV  X5,000 5pm LCME-UFSC

10kV  X6,000 2um 10kV-2F X330 50pm LCME-UFSC

Fonte: préprio autor.
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Tabela 4 — Medidas de tamanho minimo (X.;,), tamanho maximo (Xay),

tamanho médio (X), desvio padrio (o) e coeficiente de variagdo (CV) das
particulas de trans-resveratrol coprecipitadas em PHBV

Experimento Pressdo Concentracdo  Xpin Kinax X +6 Cv
(bar) (mg'mL™")  (um)  (um) (um)

1 80 (-1) 4(-1) 0,08 1,35 0,47+0,16 0,35

2 150 (1) 4(-1) 0,11 0,77 0,39+0,12 0,30

3 80 (-1) 20 (1) 0,12 1,18 0,44+0,16 0,36

4 150 (1) 20 (1) 0,18 1,36  0,54+0,17 0,31

5 115 (0) 12 (0) 0,17 1,44  0,56+0,20 0,36

6 115 (0) 12 (0) 0,12 1,62 0,51+0,17 0,32

7 115 (0) 12 (0) 0,17 1,48 0,57+0,20 0,35
Padréo - - 0,41 193,29 33,04+21 0,63

Fonte: desenvolvido pelo autor.

As particulas coprecipitadas apresentaram tamanhos médios entre
390 e 570 nm, sendo, portanto, caracterizadas como submicrométricas
(SANTOS et al., 2012). Particulas submicrométricas tendem a permear
passivamente a vasculatura caracteristica de tumores sélidos, uma vez
gue 0s vasos sanguineos em tecidos tumorais apresentam aberturas no
tamanho de 400 a 800 nm, e a se acumularem por meio da
permeabilidade aumentada e do efeito de retencdo. O fluxo do composto
ativo para dentro da célula é promovido pelo gradiente de concentracao
proximo a membrana celular, bem como pelo processo de endocitose
(HOBBS et al., 1998).

A anélise estatistica do tamanho médio de particula mostrou que
as variaveis de processo, pressdo e concentracdo de trans-resveratrol,
ndo apresentaram efeito significativo sobre o resultado. Por meio da
Tabela 4 pode-se verificar que os menores tamanhos médios de particula
foram obtidos nas condi¢es experimentais que apresentaram as maiores
eficiéncias de encapsulamento, experimentos 1, 2 e 3.

A condicdo experimental 2, que resultou no menor tamanho
médio de particula, foi também a que apresentou uma distribuicdo de
tamanho mais estreita, observada pelo valor do desvio padrdo e do
coeficiente de variagdo, o qual foi igual a 30% em torno do tamanho
médio de particula. Esta condicdo experimental empregou a maior
pressdo, 0 que pode ter levado ao aumento da dispersdo da solucdo no
antissolvente, aumentando a transferéncia de massa e, assim, resultando
em menor tamanho de particula (CHEN et al., 2007). Porém, este
comportamento ndo se repete para 0s experimentos 3 e 4, em que 0
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aumento de 80 para 150 bar resultou no aumento do tamanho de
particula. O mesmo foi observado por Loss et al. (2016) no
encapsulamento de acetato de eugenila em PHBV, afirmando que a
solubilidade do soluto na mistura aumentada pela elevagdo da pressao,
reduz a supersaturacdo e nucleagdo, resultando no crescimento das
particulas.

O experimento 3 (80 bar e 20 mgmL™), que resultou em
eficiéncia de 99,54%, apresentou uma reducdo de aproximadamente 75
vezes em relacdo ao tamanho médio das particulas de trans-resveratrol
puro. Embora o experimento 2 (150 bar e 4 mg'mL™) tenha resultado no
menor tamanho médio, 390 nm, o emprego de pressdes menores pode
ser mais interessante por permitir menor degradacdo do produto e ainda
implicar menores custos de investimento e operacionais (AGUIAR et
al.,, 2016). Os valores de tamanho médio obtidos neste trabalho
mostraram-se préximos aos obtidos por Franceschi et al. (2008) para o
PHBYV precipitado pela técnica SEDS, que variaram entre 278 e 570 nm,
e por Sanna et al. (2012) para nanoparticulas de resveratrol encapsuladas
em quitosana catidnica e alginato anidnico cobertas com poli(D,L-
lactideo-co-glicolideo e produzidas pelo método de emulséo/evaporagédo
do solvente, com valores entre 420,82 e 552,56 nm.

Os ensaios de coprecipitacdo resultaram em coeficientes de
variacdo entre 30 e 36% em torno do tamanho médio de particula,
indicando uma distribuicdo de particula similar em todos os
experimentos.

4.3 MICROSCOPIA CONFOCAL DE FLUORESCENCIA

A microscopia confocal de fluorescéncia foi utilizada para
detectar a presenca de trans-resveratrol, bem como avaliar a forma como
ele encontra-se nas particulas coprecipitadas. As imagens obtidas séo
apresentadas na Figura 15, com sobreposicao dos campos claro e escuro,
gue mostram as particulas obtidas no experimento 3 (escolhido em razéo
da maior eficiéncia de encapsulamento) previamente lavadas e nao
lavadas, o trans-resveratrol e PHBV puros.

Uma vez que o PHBV ndo possui fluorescéncia, as regides
fluorescentes visiveis apo6s a etapa de lavagem indicam a presenca do
composto ativo encapsulado e, ainda, adsorvido na superficie do
polimero. Como a lavagem das particulas é realizada com agua, solvente
em que o trans-resveratrol apresenta baixa solubilidade (ROBINSON;
MOCK; LIANG, 2015), esta etapa ndo é capaz de remover 0 composto
adsorvido superficialmente. Entretanto, a utilizacdo de um solvente em



gue o composto apresente maior solubilidade (como etanol, por
exemplo) pode acarretar na retirada e arraste do composto ativo
efetivamente encapsulado, o que ndo é desejavel. Ainda, a auséncia de
particulas altamente irregulares na Figura 15-1 comprova a eficiéncia da
etapa de lavagem na retirada do composto ativo livre, o qual é
facilmente visualizado na Figura 15-2, em que esta etapa ndo foi
realizada.

Figura 15 — Microscopia confocal de fluorescéncia das particulas obtidas no
experimento 3 previamente lavadas (1), ndo lavadas (2), trans-resveratrol puro
(3) e PHBV puro micronizado (4)

Fonte: proprio autor.
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4.4 IDENTIFICAGAO E QUANTIFICACAO DE SOLVENTE
RESIDUAL

A andlise de solvente residual realizada por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama mostrou que
as particulas coprecipitadas encontram-se livres de solvente organico.

Deste modo, os resultados encontrados estdo de acordo com as
normas vigentes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -
ANVISA, Farmacopeia da Republica Popular da China, Farmacopeia
Europeia e Conferéncia Internacional em Harmonizagdo (ICH),
documento Q3C(R5) de 2011, que estabelecem a concentragdo maxima
de diclorometano para consumo humano de 600 ppm, bem como da
Farmacopeia dos Estados Unidos cujo limite é de 400 ppm. Da mesma
forma, a auséncia de acetona, classificada pela ICH como solvente
classe 3 — baixa toxicidade e baixo risco a salide humana, com
concentracdo maxima aceitavel igual a 5000 ppm (AGUIAR et al.,
2016; ELVASSORE; BERTUCCO; CALICETI, 2001), indica que as
particulas coprecipitadas sdo seguras para a salde humana.

45 DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO DO
RADICAL DPPH

A capacidade de inibicdo do radical DPPH foi analisada com o
objetivo de verificar o efeito do processo de coprecipitacdo utilizando a
técnica SEDS sobre a atividade antioxidante do trans-resveratrol. A
analise foi realizada em triplicata (n = 3) e os valores de atividade
antioxidante sdo expressos por meio do ECsp, que indica a concentracao
minima necessaria para decrescer 50% da concentracdo inicial do
radical livre DPPH, assim, quanto menor este valor, maior a atividade
antioxidante de uma amostra. A Tabela 5 apresenta os valores de ECsg
encontrados para as particulas obtidas em todas as condicOes
experimentais, assim como para o trans-resveratrol puro.

Com excegdo do experimento 3, todas as condi¢Bes experimentais
avaliadas apresentaram atividades antioxidantes superiores & do trans-
resveratrol puro. Este efeito pode ser atribuido a reducdo do tamanho e
modificacdo da morfologia das particulas, o que aumentou a &rea
superficial efetiva exposta ao meio reacional. Embora as particulas
obtidas no experimento 3 tenham apresentado modificacdes similares,
sua atividade antioxidante foi menor que das outras particulas e
estatisticamente igual & do trans-resveratrol puro. Este resultado pode



65

ser atribuido a ocorréncia de aglomeragdo das particulas e,
consequentemente, reducdo da area superficial efetiva, ou ainda, a
diferencas na estrutura cristalina das particulas obtidas em diferentes
condicdes experimentais.

Tabela 5 — Valores de ECs, obtidos para o trans-resveratrol puro e para as
particulas coprecipitadas

Experimento ECs (ngrmL™)

1 22,27+0,28°
10,72+0,60°
29,96+0,43°
14,64+1,43°
14,16+1,38°
14,99+0,20°
15,42+0,61°

Trans-resveratrol puro 27,57+1,06°

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p > 0,05),
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey.

~NoO O h~h WN

Fonte: desenvolvido pelo autor.

Os resultados encontrados indicam que ndo houve perda da
propriedade antioxidante durante o processo de coprecipitagdo. O
mesmo comportamento foi observado por Santos et al. (2013) no
encapsulamento de extrato de antocianina a partir de casca de jabuticaba
em polietilenoglicol pela técnica de Expansdo Rapida da Solucéo
Supercritica (RESS), afirmando que os processos de formacdo de
particulas utilizando CO, supercritico permitem a manutencdo da
atividade antioxidante do composto ou classe de compostos de interesse
apds o processamento.

A capacidade antioxidante do PHBV também foi avaliada, sendo
gue o polimero ndo se mostrou capaz de reduzir a absor¢do do DPPH
(dado ndo mostrado). Assim, a atividade antioxidante das particulas
coprecipitadas pode ser completamente atribuida ao trans-resveratrol
presente nas mesmas.

46 PROTECAO CONTRA ACAO DA RADIACAO
ULTRAVIOLETA

Diversos estudos tem demonstrado a susceptibilidade do trans-
resveratrol frente & exposicdo luminosa, embora diferentes graus de
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degradacdo sejam obtidos de acordo com o espectro de luz especifico
atingindo a amostra (FIGUEIRAS; NEVES-PETERSEN; PETERSEN,
2011; TRELA; WATERHOUSE, 1996). Ao analisarem a degradacdo
fotoquimica e fotocatalitica do trans-resveratrol, Silva et al. (2013)
perceberam que o principal intermediario da degradagdo fotoquimica do
trans-resveratrol é seu isdmero geométrico cis-resveratrol, identificado
por seu espectro de absor¢do no UV-Vis com uma absor¢cdo maxima em
286 nm.

A Figura 16 apresenta a curva cinética de degradagdo do trans-
resveratrol puro e do composto coprecipitado em PHBYV, diretamente
expostos a irradiacdo UV igual a 11,8 W-m2, Durante as analises, a
temperatura das amostras foi medida e ndo excedeu 38 °C, sendo assim
insuficiente para promover a degradacdo do composto ativo e afetar os
resultados.

Figura 16 — Cinética de degradagdo do trans-resveratrol frente a exposicéo a luz
UVA/UVB. Resveratrol: refere-se ao composto puro, E3: particulas
coprecipitadas na condicdo experimental 3 e E6: particulas obtidas na condi¢do
6. Dados séo expressos como média * desvio padrao.
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Fonte: desenvolvido pelo autor.
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Por meio da Figura 16 pode-se notar que tanto o trans-resveratrol
puro como o coprecipitado apresentaram um perfil de degradacédo
semelhante, embora seja claro o efeito protetor do polimero. Apds 60
minutos de exposicdo, quase 40% do resveratrol puro havia sido
convertido para a forma isomérica cis, enquanto aproximadamente 20%
do composto presente nas particulas coprecipitadas havia sido
degradado. As particulas obtidas na condicdo experimental 3, que
apresentaram a maior eficiéncia de encapsulamento, bem como as da
condicdo 6 (ponto central) apresentaram um grau de degradacdo muito
préximo, embora estas Ultimas possuam uma concentracdo de polimero
duas vezes maior que as primeiras, 0 que poderia fornecer diferentes
graus de protecéo.

A degradacdo do trans-resveratrol presente nas particulas
coprecipitadas pode ser atribuida ao fato de 0 composto ativo ndo estar
completamente envolvido pelo PHBV no ndcleo das particulas, mas
disperso na matriz polimérica e ainda adsorvido externamente nas
particulas, como pode ser observado na microscopia confocal da Figura
15.1, o que leva a uma maior exposicdo do composto ativo. Ainda
assim, em todos os intervalos de tempo analisados, as particulas
coprecipitadas apresentaram maior estabilidade em relacdo ao
resveratrol puro, indicando que o efeito da radiagdo UV sobre o
resveratrol pode ser inibido, até certo ponto, pelo processo de
coprecipitacdo em PHBV. Resultados similares foram observados por
Shi et al. (2008) no encapsulamento de resveratrol em células de
levedura.

Os resultados apresentados sugerem a possibilidade de aplicacéo
industrial das particulas formadas em produtos como logdes faciais e
corporais, bem como em protetores solares, por exemplo, em que 0
trans-resveratrol possa atuar estendendo sua atividade antioxidante por
um maior periodo de tempo, prevenindo danos as células da pele
causados pela radiacdo UV, que possam levar a cancer e envelhecimento
precoce.

4.7 ESPECTROSCOPIA  NO INFRAVERMELHO  COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As particulas de trans-resveratrol coprecipitadas em PHBV foram
avaliadas por FTIR para verificar possiveis alteracdes em sua estrutura
causadas pelo processo supercritico e comparadas com o trans-
resveratrol e PHBV puros. Os resultados séo apresentados na Figura 17,
em que o0 espectro do trans-resveratrol puro apresentou trés bandas
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intensas em 1605, 1584 e 1381 cm ™' (nimeros 1, 2 e 3 da Figura 17), as
quais correspondem ao alongamento da dupla ligagdo C-C aromatico,
alongamento da ligacdo C-C olefinica e alongamento da ligacdo C-O,
respectivamente. Em 964,5 cm™' (nimero 4 da Figura 17) observou-se a
banda tipica caracteristica do isdmero trans-resveratrol (AGARWAL;
KHARB; SAHARAN, 2014; BERTACCHE et al., 2006).

Figura 17 — Espectros no infravermelho com transformada de Fourier do trans-
resveratrol e PHBV puros, das particulas coprecipitadas obtidas nos
experimentos 2 (E2), 3 (E3), 5 (E5) e no experimento 5 apés 60 min de
exposicao a luz UVA/UVB (E5 fotodegradadas). 1: alongamento da dupla C-C
aromatico; 2: alongamento da ligagdo C—C olefinica; 3: alongamento C-O; 4:
banda olefinica trans; 5: alongamento C=O; 6: intervalo de vibracdo do
alongamento —C-O-C- antissimétrico e 7: —C-O-C- simétrico; 8: dissipacdo
da banda trans tipica.
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Fonte: desenvolvido pelo autor.

Para 0 PHBV observou-se uma banda intensa em 1720 cm'
devido ao alongamento da ligagdo C=0, além de bandas tipicas nos
intervalos entre 1055 e 1131 cm ' correspondentes & vibragdo do
alongamento antissimétrico -C-O-C—- e entre 826,5 e 979 cm’!
correspondentes ao —C-O-C- simétrico, representadas pelos nimero 5,
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6 e 7 da Figura 17, respectivamente (FARAGO et al., 2008; YU et al.,
2014).

Os espectros das particulas coprecipitadas apresentaram bandas
correspondentes aos mesmos nimeros de onda apresentados nos
espectros do PHBV e do trans-resveratrol, o que significa que ndo houve
formagcdo de ligacdo quimica entre o composto ativo e o polimero. Este
resultado indica ainda que o composto trans-resveratrol ndo sofreu
degradacdo durante o processo de coprecipitacéo.

Por outro lado, o espectro de FTIR das particulas coprecipitadas
na condicdo experimental 5, apds 60 minutos de exposicdo direta a luz
UVA/UVB, apresentou a dissipacio da banda em 964,5 cm™ (nGmero 8
da Figura 17), caracteristica do isdbmero trans, o que caracteriza a
geracdo do cis-resveratrol e confirma os resultados obtidos por
espectrofotometria da andlise de fotoestabilidade das particulas.

4.8 DIFRACAO DE RAIO X DE PO (DRX)

As particulas coprecipitadas, o trans-resveratrol puro e PHBV
puro foram caracterizados por meio da difracdo de raio X de pé (DRX)
de modo a avaliar modificagGes na estrutura cristalina dos compostos,
sendo os resultados apresentados na Figura 18.

Figura 18 — Difracdo de raio X de pd do trans-resveratrol puro (Resveratrol),

PHBV puro (PHBV) e das particulas obtidas na condicdo experimental 3
(Particulas).

—— Resveratrol

— Particulas

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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O trans-resveratrol puro apresentou picos caracteristicos
relacionados a uma estrutura cristalina em 20 igual a 6,55; 16,29; 19,11;
22,21; 23,48 e 28,22. J& no padrdo de DRX das particulas coprecipitadas
estes picos praticamente desapareceram, 0 que sugere que 0 processo de
coprecipitacdo proporcionou uma reducdo significativa dos picos de
difragdo cristalinos do resveratrol, resultando em um composto mais
amorfo. De acordo com Joye e McClements (2013) e Perrut, Jung e
Leboeuf (2005) a cristalizacdo do composto ativo em processos de
encapsulamento empregando antissolvente é muitas vezes inibida pela
matriz polimérica. De modo similar, Cocero et al. (2009) afirma que
guando ha uma grande afinidade entre composto ativo e polimero, pode-
se incorporar 0 composto ativo na matriz polimérica em um estado
amorfo.

Em geral, sdlidos amorfos apresentam maior solubilidade que
suas formas cristalinas, devido a energia livre envolvida no processo de
dissolucdo e maior mobilidade molecular. No estado amorfo, os sélidos
apresentam moléculas aleatoriamente arranjadas, 0 que requer menos
energia para separa-las e, como consequéncia, sua dissolucdo torna-se
mais rapida que nas formas cristalinas (STULZER et al., 2009). No caso
do composto trans-resveratrol, Shi et al. (2008) avaliaram sua
solubilidade nas formas cristalina e amorfa, percebendo que esta ultima
apresenta uma solubilidade 56% maior que a forma cristalina.

De acordo com Cocero et al. (2009), as analises de DRX e DSC
permitem afirmar se o processo de coprecipitacdo foi efetivo na
incorporacao do composto ativo na matriz polimérica, ou se o produto é
apenas uma mistura de particulas segregadas do composto ativo e agente
encapsulante. Neste Gltimo caso, os graficos de DRX e DSC constituem
a sobreposi¢éo dos diagramas das substancias puras, enquanto o efetivo
encapsulamento caracteriza-se pela auséncia dos picos cristalinos
caracteristicos dos compostos ativos.

4.9 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura foi realizada com o
objetivo de estimar modificagdo na composi¢do, grau de cristalinidade e
temperatura de fusdo que possam eventualmente ter sido causadas pelo
processo de coprecipitacdo. Os termogramas do trans-resveratrol e do
PHBV puros, bem como das particulas obtidas nos experimentos de
coprecipitacdo 1, 2 e 3 (E1, E2 e E3, respectivamente), sdo apresentados
na Figura 19.
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Figura 19 — Termogramas do trans-resveratrol puro, PHBV puro e das particulas
obtidas nos experimentos de coprecipitacdo 1, 2 e 3 (E1, E2 e E3
respectivamente).

= T
E -
S
©
o
(0]
©
o A
X
=
L
—— Resveratrol
4——PHBV
———————— E1l
E2
—————— E3
T T T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Fonte: desenvolvido pelo autor.

O termograma do trans-resveratrol puro apresentou um pico
endotérmico caracteristico, correspondente ao ponto de fusdo em 275,25
°C, enquanto que o PHBV exibiu seu ponto de fusdo em 167,29 °C,
dados que conferem com os reportados na literatura (CRETOIS et al.,
2014; CUNHA et al., 2016). Ja nos termogramas das particulas
coprecipitadas obtidas nas condigdes experimentais 1 e 2, 0 pico de
fusdo caracteristico do trans-resveratrol ndo se faz presente, indicando a
auséncia do composto no estado cristalino. Isto sugere que o trans-
resveratrol aprisionado nestas particulas encontra-se na forma de um
solido amorfo, disperso na matriz polimérica (TZENG et al., 2011). A
presenca do pico de fusdo caracteristico do PHBV nos termogramas das
particulas é devida ao excesso de polimero presente nas mesmas.

Diferentemente dos resultados das outras duas amostras de
particulas coprecipitadas, a curva de DSC do experimento 3, que
resultou em um percentual muito maior de trans-resveratrol que 0s
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demais, apresentou um novo formato com o deslocamento do pico de
fusdo do trans-resveratrol. Este resultado indica a existéncia de uma
nova fase sélida em que o trans-resveratrol encontra-se disperso com
uma cristalinidade menor que o composto puro, corroborando o0s
resultados de DRX.

As diferencas entre os termogramas das particulas coprecipitadas
analisadas sugerem diferentes graus de cristalinidade nas particulas,
todos inferiores ao composto puro, que podem ter influenciado a analise
de determinacdo da capacidade de inibicdo do radical DPPH.

4.10 COMPORTAMENTO DE LIBERAGAO IN VITRO DO TRANS-
RESVERATROL

O estudo do comportamento de liberagcdo in vitro do trans-
resveratrol foi realizado utilizando-se as particulas coprecipitadas nas
condicdes experimentais 3 e 4, em funcdo de apresentarem a maior e a
menor eficiéncia de encapsulamento, respectivamente. A Figura 20
apresenta o0 percentual de trans-resveratrol liberado com o tempo nos
meios PBS pH 6,8 e HCI 0,1 M, entre 0 e 52 h.

Figura 20 — Perfis de liberacdo in vitro das particulas obtidas nas condi¢Ges de
coprecipitacio 3 e 4 (E3 e E4) nos meios de liberagdo PBS pH 6,8 e HCI 0,1 M.
Os dados sdo expressos como média + desvio padrao.
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As diferentes condi¢cbes experimentais caracterizaram-se por
comportamentos de liberagdo similares, embora com taxas de liberacéo
diferentes, dependendo das propriedades e do percentual de trans-
resveratrol existente nas particulas. Os perfis de liberacdo das particulas
do experimento 4 mostraram-se quase que sobrepostos nos diferentes
meios de dissolucdo, com excegdo dos intervalos entre 7 e 23 h e entre
30 e 40 h, em que o percentual de liberagdo aumentou no meio éacido
enquanto diminuiu no PBS. Esta sobreposicdo dos perfis indica que o
pH do meio ndo afetou significativamente a liberagdo do composto
ativo. Um burst (alta quantidade do principio ativo liberada
rapidamente) de liberacdo foi observado nas primeiras 4 h, seguido por
um aumento da liberacdo a uma taxa menor. O mesmo comportamento
pode ser observado para o experimento 3 em PBS, com o burst inicial
nas primeiras 2 h. Entretanto, o perfil de liberagdo no meio &cido
apresentou uma liberagdo inicial menos acentuada, atingindo a segunda
fase em torno de 6 h.

O burst de liberacdo permite o alcance da concentracdo efetiva de
resveratrol rapidamente no plasma, enquanto que a liberacéo controlada
permite a manutencdo da concentragdo por um longo periodo de tempo.
A baixa biodisponibilidade do trans-resveratrol devido a seu rapido
metabolismo pode ser parcialmente evitado por este processo,
estendendo seus efeitos bioldgicos in vivo por um tempo maior
(MENDES et al., 2012; PENG et al., 2010).

Em geral, os perfis apresentaram um padrdo de liberagdo bifésico.
Inicialmente, o burst de liberacdo de trans-resveratrol observado pode
estar associado a rapida dissolucdo do composto ativo adsorvido,
incorporado ou fracamente ligado a superficie das particulas (mesmo
ap6s a etapa de lavagem), como sugerido pelos resultados da
microscopia confocal e da andlise de DSC (Figuras 15 e 19). Na fase
seguinte, mais lenta, o trans-resveratrol foi progressivamente liberado
sob influéncia da difusdo por meio da matriz polimérica, bem como da
degradacdo do polimero (SANNA et al., 2012). De acordo com Pouton e
Akhtar (1996) a liberacdo de principios ativos encapsulados em baixas
concentragdes, a partir do PHBV tende a ocorrer pela penetragdo de
agua e formacdo de poros nas matrizes poliméricas. Sua degradacao
ocorre por erosdo da superficie, 0 que o torna um material atrativo para a
aplicacdo na liberacéo controlada de compostos bioativos.

Apo6s as 52 h de experimento, o percentual total de trans-
resveratrol liberado pelas particulas coprecipitadas no experimento 3 foi
de 26,57% e 51,07% para as particulas do experimento 4, o que é
consistente se levarmos em conta que O percentual real de
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encapsulamento alcancado no experimento 3 é aproximadamente o
dobro que o percentual do experimento 4. Em relacdo a isto, ndo houve
diferenca significativa entre as concentracdes finais de trans-resveratrol
alcancadas em ambos os experimentos.

Ao avaliar o comportamento de liberacdo de microparticulas de
trans-resveratrol encapsulado em PHBV pela técnica de simples
emulsdo/evaporacdo de solvente em meio PBS (pH 6,8), Mendes et al.
(2012) observaram um percentual de 80% de liberacdo do composto
ativo em tempos de 90 a 300 min. As particulas em questdo
apresentaram tamanhos médios entre 29,20 e 47 um, aproximadamente
100 vezes maiores que as obtidas no presente trabalho. O perfil de
liberacdo foi também caracterizado por um comportamento bifésico,
com um burst inicial e uma segunda fase de liberacdo lenta. Percebe-se,
assim, a similaridade entre os perfis de liberacdo das particulas obtidas
com 0 mesmo principio ativo e agente encapsulante, embora por meio
de técnicas de encapsulamento distintas. Evidencia-se ainda, a influéncia
do tamanho de particula sobre a velocidade de liberacdo do composto
ativo, sendo esta inversamente proporcional ao tamanho das particulas.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

5.1 CONCLUSOES

O processo de coprecipitacdo por meio da técnica SEDS permitiu
a obtencdo de particulas submicrométricas de trans-resveratrol em
PHBYV com percentual real e eficiéncia de encapsulamento de até 49,71
e 99,54%, respectivamente. A pressdo do sistema apresentou um efeito
significativo negativo sobre ambos os resultados, assim como a
interacdo entre pressdo e concentracdo de trans-resveratrol na solugdo
organica, 0 que é interessante do ponto de vista industrial, pois o uso de
menores pressdes implica em menores custos de investimento e
operacionais.

De modo geral, as particulas coprecipitadas apresentaram
morfologia esférica, a qual favorece uma maior bioabsorcdo devido a
maior area superficial apresentada. O tamanho de particula obtido variou
entre 390 e 570 nm, ndo tendo sido influenciado significativamente
pelas varidveis de processo. A distribuicdo de tamanho de particula
mostrou-se estreita, como € caracteristico da técnica SEDS.

Em funcéo destes resultados, a atividade antioxidante in vitro do
trans-resveratrol foi mantida ap6s o0 processo de coprecipitacdo e ainda
aumentada em algumas condicbes experimentais, sugerindo melhora na
biodisponibilidade do composto ativo.

Analises das particulas coprecipitadas mostraram que 0 processo
supercritico ndo alterou a estrutura quimica do trans-resveratrol. Por
outro lado, o composto tornou-se mais amorfo apds o processo, 0 que
pode favorecer sua dissolucdo e bioabsorcdo. Como as particulas
apresentaram-se livres de solvente organico, seu consumo ou aplicacdo
ndo apresentam riscos a salde humana.

O comportamento de liberacdo in vitro observado apresentou um
burst inicial em até 6 horas de experimento, seguido por uma liberacédo
lenta e constante, o que possibilita a aplicacdo das particulas em sistema
de liberacdo em longo prazo.

A coprecipitacdo em PHBV foi capaz de proteger o trans-
resveratrol da radiacdo UV, diminuindo pela metade sua degradagdo
apo6s uma hora de exposigdo. Estes resultados mostram-se promissores,
pois indicam o potencial de aplicacdo das particulas em produtos
cosmeéticos, onde 0 composto possa exercer suas propriedades
bioldgicas.
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5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A seguir sdo apresentadas algumas sugestGes e ideias para

continuidade deste trabalho:

Realizar a extracdo do trans-resveratrol a partir de matérias-
primas regionais, com posterior etapa de coprecipitacao;
Avaliar a possibilidade de adicdo de um surfactante (Tween 80)
na dgua na etapa de lavagem das particulas buscando aumentar
a eficiéncia desta etapa e obter menor aglomeracdo das
particulas depois de secas;

Modelagem matematica dos perfis de liberacdo do principio
ativo que contemple as representacbes adequadas dos
mecanismos envolvidos no processo;

Realizar estudos de liberacdo in vitro em meios simuladores de
digestdo, com o uso de saliva, sucos gastrico, duodenal e bile,
formulados a partir de sais, acidos e enzimas, de modo a
conhecer o comportamento das particulas nestes sistemas;
Estudar a cinética de degradagdo do material encapsulado por
um maior periodo de tempo;

Avaliar a aplicacdo das particulas em formulagbes de
cosméticos com prote¢do solar;

Realizar estudos in vivo para verificar a reprodutibilidade dos
resultados observados in vitro.
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6.1 TRABALHOS SUBMETIDOS EM PERIODICO

DAL MAGRO, C.; AGUIAR, G.P.S.; VENERAL, JG,;
SANTOS, AE. CHAVES, LM.P.C.; OLIVEIRA, JV;
LANZA, M. Co-precipitation of trans-resveratrol in PHBV
using Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids
technique. The Journal of Supercritical Fluids, v. 127, p.
182-190, set. 2017.

AGUIAR, G.P.S.; ARCARI, B.D.; CHAVES, L.M.P.C.; DAL
MAGRO, C.; BOSCHETTO, D.L.; PIATO, A.L.; LANZA, M;
OLIVEIRA, J.V. Micronization of trans-resveratrol by
supercritical  fluid: dissolution, solubility and in vitro
antioxidant activity. Industrial Crops and Products, submetido,
2017.

6.2 TRABALHOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSO

DAL MAGRO, C.; AGUIAR, G.P.S.; SANTOS, AE,;
CHAVES, L.M.P.C; OLIVEIRA, JV.; LANZA, M.
Coprecipitacdo de trans-resveratrol em PHBV utilizando a
técnica de Dispersdo de Solucdo Aumentada por Fluido
Supercritico (SEDS). XXV CBCTA - Congresso Brasileiro
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e X CIGR Section IV
International Technical Symposium, Gramado, 2016.

DAL MAGRO, C.; AGUIAR, G.P.S; SANTOS, A.E,;
CHAVES, L.M.P.C.; CARVALHO, G.O.; OLIVEIRA, J.V.;
LANZA, M. Coprecipitacdo de resveratrol em PHBV utilizando
tecnologia  supercritica. Il CONIGTI - Congresso
Internacional de Gestdo, Tecnologia e Informacéo e Il
CSBEA - Congresso Sul Brasileiro de Engenharia de
Alimentos, Erechim, 2016.



78



79

REFERENCIAS

AFAQ, F.; ADHAMI, V. M.; AHMAD, N. Prevention of short-term
ultraviolet B radiation-mediated damages by resveratrol in SKH-1
hairless mice. Toxicology and Applied Pharmacology, v. 186, n. 1, p.
28-37, 1 jan. 2003.

AGARWAL, A.; KHARB, V.; SAHARAN, V. A. Process optimisation,
characterisation and evaluation of resveratrol-phospholipid complexes
using Box-Behnken statistical design. International Current
Pharmaceutical Journal, v. 3, n. 7, p. 301-308, 7 jun. 2014.

AGGARWAL, B. B. et al. Role of resveratrol in prevention and therapy
of cancer: preclinical and clinical studies. Anticancer Research, v. 24,
n. 5A, p. 2783-2840, out. 2004.

AGUIAR, G. P. S. et al. Trans-resveratrol micronization by SEDS
technique. Industrial Crops and Products, v. 89, p. 350-355, Outubro
2016.

AHMAD, |. et al. Supercritical Fluid Technology-Based Trans-
Resveratrol SLN for Long Circulation and Improved Radioprotection.
Journal of Pharmaceutical Innovation, v. 11, n. 4, p. 308-322, 1 dez.
2016.

BAUTITZ, I. R.; NOGUEIRA, R. F. P. Degradation of tetracycline by
photo-Fenton process—Solar irradiation and matrix effects. Journal of
Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, v. 187, n. 1, p. 33—
39, 5 mar. 2007.

BERTACCHE, V. et al. Host-Guest Interaction Study of Resveratrol
With Natural and Modified Cyclodextrins. Journal of inclusion
phenomena and macrocyclic chemistry, v. 55, n. 3-4, p. 279-287, 1
ago. 2006.

BERTUCCO, A.; VETTER, G. High pressure process technology:
Fundamentals and applications. Amsterdam: Industrial Chemistry
Library, Elsevier, 2001. v. 9.



80

BOSCHETTO, D. L. et al. Phase behavior and process parameters effect
on grape seed extract encapsulation by SEDS technique. Industrial
Crops and Products, v. 50, p. 352-360, Outubro 2013.

BOSCHETTO, D. L. et al. Encapsulation of bixin in PHBV using SEDS
technique and in vitro release evaluation. Industrial Crops and
Products, v. 60, p. 22-29, Setembro 2014.

BOX, G. E. P.; WETZ, J. Criteria for judging adequacy of estimation
by an approximating response function. (No. UWIS-DS-73-9)
University of Wisconsin-Madison, Department of Statistics, 1973.

BRUNEL, D. G. et al. Natural additives for poly (hydroxybutyrate - CO
- hydroxyvalerate) - PHBV: effect on mechanical properties and
biodegradation. Materials Research, v. 17, n. 5, p. 1145-1156, out.
2014.

BRUNNER, G. Gas extraction: an introduction to fundamentals of
supercritical fluids and the application to separation processes.
Springer Verlag, 1994.

CADDEDQ, C. et al. Effect of resveratrol incorporated in liposomes on
proliferation and UV-B protection of cells. International Journal of
Pharmaceutics, v. 363, n. 1-2, p. 183-191, 3 nov. 2008.

CARLSON, L. H. C.; BOLZAN, A. Size Meter, Versio 1.1.
Laboratério de Controle de Processos (LCP). Universidade Federal
de Santa Catarina.

CATALGOL, B. et al. Resveratrol: French Paradox Reuvisited.
Frontiers in Pharmacology, v. 3, 17 jul. 2012.

CATONI, S. E. M. Biossintese e obtencdo de PHB e PHBV
plastificados com PEG visando aplicacdo em liberagdo controlada
de farmacos. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de
Processos) — Universidade da Regido de Joinville, Joinville, SC, Brasil,
2011.

CHEN, A.-Z. et al. Study of poly(l-lactide) microparticles based on
supercritical CO2. Journal of Materials Science: Materials in
Medicine, v. 18, n. 12, p. 2339-2345, 1 dez. 2007.



81

CHEN, G.-Q.; WU, Q. The application of polyhydroxyalkanoates as
tissue engineering materials. Biomaterials, v. 26, n. 33, p. 6565-6578,
nov. 2005.

COCERO, M. J. et al. Encapsulation and co-precipitation processes with
supercritical fluids: Fundamentals and applications. The Journal of
Supercritical Fluids, 20th Year Anniversary Issue of the Journal of
Supercritical Fluids. v. 47, n. 3, p. 546-555, jan. 2009.

COSTA, M. S. et al. Supercritical antisolvent precipitation of PHBV
microparticles. International Journal of Pharmaceutics, v. 328, n. 1,
p. 72-77, 2 jan. 2007.

COUNET, C.; CALLEMIEN, D.; COLLIN, S. Chocolate and cocoa:
New sources of trans-resveratrol and trans-piceid. Food Chemistry, v.
98, n. 4, p. 649-657, 2006.

CRETOIS, R. et al. Microstructure and barrier properties of
PHBV/organoclays bionanocomposites. Journal of Membrane
Science, v. 467, p. 56-66, Outubro 2014.

CUNHA, M. et al. Film blowing of PHBV blends and PHBV-based
multilayers for the production of biodegradable packages. Journal of
Applied Polymer Science, v. 133, n. 2, p. n/a-n/a, 10 jan. 2016.

DANHIER, F.; FERON, O.; PREAT, V. To exploit the tumor
microenvironment: Passive and active tumor targeting of nanocarriers
for anti-cancer drug delivery. Journal of Controlled Release, v. 148, n.
2, p. 135-146, Dezembro 2010.

DAVIDOV-PARDO, G.; MCCLEMENTS, D. J. Resveratrol
encapsulation: Designing delivery systems to overcome solubility,
stability and bioavailability issues. Trends in Food Science &
Technology, v. 38, n. 2, p. 88-103, ago. 2014.

DAVIDOV-PARDO, G.; MCCLEMENTS, D. J. Nutraceutical delivery
systems: Resveratrol encapsulation in grape seed oil nanoemulsions
formed by spontaneous emulsification. Food Chemistry, v. 167, p.
205-212, 15 jan. 2015.



82

DOCHERTY, J. J. et al. Effect of topically applied resveratrol on
cutaneous herpes simplex virus infections in hairless mice. Antiviral
Research, v. 61, n. 1, p. 19-26, jan. 2004.

ELVASSORE, N.; BERTUCCO, A.; CALICETI, P. Production of
Insulin-Loaded Poly(Ethylene Glycol)/Poly(I-Lactide) (PEG/PLA)
Nanoparticles by Gas Antisolvent Techniques. Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 90, n. 10, p. 1628-1636, out. 2001.

FARAGO, P. V. et al. Physicochemical characterization of a hydrophilic
model drug-loaded PHBV microparticles obtained by the double
emulsion/solvent evaporation technique. Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 19, n. 7, p. 1298-1305, 2008.

FIGUEIRAS, T. S.; NEVES-PETERSEN, M. T.; PETERSEN, S. B.
Activation Energy of Light Induced Isomerization of Resveratrol.
Journal of Fluorescence, v. 21, n. 5, p. 1897-1906, set. 2011.

FIGUEIREDO, T. V. B. et al. Production and characterization of
polyhydroxyalkanoates obtained by fermentation of crude glycerin from
biodiesel. Quimica Nova, v. 37, n. 7, p. 1111-1117, 2014.

FRANCESCHI, E. et al. Precipitation of f-carotene and PHBV and co-
precipitation from SEDS technique using supercritical CO2. The
Journal of Supercritical Fluids, v. 47, n. 2, p. 259-269, dez. 2008.

FRANCESCHI, E. et al. Precipitation of B-carotene microparticles from
SEDS technique using supercritical CO2. Journal of Food
Engineering, v. 95, n. 4, p. 656-663, dez. 2009.

FREMONT, L. Biological effects of resveratrol. Life Sciences, v. 66, n.
8, p. 663-673, 14 jan. 2000.

GOKGCE, E. H. et al. Resveratrol-loaded solid lipid nanoparticles versus
nanostructured lipid carriers: evaluation of antioxidant potential for
dermal applications. International Journal of Nanomedicine, v. 7, p.
1841-1850, 2012.

HEREDIA, A.; DAVIS, C.; REDFIELD, R. Synergistic inhibition of
HIV-1 in activated and resting peripheral blood mononuclear cells,
monocyte-derived macrophages, and selected drug-resistant isolates



83

with nucleoside analogues combined with a natural product, resveratrol.
Journal of Acquired Immune Deficiency Syndromes (1999), v. 25, n.
3, p. 246-255, 1 nov. 2000.

HOBBS, S. K. et al. Regulation of transport pathways in tumor vessels:
role of tumor type and microenvironment. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, v. 95, n. 8, p.
4607-4612, 14 abr. 1998.

HWANG, D.; LIM, Y.-H. Resveratrol antibacterial activity against
Escherichia coli is mediated by Z-ring formation inhibition via
suppression of FtsZ expression. Scientific Reports, v. 5, p. 10029, 5
maio 2015.

JOYE, I. J.; MCCLEMENTS, D. J. Production of nanoparticles by anti-
solvent precipitation for use in food systems. Trends in Food Science
& Technology, v. 34, n. 2, p. 109-123, dez. 2013.

JUNG, J.; PERRUT, M. Particle design using supercritical fluids:
Literature and patent survey. The Journal of Supercritical Fluids, v.
20, n. 3, p. 179-219, ago. 2001.

KALANI, M.; YUNUS, R. Application of supercritical antisolvent
method in drug encapsulation: a review. International Journal of
Nanomedicine, v. 6, p. 1429-1442, 2011.

KHAN, M. A. et al. Comparative investigation of the free radical
scavenging potential and anticancer property of Diospyros blancoi
(Ebenaceae). Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v. 6, n.
5, p. 410-417, Maio 2016.

LOSS, R. A. et al. Encapsulation of eugenyl acetate in PHBV using
SEDS technique and in vitro release evaluation. Journal of Food
Science and Technology, v. 53, n. 10, p. 3859-3864, out. 2016.

MACHADO JR, F. R. S. et al. Encapsulation of astaxanthin from
Haematococcus pluvialis in PHBV by means of SEDS technique using
supercritical CO2. Industrial Crops and Products, v. 54, p. 17-21,
mar. 2014.



84

MADENE, A. et al. Flavour encapsulation and controlled release — a
review. International Journal of Food Science & Technology, v. 41,
n. 1, p. 1-21, 1 jan. 2006.

MANTEGNA, S. et al. A one-pot ultrasound-assisted water
extraction/cyclodextrin encapsulation of resveratrol from Polygonum
cuspidatum. Food Chemistry, v. 130, n. 3, p. 746-750, fev. 2012.

MENDES, J. B. E. et al. PHBV/PCL Microparticles for Controlled
Release of Resveratrol: Physicochemical Characterization, Antioxidant
Potential, and Effect on Hemolysis of Human Erythrocytes. The
Scientific World Journal, v. 2012, p. 1-13, 2012.

MUNIN, A.; EDWARDS-LEVY, F. Encapsulation of natural
polyphenolic compounds; a review. Pharmaceutics, v. 3, n. 4, p. 793—
829, 4 nov. 2011.

NDIAYE, M. et al. The grape antioxidant resveratrol for skin disorders:
promise, prospects, and challenges. Archives of Biochemistry and
Biophysics, v. 508, n. 2, p. 164-170, 15 abr. 2011.

PENG, H. et al. Vanillin cross-linked chitosan microspheres for
controlled release of resveratrol. Food Chemistry, v. 121, n. 1, p. 23—
28, 1 jul. 2010.

PERRUT, M.; JUNG, J.; LEBOEUF, F. Enhancement of dissolution
rate of poorly soluble active ingredients by supercritical fluid processes:
Part 1l: Preparation of composite particles. International Journal of
Pharmaceutics, v. 288, n. 1, p. 11-16, 6 jan. 2005.

POUTON, C. W.; AKHTAR, S. Biosynthetic polyhydroxyalkanoates
and their potential in drug delivery. Advanced Drug Delivery Reviews,
Latest developments in modern drug delivery. v. 18, n. 2, p. 133-162,
15 jan. 1996.

PRIAMO, W. L. et al. Precipitation and encapsulation of p-carotene in
PHBV using carbon dioxide as anti-solvent. The Journal of
Supercritical Fluids, v. 54, n. 1, p. 103-109, jul. 2010.

PRIAMO, W. L. et al. In vitro release profiles of p-carotene
encapsulated in PHBV by means of supercritical carbon dioxide



85

micronization technique. The Journal of Supercritical Fluids, v. 56, n.
2, p. 137-143, mar. 2011.

PRIAMO, W. L. et al. Micronization processes by supercritical fluid
technologies: a short review on process design (2008-2012) - doi:
10.4025/actascitechnol.v35i4.18819. Acta Scientiarum. Technology, v.
35, n. 4, p. 695-709, 23 maio 2013.

REDDY, C. S. K. et al. Polyhydroxyalkanoates: an overview.
Bioresource Technology, v. 87, n. 2, p. 137-146, abr. 2003.

REVERCHON, E. et al. Supercritical fluids processing of polymers for
pharmaceutical and medical applications. The Journal of Supercritical
Fluids, 20th Year Anniversary Issue of the Journal of Supercritical
Fluids. v. 47, n. 3, p. 484-492, jan. 20009.

RIEKES, M. K. et al. Evaluation of oral carvedilol microparticles
prepared by simple emulsion technique using poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate) and polycaprolactone as polymers. Materials
Science and Engineering: C, v. 31, n. 5, p. 962-968, 20 jul. 2011.

ROBINSON, K.; MOCK, C.; LIANG, D. Pre-formulation studies of
resveratrol. Drug Development and Industrial Pharmacy, v. 41, n. 9,
p. 1464-1469, 2015.

SANNA, V. et al. Development of novel cationic chitosan-and anionic
alginate-coated  poly(D,L-lactide-co-glycolide)  nanoparticles  for
controlled release and light protection of resveratrol. International
Journal of Nanomedicine, v. 7, p. 5501-5516, 2012.

SANTQOS, D. T. et al. Production of stabilized sub-micrometric particles
of carotenoids using supercritical fluid extraction of emulsions. The
Journal of Supercritical Fluids, v. 61, p. 167-174, jan. 2012.

SANTOS, D. T. et al. Stabilization of anthocyanin extract from
jabuticaba skins by encapsulation using supercritical CO2 as solvent.
Food Research International, Stability of phytochemicals during
processing. v. 50, n. 2, p. 617624, mar. 2013.



86

SESSA, M. et al. Bioavailability of encapsulated resveratrol into
nanoemulsion-based delivery systems. Food Chemistry, v. 147, p. 42—
50, 15 mar. 2014.

SHI, G. et al. Stabilization and encapsulation of photosensitive
resveratrol within yeast cell. International Journal of Pharmaceutics,
v. 349, n. 1-2, p. 83-93, Fevereiro 2008.

SIGNORELLI, P.; GHIDONI, R. Resveratrol as an anticancer nutrient:
molecular basis, open questions and promises. The Journal of
Nutritional Biochemistry, v. 16, n. 8, p. 449-466, Agosto 2005.

SILVA, C. G. et al. Photochemical and photocatalytic degradation of
trans-resveratrol. Photochemical & Photobiological Sciences: Official
Journal of the European Photochemistry Association and the
European Society for Photobiology, v. 12, n. 4, p. 638-644, abr. 2013.

SIMIONI, A. R. et al. PHBHV/PCL microspheres as biodegradable drug
delivery systems (DDS) for photodynamic therapy (PDT). Journal of
Materials Science, v. 43, n. 2, p. 580-584, 1 jan. 2008.

STULZER, H. K. et al. Evaluation of cross-linked chitosan
microparticles containing acyclovir obtained by spray-drying. Materials
Science and Engineering: C, Proceedings of the 2nd “French-
Brazilian-Polymer” FBPOL2008 Conference. v. 29, n. 2, p. 387-392, 1
mar. 20009.

SUN, A. Y. et al. Botanical Phenolics and Neurodegeneration. In:
BENZIE, I. F. F.; WACHTEL-GALOR, S. (Eds.). . Herbal Medicine:
Biomolecular and Clinical Aspects. 2nd. ed. Boca Raton (FL): CRC
Press/Taylor & Francis, 2011.

TRELA, B. C.; WATERHOUSE, A. L. Resveratrol: Isomeric Molar

Absorptivities and Stability. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 44, n. 5, p. 1253-1257, 1 jan. 1996.

TZENG, C.-W. et al. Enhancement of dissolution and antioxidant
activity of kaempferol using a nanoparticle engineering process.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 59, n. 9, p. 5073-
5080, 11 maio 2011.



87

VILELA, F. M. P. et al. Effect of ultraviolet filters on skin superoxide
dismutase activity in hairless mice after a single dose of ultraviolet
radiation. European  Journal of  Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, v. 80, n. 2, p. 387-392, Fevereiro 2012.

VYAS, N. et al. Penetration of sub-micron particles into dentinal tubules
using ultrasonic cavitation. Journal of Dentistry, v. 56, p. 112-120,
jan. 2017.

XIE, M-B. et al. Solubility enhancement of curcumin via supercritical
CO, based silk fibroin carrier. The Journal of Supercritical Fluids, v.
103, p. 1-9, ago. 2015.

YAMADA, S. et al. Crystalline Structural Change of Bacterial Poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) with Narrow Compositional
Distribution. Macromolecules, v. 34, n. 13, p. 4659-4661, 1 jun. 2001.

YEO, S.-D.; KIRAN, E. Formation of polymer particles with
supercritical fluids: A review. The Journal of Supercritical Fluids, v.
34, n. 3, p. 287-308, jul. 2005.

YU, H.-Y. et al. Reinforcement of transparent poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate) by incorporation of functionalized carbon
nanotubes as a novel bionanocomposite for food packaging.
Composites Science and Technology, v. 94, p. 96-104, Abril 2014.

ZHENG, L.-F. et al. DNA damage induced by resveratrol and its
synthetic analogues in the presence of Cu (ll) ions: Mechanism and
structure-activity relationship. Free Radical Biology and Medicine, v.
41, n. 12, p. 1807-1816, Dezembro 2006.



88



89

APENDICE A - Comportamento de fases do sistema ternario CO, +

diclorometano + acetona

Figura 21 — Isotermas de equilibrio liquido-vapor do sistema ternario CO, +
diclorometano + acetona. w;: fragdo maéssica de CO,; ELV-PB: equilibrio
liquido-vapor observado por meio do ponto de bolha.
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Fonte: desenvolvido pelo autor.
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APENDICE B - Esquema da caixa de irradiacéo para analise de
fotoestabilidade

Figura 22 — Esquema com dimensfes da caixa de irradiacdo para analise de
fotoestabilidade das particulas de trans-resveratrol coprecipitadas em PHBV.

Unidade : Milimetros

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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APENDICE C - Doses de irradiacéo aplicadas as amostras na
andlise de fotoestabilidade

Tabela 6 — Doses de irradiacéo aplicadas &s amostras de trans-resveratrol puro e
particulas de trans-resveratrol coprecipitadas em PHBV

Tempo (s) Dose de irradiacéo Intensidade de irradiacio
(mJ-cm?) (W-m?)
60 60 10
300 404 13,46
600 739 12,31
1800 2161 12,00
3600 4043 11,23

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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APENDICE D - Curvas de calibrac&o construidas por CG-FID

Figura 23 — Curva de calibracdo para quantificagdo de ppm residual de
diclorometano
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Figura 24 — Curva de calibracéo para quantificagdo de ppm residual de acetona.
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APENDICE E - Resultados de quantificagdo de ppm residual de
solventes

Tabela 7 — Resultados dos calculos de quantificagdo de acetona e diclorometano
residual a partir das curvas de calibracéo.

Acetona Diclorometano
Amostra Area Concentragdo Area Concentragdo
(ppm) (ppm)
1 3226948 0 49672 0
2 2137802 0 29096 0

Fonte: desenvolvido pelo autor.
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ANEXO A - Certificado de andlise do trans-resveratrol emitido
pelo fabricante Jiaherb Phytochem — Xi’an, China

IAHERB & Shaanns Jiahe Phytochen Co., Lad Tel X §X344365 Fax DOR6-29-8832551¢
4 A-6th Noor, Na Bt Jinye 181 Rowd Xi'an, China 710075

Phytochem [Ihe———

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Resveratrol  99% Resveratrol(HPLC)

Batch No.: Chz20150504 Manufacture Date: 20150304 Expiry Date: 20180303

General Info an
Part Used Root Solvents Used Water& Ethanol
Botanical Source Folvgonum cuspidatum Country Of Origin China
ITEMS SPECIFICATION METHOD TEST RESULTS
Physical& Chemical Data
Color Creamy Organoleptic Conform
Odour characteristic Organoleptic Conform
Appearance Fine Powder Organoleptic Conform
Analytical Quality
Identification Identical 10 RS, sample HPTIC Identical
Resveratrol 99.0% HPLC{on anhydrous basis) 99.10%
Sieve analysis 100 s through 80 mesh USP36<786 Conform
Water(KF) 2.0% FurPh.7.0 [2.5.12) 0.25%
Total Ash <1.0% EurPh.70[2.4.16] 0.07%
Contaminants
Lead (Phy 3.0 myky Eur.Ph.7.0-2.2.58>ICP-MS 0.0412 mg'kg
Arsenic (As) 2.0 mg/kg Eur.Ph.7.0-2.2.58ICP-MS 0.01 mpky
Cadmium (Cd) 1O mg ke EurPh.7.0- 2.2.58-1CP-MS 0.01 mg'kg
Mercury (Hg) 00 mghg Eur Ph.7.0-22.581CP-MS 00279 ke
Solvents Residue Meet EurPh.7.0 <54 FurPh 702424 Conform
Lthanol 5000ppm Conform
Methanol 3000ppm Conform
Pesticides Residue Meer USP Requirements LISP36 561 Conform
Microbiological
Total Plate Count 1000 et ¢ USP36 - 61 Conform
Yeast &Mold 100 efuy USP36 61 Conform
EColi Negative USP36 <62 Conform
Salmonella USP36 <62 Conform
Packing& Storuge Packed in paper-drums and two plastic-bags inside,
N.W:25kgs LD3S M3 lem:
Store ina well-closed container Away from mosture.light. ox;
Shelf life 36 months under the conditions above and in its original packag
Manufacturer Shaanxi Jiahe Phytochem Co., Ltd. Xi'an, P.R. China.
Quality A « Officer
ez S
No: STP-QCP-<2> (812)
Shaunt Jiahe Phytochem Co , | 1d Factory Locanon NO 45 [longguany Rood Hepn o

Lig 1
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ANEXO B - Certificado de anélise do trans-resveratrol emitido pelo
fornecedor SM Empreendimentos — S&o Paulo, Brasil

CERTIFICADO DE ANALISE
RESVERATROL Pag 1
CHINA/CHINA [DATA DE ANALISE: | 04/08/2015
1509957 |LOTE FABRICANTE: _|CHZ20150504
Maio/2015 |DATA DE VALIDADE: |Maio/2018
501-36-0
TEMPERATURA AMBIENTE

NF: ORDEM FRACIONAMENTO:| 15063430B0DATA ENC: | 04/08/2015

TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS REFERENCIAS
Descrigéo® Pb fino creme, com odor caracteristico Pa fino creme, com odor Fabricante
i HPTLC Conforme Fabricante
Umidade® <20% 0,14% Fabricante
Cinzas totais* <1,0% 0,24% Fabricante
Chumbo < 3,0 mg/Kg 0,0412 mg/Kg Fabricante
Arsénico <2,0 mg/Kg <0,01 mg/Kg Fabricante
Cadmio <1,0 mg/Kg <0,01 mgiKg Fabricante
Mercirio <0,1 mg/Kg 0,0279 mg/Kg Fabricante
Solvente residual® Etanol < 5000 ppm 2034,92 ppm Fabricante
Metanol < 3000 ppm 345,07 ppm
Pesticida residual Conforme Conforme Fabricante
Teor (base anidra) * Resveratrol > 99,0% 100,38% Fabricante
Passa 100% na malha 80 Conforme Fabricante
TESTES MICROBIOLOGICOS
Contagem lotal de bactérias* < 1000 UFC/g < 10 UFCig Fabricante
Fungos e leveduras® <100 UFC/g <10 UFClg Fabricante
coli* Negativo JT‘engvn Fabricante
Negativo Negativo Fabricante
TESTES ADH
aparente* (sem 0,40 g/mL_ Mét. Geral FB V
'ﬂwﬁmmmmummwmammwsuswnei LTOA E os demais
foram transcritos conforme certificada de andlise do fabricant
LEGENDA DAS REFERENCIAS. FB (Fum-cuwh mwk-) 1USP (Unfted States /EP (European 1 8P (British
/3P (Japanese MG (Método / Fabricante o conforme o fabricante do
insumo) / ( . informat “'oosu LTDA)

CONGLUSAO: (X) Aprovado () Reprovado
9 &

sponsival Téenico Substituto
Otivin Naes Masacin Mandes - CAF-GON® 5237

Hesporsivel Teorico
JoSo Paule Satin Mendes - CRF.GO 7365

Laisa Caroine de Ofvera Costa
Farmacéutica
CRF-74.121



