Guilherme Shigueru Barbosa Sakata

ENCAPSULACAO DE TRANS-RESVERATROL EM POLI(e-
CAPROLACTONA) POR METODO A ALTA PRESSAO

Dissertacdo submetido ao Programa de
P6s-Graduagdo em Engenharia de
Alimentos da Universidade Federal de
Santa Catarina para a obten¢@o do Grau
de Mestre em Engenharia de Alimentos
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Lanza
Coorientador: Dr. Gean Pablo Silva
Aguiar

Coorientador: Prof. Dr. José Vladimir
de Oliveira

Florian6polis
2019



Ficha de identificagao da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Sakata, Guilherme Shigueru Barbosa

Encapsulagdo de trans-resveratrol em poli (e
caprolactona) por método a alta pressdo / Guilherme
Shigueru Barbosa Sakata ; orientador, Marcelo
Lanza, coorientador, Gean Pablo Silva Aguiar,
coorientador, José Vladimir de Oliveira, 2019.

67 p.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Centro Tecnoldgico, Programa de Pds
Graduagao em Engenharia de Alimentos, Floriandpolis,
2019.

Inclui referéncias.

1. Engenharia de Alimentos. 2. Fluido
supercritico . 3. GAS antissolvente. 4. poli (e
caprolactona). 5. trans-resveratrol. I. Lanza,
Marcelo . II. Aguiar, Gean Pablo Silva. III.
Oliveira, José Vladimir de IV. Universidade
Federal de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduagao
em Engenharia de Alimentos. V. Titulo.




“ENCAPSULACAO DE TRANS-RESYERATROL EM
POLI(e -CAPROLACTONA) POR METODO A ALTA
PRESSAO”

Por

Guilherme Shigueru Barbosa Sakata

Dissertagdo julgada para obtencdio do titulo de Mestre em Engenharia
Alimentos, area de Concentragdo de Desenvolvimento de Processos da
Indiistria de Alimentos, e aprovada em sua forma final pelo Programa de Pos-
graduagdo em Engenharia de Alimpentos da Universidade Federal de Santa

Catarina. /
4L 2D [ e TR

Prof. Dr. Mayéélo Lanza
i dor
A \ -~
1]
Prof. Dil. Jos¢ Viadinmirde-Oliveira

Coorientador

Dr. Gean Pablo Silva Aguiar5

Coorientador
)

Profa. Dra. Sandra Regina Salvador Ferreira
Coordenadora

Banca Examjnadora:

A ze20 /vf-—?zﬁ_ S o1l

Prof. Dr. Marcﬂf)' Lanza Prof. Dr. Sergid Yesid Gomez
Gonzilez

Botomd

Dr. Evertan Antonio Rebelatto

Florianopolis, 08 de margo de 2019.






Este trabalho é dedicado aos meus
queridos pais.






AGRADECIMENTOS
Agradeco a Deus por ter me dado forcas e me guiado para concluir
essa importante etapa

Aos meus pais que sempre estiveram ao meu lado me dando forga
e incentivo

Aos professores Marcelo Lanza e Vladimir pela oportunidade de
orientagdo, pelos ensinamentos.

Ao Gean Pablo por todo auxilio, aten¢do e dedicacdo no
desenvolvimento do trabalho.

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia de Alimentos
(PPGEAL) pela oportunidade da realizag@o desse trabalho.

A Susane, da Central de Microscopia Eletronica (LCME-UFSC)
pelo auxilio com as microscopias.

Ao Leandro da Central de analises do departamento de Engenharia
Quimica e Alimentos, pelas andlises realizadas.

Aos colegas do LATESC pelo auxilio, pelo apoio e pelos
momentos de descontragdo

A Fapesc pela bolsa, a Capes e CPNq pelo apoio financeiro.
Aos membros da banca pela disponibilidade.

A todos que de alguma forma contribuiram para o trabalho






Vocé lutou por isso. Agora vocé tem a chance de
fazer teus sonhos se tornarem realidade.
“Tite”






RESUMO

O trans-resveratrol € um composto pertencente aos polifendis produzidos
por plantas em reagdes adversas. Tem apresentado diversos beneficios a
saide, como possivel capacidade anticancerigena, efeito antioxidante,
cardioprotetor entre outras. Entretanto, sua utilizagcdo € limitada devido a
sua baixa solubilidade em 4gua e instabilidade quimica. Assim, este
trabalho tem por objetivo a produgdo de particulas de trans-resveratrol em
poli(e-caprolactona) utilizando a técnica de GAS antissolvente com o
intuito de melhorar as caracteristicas e proteger o composto. Para avaliar
a influéncia da razdo mdssica entre composto e polimero (1:0,5, 1:1 e 1:2)
e da pressdao (100, 120, 140 bar) na eficiéncia de encapsulacdo e
percentual real de encapsulacdo foi utilizado um planejamento
experimental 22 com triplicata no ponto central. Na melhor condi¢do de
eficiéncia de encapsulacdo e percentual real de encapsulacdo foram
obtidos valores de 99,34% e 65,31% respectivamente, onde foi observado
que apenas a varidvel razdo mdssica teve influéncia no percentual real,
porém, ambas as varidveis ndo tiveram influéncia na efici€ncia. Nas
melhores condi¢des foram obtidas microparticulas com tamanho médio
de 103 até 135 um, com caracteristicas heterogéneas e formato irregular.
O processamento ndo alterou a estrutura quimica dos compostos, assim
como a atividade antioxidante foi preservada. Com relacdo a liberacdo foi
observado uma liberagdo rdpida de até 40% nas primeiras 5 h com um
maximo de 60% e liberacdo constante durante 48 h.

Palavras-chave: trans-resveratrol, GAS antissolvente, antissolvente
supercritico.






ABSTRACT

Resveratrol is a polyphenolic compound produced by plants in adverse
conditions. It has shown several health benefits, such as a potential to
prevent cancer, antioxidant activities, cardioprotective effect, among
others. However, due to its low solubility in water and chemical
instability his use is limited. This study aims to produce poly(e-
caprolactone) particles containing resveratrol employing the GAS
antisolvent technique. A Factorial Design 22 performed in triplicate at the
central point evaluated the influence of polymer and resveratrol mass ratio
(1:0,5, 1:1, 1:2) and pressure (100, 120, 140 bar) on encapsulation
percentage and efficiency. The method came to a 99.34% efficiency and
65.31% encapsulation percentage and the statistical analysis shown that
only the polymer and resveratrol mass ratio impacted the encapsulation
percentage, but neither variables impacted the efficiency. At the best
conditions, microparticles with sizes from 103 to 135 um, heterogeneous
characteristics and irregular format were obtained. The processing did not
change both the compounds chemical structures and the resveratrol
antioxidant activity. A 40% burst release were measured in the first 5
hours with a maximum of 60% constant release during 48 hours.

Keywords: Resveratrol, GAS antisolvent, supercritical antisolvent.
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1 INTRODUCAO

O resveratrol é produzido por vérias espécies vegetais em situacoes
de estresse, injiiria, radiacio ultravioleta e ataque de patégenos. E um
composto fendlico que pertence ao grupo dos estilbenos (LANGCAKE;
PRYCE, 1976).

Foi dado como explicagdo para os efeitos cardioprotetores do
vinho, a partir de entdo varios estudos foram feitos com o trans-resveratrol
e outros beneficios foram descobertos, por exemplo que ele pode prevenir
ou retardar certas doengas, como cancer e doengas cardiovasculares
(BAUR; SINCLAIR, 2006).

Apesar de diversos beneficios a satide, sua utilizacdo na inddstria
ainda € limitada devido a sua baixa solubilidade em dgua (0,021 — 0,030
mg/mL), baixa biodisponibilidade e por ser degradado quimicamente
quando exposto a altas temperaturas, alteracdes de pH (isomerizagao
imediata em ph maior que 8, e lenta entre 5 e 8) e luz (ALLAN;
LENEHAN; ELLIS, 2009; DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS,
2014).

Para se contornar essa situagdo, a encapsulagdo torna-se uma
alternativa interessante, pois pode aumentar a dispersdo do resveratrol,
proteger o composto dos fatores ambientais que promovem sua
degradacdo e aumentar a sua biodisponibilidade (DAVIDOV-PARDO;
MCCLEMENTS, 2014).

A encapsulagdo é¢ um método no qual um material € revestido ou
aprisionado em um outro material ou sistema. Esse material que revestido
¢ chamado de ativo ou niicleo e o material de revestimento é chamado de
casca ou material encapsulante (MADENE et al., 2006).

Os métodos de encapsulacdo geralmente envolvem a utiliza¢do de
solucdes quimicas e uma grande quantidade de solventes organicos. Esses
solventes apresentam alguns problemas como toxicidade, inflamabilidade
e problemas com sua recupera¢do. Com isso hd um aumento no interesse
de tecnologias limpas, dessa maneira os fluidos supercriticos tém sido
utilizados para substituir solventes convencionais (SANSEVERINO,
2000; YUE et al., 2004).

As técnicas que utilizam fluido supercritico para a producdo de
particulas sdo classificadas de acordo com a maneira em que o fluido
supercritico é utilizado no processo, sendo possivel utilizd-lo como
solvente, cossolvente ou antissolvente (MARTfN; COCERO, 2008a).

O método GAS antissolvente se fundamenta na diminui¢do do
poder de solvatacdo do solvente com a adi¢do da solugdo supercritica,
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causando assim uma supersaturacio da solucdo com consequente
precipitacdo das particulas (MARTIN; COCERO, 2008a).

A PCL € um polimero biodegraddvel utilizado para liberagdo
controlada de farmacos devido a sua lenta degradacdo. Tem capacidade
de formar misturas com outros polimeros.

Nesse contexto a encapsulacdo de trans-resveratrol demonstra ser
relevante frente a possiblidade de melhorar as caracteristicas e proteger
um composto com promissoras propriedades a sadde.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

O trabalho tem o objetivo geral de encapsular trans-resveratrol pela
técnica GAS antissolvente utilizando diéxido de carbono como fluido
supercritico e poli(g-caprolactona) como encapsulante.

1.1.2  Objetivos Especificos

Em consonancia com o objetivo geral, os seguintes objetivos
especificos foram estabelecidos:

e Verificar a influéncia das varidveis press@o e razdo mdssica entre
trans-resveratrol e poli(e-caprolactona) na eficiéncia de
encapsulacdo e no percentual real de encapsulacdo (PR);

e Determinar o percentual real de encapsulacido (PR) e eficiéncia
de encapsulacdo (EE);

e Observar a morfologia, tamanho e distribui¢do das particulas por
meio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Microscopia Confocal;

e Analisar por meio da Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) possiveis degradag¢des no
composto;

e Explorar o perfil de liberacdo in vitro das particulas
coprecipitadas;

e Avaliar possiveis perdas no poder antioxidante causado pela alta
pressdo do trans-resveratrol por meio da degradacio do radical
DPPH;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 TRANS-RESVERATROL

Em 1940, trans-resveratrol foi extraido de raizes de Veratrum
gradiflorum O. Loes pela primeira vez (TAKAOKA, 1940), também foi
encontrado mais tarde em raizes de Polygonum Cuspidatum, que tem
sido usada hd muito tempo na medicina oriental (NONOMURA;
KANAGAWA; MAKIMOTO; 1963). Trans-resveratrol € produzido por
plantas em reag@o a injuria, ataque de patégenos, radiacdo UV e estresse.
E uma fitoalexina pertencente ao grupo dos estilbenos, com potencial
benéfico a saide humana, sendo direta ou indiretamente ligado aos
mecanismos de defesa das plantas (FREMONT, 2000; LANGCAKE;
PRYCE, 1976)

Foi detectado em uvas pela primeira vez em 1976 (LANGCAKE;
PRYCE, 1976), foi encontrado no vinho em 1992, quando se pressupds
seus efeitos cardioprotetores, a partir dessa descoberta o interesse no
estudo desse composto aumentou (BAUR; SINCLAIR, 2006;
SIEMANN; CREASY, 1992).

Trans-resveratrol ¢ o termo para 3,5,4’-trihidroxiestilbeno,
pertencente aos polifendis que compreendem uma grande classe de
antioxidantes, sendo eles derivados de fenilalanina com molécula
formada por anéis aromadticos e hidroxilas, como observado na Figura 1.
Também pode ser encontrado na forma cis (SIGNORELLI; GHIDONI,
2005).

Figura 1 - Estrutura quimica do trans-resveratrol e cis-resveratrol

trans-resveratrol cis-resveratrol

Fonte: Frémont (2000)

Virios beneficios do trans-resveratrol tem sido descritos. Esse
composto tem possivel capacidade anticancerigena, efeito antioxidante,
efeito cardioprotetor, inibi¢do do colesterol e triglicerideos, anti-
inflamatdria e neuroprotetoras (BAUR; SINCLAIR, 2006).
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Tem sido apontado como explicagdo para o “Paradoxo Francés”,
conceito que descreve o fato da populagdo francesa em sua alimentagdo
conter uma dieta rica em gorduras saturadas, entretanto apresentar um
baixo indice de doencas cardiovasculares, atribuido ao consumo regular
de vinho (RENAUD; DE LORGERIL, 1992).

Sua utilizacdo ainda ¢é limitada devida sua baixa
biodisponibilidade, baixa solubilidade em dgua (0,021 — 0,030 mg/mL) e
instabilidade quimica. Sua degradacdo normalmente se did pela
isomerizacdo da forma trans para forma cis, fazendo com que isso
diminua sua bioatividade. Os beneficios descritos para o trans-resveratrol
em andlises in vitro, quando expandidos para analises in vivo ndo
demonstram a mesma efetividade, devido sua baixa solubilidade em 4gua,
baixa biodisponibilidade e elevado metabolismo (DAVIDOV-PARDO;
MCCLEMENTS, 2014; MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011; SANNA et
al., 2012).

2.2 FLUIDO SUPERCRITICO

Um fluido supercritico € qualquer substancia que se encontra
acima do seu ponto de temperatura e pressio criticos. E definido como
um estado onde ndo hd diferencas entre o estado liquido e gds, suas
propriedades ficam intermedidrias, sendo a densidade semelhante a do
liquido, a viscosidade de um géas e a difusividade intermediéria entre o
gés e o liquido (BRUNNER, 2005; HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ,
2006).
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Figura 2 - Diagrama P-T para um componente puro.
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Fonte: adaptado de BRUNNER (2005)

Os fluidos supercriticos devido suas caracteristicas como serem
menos nocivos ao meio ambiente comparado aos solventes
convencionais, sdo chamados de “solventes verdes para o futuro”.
Manipulando as varidveis pressdo e temperatura podemos alterar suas
propriedades como difusividade, viscosidade e constante dielétrica,
alterando assim sua seletividade. O processo de recuperagdo do solvente
pode ser feito apenas com uma despressurizacio, sem necessidade de
etapas subsequentes (KNEZ et al., 2014).

O solvente mais utilizado atualmente ¢ o diéxido de carbono
(CO»), por ser atéxico, ndo-inflamdvel e suas propriedades criticas sdao
moderadas, com temperatura de 31,3 °C e pressdo de 72,9 atm, sendo
possivel realizar o processo em temperatura que evita a degradacio de
compostos termolabeis. A pressdo atmosférica se encontra no estado de
gds, sendo assim uma despressurizag@o elimina CO; sem deixar residuos,
sendo o produto livre de solvente (BRUNNER, 2005; HERRERO;
CIFUENTES; IBANEZ, 2006).
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As tecnologias com fluido supercritico em escala industrial sdo
utilizadas em diversas areas como farmacéutica, alimenticia e téxtil.
Devido as suas qualidades, aplicagdes dessa tecnologia vem sendo
desenvolvidas. J4 vem sendo utilizado como meio de reagdo para reagdes
quimicas e bioquimicas (RAMSEY et al., 2009), utilizado em processos
de extracdo (CORREA et al.,, 2016), formacdo de particulas (DAL
MAGRO et al., 2017), microniza¢do de compostos (AGUIAR et al.,
2018), cromatografia com fluido supercritico (SAITO, 2013).

23 FORMACAO DE PARTICULA COM  FLUIDO
SUPERCRITICO

Existem diversas técnicas convencionais para a producdo de
particulas, porém esses métodos trazem consigo algumas desvantagens, a
formacdo por spray drying utiliza altas temperaturas, técnicas com
evaporacdo de solvente podem deixar residuo no produto e todos eles tem
um baixo controle de tamanho (SHARIATTI; PETERS, 2003).

A formacdo de particulas com o uso de fluido supercritico
apresenta uma alternativa que evita as desvantagens das técnicas
convencionais. As particulas formadas normalmente tém tamanho
homogéneo, podendo formar de micro até nanoparticulas, e sdo particulas
de alta pureza (FAGES et al., 2004).

Os processos envolvendo fluido supercritico podem ser
classificados de acordo com a sua funcao no processo, onde ele pode atuar
como solvente, no método de Répida Expansdo de Solucdo Supercritica
(RESS), como soluto na Precipitacdo de Particulas de Solucdo Saturada
com Gas (PGSS) ou como antissolvente nos métodos Gas Antissolvente
(GAS) e Antissolvente Supercritico (SAS) (MARTfN; COCERO, 2008a)

2.3.1 Fluido supercritico como solvente

A técnica que utiliza fluido supercritico como solvente foi proposta
por Krukonis, e é conhecida como Répida Expansido de Solugio
Supercritica (RESS). Essa técnica se fundamenta na alteragdo do poder
solvente do CO; supercritico com a variagdo dos parametros pressio e
temperatura. O método consiste basicamente em duas etapas, primeiro o
composto entra em contato com o fluido supercritico no qual € dissolvido,
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em seguida a mistura segue para a etapa da expansdo por meio de um
bocal, como exemplificado na Figura 3 (FAHIM et al., 2014; SHARIATI;
PETERS, 2003)

Figura 3 - Fluxograma esquemdtico do RESS
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Fonte: adaptado de MARTIN; COCERO, (2008b)

A formacdo de particulas pelo método RESS se baseia na diferenca
de solubilidade do composto em CO; supercritico quando o mesmo se
encontra a alta e baixa pressdo, juntamente com a separacido de fases
induzida pela despressurizacdo na etapa de expansdo. Quando a solucio
¢ expandida por meio do bocal, a despressurizacdo repentina diminui o
poder solvente do CO; e a temperatura da solug¢do, com isso ocorre uma
supersaturacdo da solugdo, seguido da nucleacdo e formagdo das
particulas. Como essa despressurizag¢@o ocorre de maneira extremamente
rdpida, supersaturagdo extremamente alta pode ser alcangcada e propagada
rapidamente por todo fluido, assim particulas de tamanho pequeno e
distribui¢do pequena sdo obtidas (COCERO et al., 2009; ESFANDIAR]I,
2015; MARTIN; COCERO, 2008b; YEO; KIRAN, 2005).

Pressdo e temperatura sdo alguns dos parametros principais do
processo. Esses pardmetros indicam o trajeto na separacdo de fases
causada pela despressuriza¢do, um bindémio onde a solu¢do nio adquira
caracteristicas adequadas na etapa de despressurizacdo pode levar a
varia¢do na morfologia ou entupimento do bocal. O bocal de expansio
também tem importante papel na morfologia das particulas precipitadas,
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uma variagdo no comprimento ou no didmetro do bocal modifica a
morfologia da particula final (DAVIES et al., 2008; FAGES et al., 2004;
MARTIN; COCERO, 2008b; YEO; KIRAN, 2005).

Como o método necessita que o composto seja solivel em CO;
supercritico, isso limita sua utilizacdo j4 que um pequeno ndmero de
compostos tem essa caracteristica. Uma maneira de se contornar esse
problema seria o uso de cossolventes no processo, porém isso elimina
uma das principais vantagens do método que € a ndo utilizacdo de
solventes organicos (COCERO et al., 2009; DAVIES et al.,, 2008;
MARTIN; COCERO, 2008b).

2.3.2  Fluido supercritico como soluto

O processo PGSS utiliza o CO2 como soluto, neste caso, o0 método
se baseia no efeito Joule-Thomson, que € a reducdo da temperatura
causado pela despressurizagao junto com a evaporagdo do CO; que leva
a solidificacdo das particulas. Essa técnica é utilizada para compostos
que ndo sdo soliiveis em CO; e que o efeito antissolvente é pequeno, mas
que tem potencial de absorver grande quantidade do gis (FAHIM et al.,
2014; KNEZ; WEIDNER, 2003; MARTIN; COCERO, 2008b).

O processo basicamente se fundamenta na dissolucdo do CO,
supercritico em um substrato, obtendo assim uma soluc¢do saturada de gas,
seguido de uma expansdo por meio de um bocal na cdmara de expansio,
que leva a formagao das particulas, conforme a Figura 4. (ESFANDIARI,
2015; FAGES et al., 2004; MARTIN; COCERO, 2008b).

O PGSS apresenta certas vantagens com relacio a outros métodos,
ndo utiliza solvente, logo ndo necessita de etapas subsequentes, usa
quantidade baixa de CO» se comparada aos outros métodos (DAVIES et
al., 2008; FAHIM et al., 2014; KNEZ; WEIDNER, 2003; MARTIN;
COCERO, 2008b).



32

Figura 4 - Fluxograma esquemadtico do PGSS
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Fonte: adaptado de JUNG; PERRUT (2001)

2.3.3  Fluido supercritico como antissolvente

Os métodos antissolvente com fluido supercritico sdo técnicas
utilizadas para processar sélidos que sdo insoliveis em fluido
supercritico. Ele utiliza a habilidade dos fluidos supercriticos em se
dissolverem em solventes orgédnicos e assim diminuir o poder de
solvatacdo desses solventes (KNEZ; WEIDNER, 2003).

Os processos que utilizam fluido supercritico como antissolvente
sdo o GAS antissolvente (GAS), antissolvente supercritico (SAS) e
dispersdo de solu¢do aumenta por fluido supercritico (SEDS). Sendo SAS
e SEDS técnicas semi-continuas e GAS uma técnica em batelada. Elas se
diferenciam principalmente na maneira do contato entre o fluido
supercritico e as amostras (FAHIM et al., 2014; KNEZ; WEIDNER,
2003; SHARIATI; PETERS, 2003).

O método GAS consiste em dissolver um soluto em solvente
organico e inseri-lo na camara de precipitacdo, em seguida o CO; é
injetado, conforme a Figura 5. Essa injecdo faz com que ocorra um
aumento na pressdo na camara, com isso ocorre um aumento na
solubilidade do CO> no solvente orginico e uma expansdo da solucdo.
Isso faz com que ocorra uma diminuicdo do poder de solvatagdo do
solvente orgédnico para com os solutos da solucdo, levando assim a
precipitacdo. Quando atingido a pressdo desejada, o solvente é drenado
isobaricamente por um periodo suficiente para remocao total. O solvente
deve ser altamente solivel no CO; e o soluto praticamente insolivel para
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perfeito funcionamento do sistema. Diferentemente dos outros métodos
de produgdo de particulas, em uma metodologia de antissolvente temos
um sistema terndrio (solvente, soluto e CO»), j4 em um método como
RESS temos um sistema binério (soluto + CO;) (DE LA FUENTE
BADILLA et al., 2000; MARTIN; COCERO, 2008b; SHARIATI;
PETERS, 2003).

Yesil-Celiktas e Cetin-Uyanikgil (2012) encapsularam extrato de
alecrim em PCL pela técnica de evaporagdo de solvente e GAS
antissolvente para avaliar o perfil de liberacdo. A técnica GAS
antissolvente obteve particulas com menor tamanho médio e menor
distribuicdo, j4 o perfil de liberacdo em ambos os métodos foi semelhante.

Figura 5 - Fluxograma esquematico do GAS
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Outra metodologia antissolvente € o SAS, esse método vem para
superar a principal deficiéncia do método GAS, ser um método em
batelada. Partindo dos mesmos principios dos métodos antissolvente, ele
se aproveita da alta solubilidade do CO- a altas pressdes em solventes
organicos, saturando assim a solu¢do e levando a precipitacdo das
particulas (MARTIN; COCERO, 2008b).

Diferente do método GAS, onde a solugdo é colocada na cAmara e
em seguida é bombeada o fluido supercritico, com o SAS o fluido é
bombeado para a cAmara e quando a pressdo de trabalho € alcancada, a
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solucdo é pulverizada por meio de um bocal para dentro da cimara,
conforme a Figura 6 (JUNG; PERRUT, 2001).

Figura 6 - Fluxograma esquematico do SAS
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Uma adaptacdo do processo SAS, o método de dispersdo de
solucdo aumentada por fluido supercritico (SEDS), tem como diferencial
a maneira com o contato entre a solucio e o fluido supercritico € feito,
diferentemente do SAS, onde as amostras entram por locais diferentes no
mesmo sentido ou em sentidos opostos, no SEDS a entrada do fluido
supercritico e da solucdo € feita por um bocal coaxial, conforme a Figura
7 (YEO; KIRAN, 2005).

Assim, o fluido supercritico tem n@o apenas a funcdo de atuar
como antissolvente, mas também de levar a solug@o para a camara. Esse
contato induz a formag¢do de pequenas goticulas de solucdo e rdpida
nucleacdo das particulas.
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Figura 7 - Esquema do bico coaxial do SEDS

Fonte: adaptado de KALANI; YUNUS (2011)

24  POLI(e-CAPROLACTONA)

Poli(e-caprolactona) (PCL) é um polimero de poliéster alifatico,
semicristalino, hidrofébico obtido a partir da polimeriza¢do da abertura
do anel da e-caprolactona, conforme Figura 8. Apresenta baixa
temperatura de fusdo (55-60 °C) e facilidade de formar blends com outros
polimeros (NAIR; LAURENCIN, 2007).
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Figura 8 - Sintese da poli(e-caprolactona)
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Os polimeros de poliéster alifatico sdo degradados pela hidrélise
da ligacdo éster, essa degradacdo € lenta por isso faz com que ele seja
utilizado na liberacdo de farmacos. Outras caracteristicas como nao
toxicidade e alta permeabilidade a uma grande variedade de farmacos
também auxiliam nessa funcdo (NAIR; LAURENCIN, 2007; SINHA et
al., 2004).

Esse polimero tido como biodegradavel é degradado por bactérias
e fungos, mas ndo em animais e humanos, devido a falta de enzimas
necessarias para essa fungdo. Nesses casos, eles sdo degradados
hidroliticamente o que faz com que o processo de degradacdo leve mais
tempo (VERT, 2009).

A poli(e-caprolactona) € solivel em tolueno, benzeno,
diclorometano, cloroférmio, 2-nitropropano , tetracloreto de carbono a
temperatura ambiente, tem baixa solubilidade em acetona, 2-butanona,
dimetilformamida e acetonitrila e € insoldvel em dlcool, éter de petrdleo
e éter etilico (SINHA et al., 2004).

Apesar de chamar a atencdo por sua qualidade, a PCL foi
substituida por polimeros reabsorviveis como polidcido lactico (PLA),
usados em aplicacdes onde uma liberagdo de dias ou semanas era
necessdria e uma reabsorcao completa de 2 a 4 meses. Porém, a PCL
ressurge como uma alternativa para um novo campo, a engenharia de
tecidos devido ser mais barato em compara¢do a outros poliésteres
alifdticos e ja ser aprovado pela FDA em vdrios sistemas de liberacdo de
medicamentos (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Choi et al. (2010)encapsularam 6leo de peixe em B-ciclodextrina
pelo método de agregacdo e em PCL pelo método de emulsdo-difusio.
Foram obtidos eficiéncia maiores que 84 % para B-ciclodextrina e maiores
que 99% para PCL. As particulas de B-ciclodextrina foram mais estdveis
quando secas por liofilizagdo com relagdo as nano particulas de PCL,
porém uma liberacdo a PCL conseguiu retardar a liberacdo do 6leo de
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peixe. Assim concluiram que a PCL € melhor para proteger o 6leo de
peixe devido sua insolubilidade a dgua.

Guilherme et al. (2014)estudou a diferenca no método de secagem
de emulsdes durante a producdo de particulas de PCL contendo
progesterona. Foram utilizados o método de secagem a temperatura
ambiente e uma secagem de emulsdo com CO; supercritico. Foram
produzidas particulas com tamanho manométrico e a técnica utilizando
CO> obteve particulas com menor tamanho e estreita distribui¢do de
tamanho

Liu et al. (2012)utilizou PCL para formacdo de microesferas
carregadas de lipossomos como sistema de liberacdo de flurbiprofeno. As
microesferas foram produzidas pelo método de dupla emulsdo e foi
observado que uma maior concentragdo de PCL leva a particulas com
maior diametros e eficiéncia, porem uma liberacdo mais lenta. J4 um
aumento na concentragcdo de lipossomos leva a uma melhor eficiéncia de
retencao.
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3 MATERIAIS E METODOS

Serdo apresentados nessa se¢fio a metodologia completa e os
matérias utilizados na encapsulacio de trans-resveratrol em poli(e-
caprolactona) em didxido de carbono supercritico. As andlises foram
realizadas no Laboratério de Termodindmica e Tecnologia Supercritica
(LATESC), na Central de Andlises do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos e no Laboratério de Central de
Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

Testes preliminares foram realizados para obtencdo de particulas a
partir de SEDS, PGSS e GAS. Porém, somente a metodologia GAS foi
efetiva na produgéio de coprecipitados. Escolhido o método, foi entdo
estabelecido um planejamento composto central 2> com triplicata no
ponto central para estudos das varidveis pressio e razio massa de trans-
resveratrol e massa de poli(e-caprolactona) na eficiéncia de encapsulagdo
e caracteristica das particulas.

O melhor resultado obtido na eficiéncia de encapsulagio foi a
amostra escolhida para caracterizacio, conforme a Figura 9.

Figura 9 - Fluxograma de realiza¢do dos experimentos
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Fonte: desenvolvido pelo autor
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3.1  ESPECIFICACOES DOS MATERIAIS E DO
PROCESSAMENTO

Para a realizacdo dos experimentos os seguintes reagentes foram
utilizados:

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

Acetona (Neon, pureza de 99,5%);

e Trans-resveratrol, comercial em p6, Jiaherb Phytochem Batch:
Chz20150504, China, com pureza de 99%, adquirido da SM
Empreendimentos Farmacéuticos LTDA, Brasil;

e Poli(e-caprolactona) (PCL) M, 80,000, My, / M, > 2, Sigma-
Aldrich.

3.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DO PROCESSO DE
COPRECIPITACAO

No trabalho foram investigados os pardmetros pressdo e razio
mdssica segundo o planejamento composto central 2> com triplicata no
ponto central, conforme a Tabela 1.

As demais varidveis do processo foram escolhidas com base em
trabalhos ja realizados pelo grupo de pesquisa (AGUIAR et al., 2018;
BOSCHETTO et al., 2014; DAL MAGRO et al., 2017) :

e Temperatura de operacdo da cAmara de precipitagdo: 35 °C;
Massa de amostra na camara de precipitagdo: 600 mg
(RSV+PCL);

Vazio de entrada de CO;: 10 mL-min™;

Volume de solvente: 10 mL (Acetona);

Pressdo na alimentagdo: 200 bar;

Volume de solvente na secagem: 500 mL (CO»).
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Tabela 1 - Fluxograma de realizacido dos experimentos

.. Niveis
Variavel I 0 1
Pressao (bar) 100 120 140

Razao madssica
(trans-resveratrol: poli(e-caprolactona)

1:3 1:2 2:3

Fonte: desenvolvido pelo autor
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UNIDADE EXPERIMENTAL DE PRECIPITACAO

As particulas foram produzidas no LATESC, localizado no

Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da

UFSC.
Um esquema do equipamento estd demonstrado na Figura 10, que

€ composta por:

Um cilindro de COg;

CV: vélvula de sentido tnico (Check-Valve marca Hip, modelo
15-41AF1-T, pressao de operacdo de até 1034 bar);

V1 e V2: vilvula esfera (marca Swagelok, modelo SS-83KS4,
pressdo de operagdo até 410 bar e temperatura ambiente);
Banho ultra termostitico de recirculacio (marca Nova Etica,
modelo 521/2D);

Bombas de seringa 1 e 2 (marca Isco, modelo 500D, pressao de
trabalho de até 258 bar e vazio méaxima de 170 mL-min!);

V3 e V4: vilvula esfera (marca Swagelok, modelo SS-83KS4,
pressdo de operacdo até 410 bar e temperatura ambiente);

V5: védlvula métrica tipo agulha (marca HIP, modelo 15-11AFI1,
pressdo de operagdo de até 1034 bar);

Vaso de aco inox 316 encamisada com capacidade de 600 mL
(didmetro interno de 8 cm e altura de 12 cm);

Mandmetro para monitoramento da pressio interna da cdmara de
precipitacdo (transdutor absoluto — 0 a 250 bar, marca Smar,
modelo LD 301);

Termopar para monitoramento da temperatura interna da cdmara
de precipitagdo (Universal, marca Novus, modelo N 1500);
Banho ultra termostatico de recirculacdo (marca Nova Etica,
modelo 512/2D);
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e VO6: vilvula métrica tipo agulha (marca Hoke, modelo
1315G2Y);
e (Camara de separagdo, recheada com algodao;

Figura 10 - Diagrama esquemadtico da unidade de precipitacio por GAS
antissolvente.
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Banho ultra termostiitico

Fonte: adaptado de Pessoa et al. (2018)

34  METODO DE COPRECIPITACAO DE TRANS-
RESVERATROL

A metodologia de GAS antissolvente utilizada na coprecipitagao
das particulas de poli(e-caprolactona) contendo trans-resveratrol foi
baseadas nos estudos de Pessoa et al. (2018); Yesil-Celiktas; Cetin-
Uyanikgil (2012) e realizada conforme a figura 11.

Figura 11 - Fluxograma experimental
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A poli(e-caprolactona) segundo o planejamento experimental, foi
dissolvido em acetona e levemente aquecido para completa diluicdo do
polimero no solvente, em seguida a solu¢do foi resfriada e entdo
adicionado o trans-resveratrol e deixado agitar por 2 min para
homogeneizagdo da solucio.

Na montagem da camara de precipitacdo, na parte destinada a saida
de CO;, foi colocado uma membrana e como suporte um filtro de
politetrafluoretileno, esse conjunto tem como func¢io impedir o arraste das
particulas pelo CO,, durante a despressurizacio do sistema.

A solucdo € entdo injetada na cAmara de precipita¢do e em seguida
a cAmara € fechada. Sdo conectados a tampa um termopar, um
manOmetro, o conector de entrada e saida de CO,. Ao vaso de
precipitacdo sdo conectadas as mangueiras de circulacdo para manter a
temperatura de operacdo do experimento.

Em seguida as bombas de alta pressdo sdo carregadas com CO; e
mantida a uma temperatura de 5 °C por um banho de recirculagdo. As
valvulas V3, V4 e V5 sdo abertas para injetar CO> na cimara de
precipitacdo afim de equilibrar a pressdo do sistema com a pressdo do
cilindro.

Com o sistema em equilibrio as valvulas V1, V2, V3, V4 e V5 sio
fechadas e as bombas sdo pressurizadas até 200 bar, essa pressurizago
cria um gradiente de pressdo e evita refluxos da cdmara para a linha.

As valvulas V3, V4 e V5 sdo abertas para controlar a entrada de
CO, pressurizado na cAmara de precipitacdo por meio de uma serpentina
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imersa no banho termostitico, que se encontra na temperatura de
operacdo, para manter a temperatura do sistema constante. Essa entrada
de CO; ocorre a uma vaziao de 10 mL-min"!.

Quando a pressao de operagdo € alcancada, as vélvulas V3, V4 e
V5 sdo fechadas, assim encerrando a inje¢do de CO> na cimara, € a
pressdo € mantida por 10 min para que ocorra a mistura do sistema CO»
+ acetona + PCL + RSV.

Em seguida € realizado a secagem das particulas com CO,, onde a
valvula V3, V4 e V5 sdo abertas para injetar CO, na cdmara ao mesmo
tempo em que a V6 ¢é aberta para a retirada do CO,, essa etapa ocorre
mantendo-se a pressdo de operacdo, a amostra é lavada com 500 mL de
CO».

Ap6s a secagem das particulas, a cdmara é entdo despressurizada
até pressao atmosférica, com o fechamento da V3, V4 e V5, mantendo-se
aberta apenas a V6, entdo as conexdes sdo retiradas e a camara aberta para
a coleta das particulas.

As particulas coletadas foram entdo lavadas com solugdo de etanol
1%, e agitacdo por 30 s. Essa etapa tem como objetivo a retirada do trans-
resveratrol ndo encapsulado, mas possivelmente aderido a superficie da
particula para que o mesmo néo fosse contabilizado nas andlises. Apds a
lavagem, a amostra foi entdo filtrada e deixada por 24 h a temperatura
ambiente para secar.

As amostras foram entdo armazenadas a 5 °C até a realizagdo das
andlises.

3.5 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO
(EE) E PERCENTUAL REAL DE ENCAPSULACAO (PR)

Os percentuais de encapsulagdo (PR) assim como a eficiéncia de
encapsulagdo (EE) foram determinados segundo Franceschi et al. (2008)
e Dal Magro et al. (2017), conforme a figura 12.

As analises se baseia em um método espectrofotométrico, onde as
particulas s@o dissolvidas em solvente e em seguida € feita a quantificacao
da massa de composto precipitado a partir da curva padrdo, apresentado
na figura 13.

Figura 12 - Fluxograma esquematico da eficiéncia e percentual real
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Para a determinacdo do PR e EE, 10 mg de amostra foram medidas
e em seguida as amostras foram dissolvidas em 1 mL de dimetilsulféxido
(DMSO), solvente capaz de solubilizar tanto a poli(e-caprolactona) como
o trans-resveratrol. Diluicdes decimais foram feitas e as amostras foram
analisadas em espectrofotdmetro de UV-Vis 8000XI FEMTO no
comprimento de onda de 320 nm.

As absorbancias foram entdo comparadas com a curva padrio de
trans-resveratrol e o valor da concentragdo foi obtido. Em seguida foram
calculados o percentual tedrico de encapsulacdo (PTE), percentual real de
encapsulacdo (PR) e eficiéncia de encapsulacdo (EE) segundo as
equacoes:

PTE (%) = massa de resveratrol % 100
)= massa de resveratrol + massa PCL

PR(%) = massa de resveratrol encapsulado % 100
o massa de particula

PR
EE (%) = ﬁ X 100
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Figura 13 - Curva padrdo de trans-resveratrol
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3.6 MORFOLOGIA E TAMANHO DE PARTICULA

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia
Confocal foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. Para a realizacdo do MEV foi utilizado
microscopio eletrdnico de varredura modelo JEOL JISM6390LV (MEV),
Estados Unidos.

As amostras para andlises do MEV foram alocadas em fita de
carbono dupla face sobre suporte metélico, em seguida recobertas com
uma camada de ouro sob vdcuo e entdo analisadas.

Micrografias foram realizadas das amostras que obtiveram melhor
eficiéncia de encapsulacdo utilizando tensdo de 10 kV com zoom de 150
a 2000 vezes. O tamanho das particulas foi obtido a partir das
micrografias utilizando o software Size Meter versdo 1.1, medindo o
comprimento das particulas nas melhores condigdes.
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3.7  MICROSCOPIA CONFOCAL

A microscopia confocal de fluorescéncia foi utilizada para a
deteccdo da presenca e a forma como as particulas foram encapsuladas .
As amostras para andlise foram escolhidas a partir das melhores
eficiéncias de encapsulacdo e percentual real. As amostras foram
depositas sobre as ldminas e coberta com as laminulas e em seguida
observadas em microscépio Leica DMI60000B com filtro UV.

3.8 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho foi realizada na Central de
Andlises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos utilizando um equipamento AGILENT TECHNOLOGIES —
Cary 600 Series FTIR Spectrometer. A andlise foi utilizada para verificar
se houve mudanga na estrutura do trans-resveratrol causada pela
encapsulagdo.

A andlise foi realizada com a trituragdo da amostra seguida de
prensagem e a caracterizag¢do por FTIR foi realizada no comprimento de
onda de 400 a 4000 cm™!

39 INIBICAO DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRIHIDRAZIL
(DPPH)

A atividade antioxidante das particulas precipitadas foi avaliada
quanto a capacidade da inibicdo do radical 2,2-difenil-1-picrihidrazil
(DPPH) segundo o método descrito por Mensor et al. (2001), com o
propdsito de verificar se houve perda no poder antioxidante do trans-
resveratrol ocasionado pelo processo. Trans-resveratrol puro também foi
analisado para efeitos de comparagdo.

A solug@o de DPPH foi utilizada na concentragio de 120 ug-mL™!
e amostra em vdrias concentragdes. A solucdo reagiu por 30 min na
auséncia de luz. A absorbancia foi lida a 517 nm.

O percentual da atividade antioxidante (AA%) foi calculado pela
equacdo abaixo:
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AA [%] =100 - {[ (Absamostra* Absbranco) x 100 ] /Abscontrole}

Plotou-se um gréfico de atividade antioxidante por concentracdo e
a partir da regressdo linear o valor do ECsg foi obtido, valor esse que
determina a concentragdo necessdria para reduzir em 50% a concentragdo
do radical DPPH.

3.10 LIBERACAO IN VITRO

As anélises de liberacdo das particulas foi baseado nos trabalhos
de Dal Magro et al. (2017) e Pessoa et al. (2018), onde as melhores
condicdes foram levadas para serem avaliadas em dois meios diferentes
de liberacdo.

Os meios utilizados foram uma solucdo de 4cido cloridrico (HCI)
0,1 M e uma solugdo tampao fosfato pH 6,8, tais meios foram escolhidos
por simularem as condi¢des do sistema géstrico e do pH fisioldgico,
respectivamente (DANHIER; FERON; PREAT, 2010).

As andlises foram realizadas em vasos termostatizados a 37 °C com
agitacdo magnética. Aliquotas de 1 mL foram retiradas dos meios em
tempos estabelecidos, que eram repostos com meios puros mantendo
assim o volume constante. As aliquotas foram filtradas em filtro 0,45 um
e em seguida feita a leitura em espectro (800XI FEMTO) com
comprimento de onda de 320 nm.

3.11 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A fim de observar a influéncia das varidveis estudadas sobre os
parametros percentual real de encapsulacdo e eficiéncia de encapsulagdo,
a analise estatistica dos resultados foi realizado no software Statistica
versdo 10 para Windows.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo os resultados obtidos a partir da produgdo das
particulas pela técnica GAS antissolvente de coprecipitado de trans-
resveratrol em poli(g-caprolactona) serdo apresentados e discutidos.

4.1 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE) E PERCENTUAL
REAL DE ENCAPSULACAO (PR)

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos para eficiéncia de
encapsulacdo e percentual real de encapsulacdo com dados para pressido
e razdo madssica. As amostras foram produzidas conforme os pardmetros
apresentado na secdo 4.2 e metodologia na secdo 4.4

Tabela 2 - Dados de percentual real e eficiéncia de encapsulacdo para particulas

Razao
Amostra Pressao Massica PR (%) EE (%)
RSV:PCL
1 100 2:3 42,79 64,26
2 140 2:3 65,31 98,46
3 100 1:3 27,87 85,71
4 140 1:3 25,18 78,53
5 120 1:2 47,05 94,67
6 120 1:2 51,61 99,34
7 120 1:2 47,30 96,76

Fonte: elaborado pelo autor

Podemos observar que todos os valores de EE sdo superiores a 64%
chegando até 99%, o que demonstra ser um método eficiente na
encapsulacdo de particulas.

Os melhores valores de PR foram obtidos na amostra 6 ¢ 2 com
51,61 e 65,31% respectivamente. Consequentemente com essas amostras
foram obtidos os melhores valores para EE, sendo 99,34% e 98,45%
respectivamente. Diante destes resultados essas amostras foram as
selecionadas para a continuacio das andlises.

As particulas da amostra 6 foram produzidas com razao mdssica
com 1:1 de trans-resveratrol:poli(e-caprolactona) e pressao de 120 bar, ja
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as particulas da amostra 2 foram obtidas com pressao de 140 bar e razio
1:0,5 de trans-resveratrol:poli(g-caprolactona).

Eficiéncias de encapsulacio maiores que 90% também foram
encontrados por Carletto et al. (2016) que produziu particulas de
resveratrol em poli(g-caprolactona) obtidas por deposicdo interfacial do
polimero pré-formado, e obteve eficiéncias maiores que 97%, com
tamanho médio entre 130 e 136 nm, com formato esférico, superficie lisa
e regular. Mendes et al. (2012) produziram particulas de resveratrol em
poli(3-hidroxiburitato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) e poli(e-
caprolactona) pelo método simples de emulsio, e obtiveram eficiéncia de
93% com didmetro médio de 47 um para particulas de PHBV e eficiéncia
de 101% com didmetro médio de 52,09 um para particulas de PCL. Ja
Dal Magro et al. (2017) produziram particulas de resveratrol em PHBV
pelo método SEDS obtendo eficiéncia de 99,43% e didmetro de 0,44 um.
Assim os resultados obtidos nesse trabalho sdo condizentes com a
literatura.

Choi et al. (2010) estudaram a encapsulagdo de 6leo de peixe (OP)
em poli(e-caprolactona) e B-ciclodextrina por meio do método de
emulsio-difusdo. Eles utilizaram razdes de 2:1, 2:2 e 2:3 de OP:PCL e
também obtiveram maiores quantidade de 6leo de peixe nas particulas,
em razdes de composto maiores que polimero, variando de 33 até 60%.

Na formacgao de particulas por método antissolvente de quercitina
em copolimeros de 6xidos de etileno e propileno (pluronic 127) com
razdo variando entre 1:1,5 até 2:1, onde obteve carregamento de 40 a 56%.
Melhores quantidades de composto em particulas formadas também
forma encontradas em razdes maiores de composto em relagdo a polimero
(FRAILE et al., 2014).

Andlises estatisticas foram realizadas para percentual real e
eficiéncia de encapsulacdo. A influéncia das varidveis para o percentual
real estd demonstrado no diagrama de Pareto representado na Figura 14.
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Figura 14 - Diagrama de Pareto para o percentual real de encapsulacdo

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PR
27%(2-0) design; MS Residual=44 37402
DV PR

{2)Razio 4,13202

1by2 -1,89225

(1)Pressdo 1,48843

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise estatistica demonstrou que apenas a varidvel razdo de
RSV:PCL foi significante no percentual de encapsulacido, com 95% de
confianca, e apresentou efeito negativo atestando que um reducdo na
razdo leva a um aumento no percentual real. A varidvel pressdo e
interagdo entre varidveis nio foram significativas ao mesmo nivel de
confianca.

Esse efeito negativo pode ser observado na relacdo entre as
amostras 1 e 3 como nas amostras 2 e 4. Nas amostras 1 e 3 em que foi
utilizado uma pressao de 100 bar, a diminui¢do na massa de polimero em
relacdo a de ativo (2:1 na amostra 3 e 0,5:1 na amostra 1) levou a um
aumento de 27,87% no percentual real para 42,79%, o mesmo ¢é
observado nas amostras a 120 bar, onde o percentual real de 27,87 foi
para 65,31% com a diminui¢do na massa de polimero.

Para a eficiéncia de encapsulacio a andlise estatistica ao nivel de
95% de confianga apontou que nenhuma das varidveis s@o significativas
como demonstrado no diagrama de Pareto da Figura 15.
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Figura 15 - Diagrama de Pareto para eficiéncia de encapsulacio

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: EE
2%%(2-0) design; MS Residual=135 3816
DV. EE

Thy2 | -1,7782

(1)Pressdo | 1.161116

{2)Razdo | 0653181

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: Elaborado pelo autor

Por meio da andlise estatistica do PR foi possivel a obten¢do de um
modelo preditivo para as particulas produzidas, por meio dos coeficientes
de regressao das varidveis. Para que o modelo seja ttil seus valores de
Fcalculado devem ser 4 a 5 vezes maior que Fubelado (BOX; WETZ, 1973). A
andlise de varidncia para o percentual real e para a eficiéncia de
encapsulacdo é apresentada nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Andlise de varidncia para o percentual real de encapsulacido

Fonte de
Varia(;éio SQ GL MQ Fcalculado F tabelado
Regressao 1014,82 3 338,27 7,62 0,93
Erro 133,12 3 44,37

Total 1147,94 6
SQ = soma quadritica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadrética; F =
teste de Fisher
Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 4 - Andlise de varidncia para a eficiéncia de encapsulag@o

Fonte de
Variagﬁo SQ GL MQ Fealcutado Frabelado
Regressdao 611,174 3 203,73 1,50 0,93

Erro 406,15 3 135,38

Total 1017,31 6
SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadrética; F =
teste de Fisher
Fonte: Elaborado pelo autor

A equacdo apresenta o modelo matematico para os valores
codificados para previs@o dos valores de percentual real de encapsulagdo.
Com a validac¢do do modelo foi possivel a obten¢@o de uma superficie de
resposta apresentado na Figura 16.

PR=43,87+(4,95*%P) -(13,76*R) -(6,30*P*R)

Figura 16 - Superficie de resposta para percentual real de encapsulagéo
Fitted Surface; Variable: PR
2*%(2-0) design; MS Residual=44 37402
DV: PR

> 60
B < 60
[1=<50
B < 40
Bl <30

Fonte: Elaborado pelo autor.
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42  CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

As particulas precipitadas foram analisadas por meio de
microscopia eletronica de varredura, com aumento entre 500 e 2000
vezes. As andlises foram realizadas no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica da UFSC.

As imagens estdo representadas na Figura 17, com as melhores
amostras e o trans-resveratrol puro.

Figura 17 - Microscopia das particulas da amostra 2 (A e B), particulas da amostra
6 (C e D) e do trans-resveratrol puro (E e F)

10kV ~ X1,000 10um

%1,000  10pm, \ 10um LCME-UFSCE

fokv _ x1,000 LCME-UFSC [10kv  X1,000 - “10pm LCME-GFSD
Fonte: Elaborado pelo autor

O trans-resveratrol puro apresentou caracteristicas irregulares com
particulas de tamanho variado. As particulas da amostra 2 e 6
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apresentaram morfologia diferente da morfologia do farmaco puro, com
formato irregular e distribui¢do heterogénea.

Essa diferenca entre a morfologia do composto precipitado com
quantidade maior e menor de polimero e do composto puro, pode ser
atribuida ao fato de que o composto pode ter se dissolvido no solvente e
sofrido cristalizacdo durante o processo, resultando em produtos
diferentes, e essas caracteristicas podem afetar a morfologia final
(WANG et al., 2006).

A medida do tamanho das particulas foi realizada por meio da
maior medida caracteristica, seja comprimento ou espessura que se
apresentasse como maior caracteristicas. (DAL MAGRO et al., 2017). As
medidas de menor tamanho (Xmin), maior tamanho (Xmsx) € tamanho
médio (Xmedio) das particulas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Medidas do tamanho das particulas produzidas e resveratrol puro

Amostra Xmin(m)  Xmix (Um) Xmédio £ O (Um)

2 19,87 301,23 103,61 £52,13

6 24,42 419,68 135,58 £ 76,49
Trans-resveratrol 10,26 188,73 53,4 +£25,59

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 AVALIACAO DAS PARTICULAS POR MICROSCOPIA
CONFOCAL

A microscopia confocal foi utilizada para verificar a forma e
presenca do trans-resveratrol nas particulas. Microscopias das particulas
das amostras 2 e 6 foram realizadas, assim como do composto puro e do
polimero puro como controles. As imagens sdo representadas na Figura
18.
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Figura 18 - Microscopia confocal da amostra 2(A), amostra 6 (B), trans-
resveratrol (C) e poli(e-caprolactona) (D). As imagens foram feitas com aumento
de 20 vezes, e sobreposi¢ao de campos claros e escuros, com a fluorescéncia em
luz azul

(%o o "% P e, 2 "
Fonte: Elaborado pelo autor

E possivel observar que o composto apresenta fluorescéncia,
diferentemente do polimero que com a sobreposicdo de campos nio
apresenta fluorescéncia. Assim todos os pontos fluorescentes nas
particulas precipitadas sdo indicios de presenca de trans-resveratrol.
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Logo as particulas precipitadas como demonstrado na figura, tanto
da amostra 2 como da amostra 6, apresentam a presenca de trans-
resveratol nas particulas.

Apesar do trans-resveratrol estar presente nas particulas, podemos
observar que esse ndo se encontra no interior de capsulas, mas sim
uniformemente distribuido pela matriz polimérica. E ndo foi possivel
constatar diferenga na disposi¢ido do composto nas diferentes condigdes.

44  ANALISE DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
COM TRANFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A andlise de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Fourier foi realizada a fim de analisar possiveis alteracdes na estrutura
das moléculas causadas pelo uso de altas pressdes.

Os espectros das particulas formadas nas melhores condi¢des e os
espectros do trans-resveratrol puro e poli(e-caprolactona) sdo
apresentados na Figura 19.

A molécula de trans-resveratrol apresenta a vibracdo da
deformagio do grupamento ~OH na banda 3230 cm’!, em 1600 cm™! o
alongamento da dupla C-C aromético, na banda 1510 cm ! o estiramento
da ligagdo C-C, o alongamento da liga¢do C-O em 1384 cm™! e na banda
965 cm! o carbono olefinico caracteristico da conformag@o trans (SHI et
al., 2008). As bandas intensas citadas representam os algarismos I, II, III,
IV e V na figura.

A poli(e-caprolactona) tem suas bandas caracteristicas em 1734
cm!, 2860 cr! e 2920 cm! representando respectivamente a deformagao
da ligagdo C=0, as vibragdes assimétricas e simétricas do grupamento
CH, (MENDES et al., 2012; POLETTO et al., 2007). Essas bandas
representam os algarismos VI, VII e VIII na figura.

Para as particulas formadas apresentam as mesmas bandas
observadas tanto para o trans-resveratrol, quanto para a poli(e-
caprolactona). Assim é possivel concluir que nenhuma ligacdo quimica
foi formada entre o composto e o polimero durante o processo de
encapsulacgfo.
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Figura 19 - Espectros do FTIR para poli(e-caprolactona), trans-resveratrol, e das
particulas formadas.
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S e
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Trans-resveratrol

m

—_—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de ondas (cm-1)

Fonte: elaborado pelo autor

45 DETERMINACAO DE INIBICAO DO RADICAL 2.2-
DIFENIL-1-PICRIHIDRAZIL (DPPH)

Com o intuito de observar se a capacidade antioxidante do
composto foi alterada devido ao processamento, foi realizada a anélise da
inibicao do radical DPPH.

A andlise da atividade antioxidante do composto foi realizada pelo
método de inibicdo do radical DPPH, os resultados para as melhores
particulas assim como para o trans-resveratrol puro, estdo demonstrados
na Tabela 6.
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Tabela 6 - Amostras codificadas com respectivos valores de ECso

Amostra ECso(ug/mL)

2 32,72 £0,16°

6 32,34 £0,02°
Trans-resveratrol 34,43 +0,40°

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
Fonte: elaborado pelo autor

Os resultados estdo expressos em ECsy, valor referente a
concentracio necessdria para que se diminua 50% da concentragdo inicial
do radical DPPH. Sendo assim quando menor o valo do ECso maior serd
a atividade antioxidante

A partir dos valores de ECso podemos observar que a caracteristica
antioxidante do composto foi preservada. E possivel observar que houve
um pequeno aumento na atividade antioxidante do composto em ambas
as amostras.

Esse aumento na atividade antioxidante pode ser atribuido a
mudancas na morfologia das particulas que alterou a drea de reag@o.
Resultados de aumento da atividade antioxidante também foi observada
com particulas de resveratrol precipitadas em PHBV (DAL MAGRO et
al., 2017).

4.6 COMPORTAMENTO DE LIBERACAO IN VITRO

A andlise da cinética de liberacdo in vitro do trans-resveratrol a
partir das particulas formadas estd demonstrado na Figura 20. As
amostras 2 e 6 foram selecionadas por demonstrarem os melhores
resultados de percentual real e eficiéncia de encapsulacdo. As anélises
foram realizadas nos meios HCI 0,1M e tampao fosfato (PBS) pH 6,8 no
periodo de 0 a 48h.
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Figura 20 - Cinética de liberagdo in vitro do trans-resveratrol.
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Fonte: elaborado pelo autor

As amostras apresentam um busrt inicial de 30% nas primeiras 9
horas para a amostra 6, ja para a amostra 2 esse burst € ainda maior,
chegando a 50% em PBS e 60% para HCI. Pode-se notar que para a
amostra 2 o percentual liberado € muito similar em ambos os meios de
liberacdo durante toda a andlise, indicando que esse fator ndo alterou a
velocidade da cinética de liberacdo. Sosa et al. (2011) na encapsulagdo de
ché verde em poli(e-caprolactona) por antissolvente supercritico obteve
uma liberacdo acelerada nas primeiras 4 h com liberacdo constante de
30% durante 90 h em tampdo fosfato.

Podemos observar que a amostra 2 com menor quantidade de
polimero obteve uma liberacdo maior que a amostra 6, que contém uma
quantidade maior de polimero, isso demonstra que a quantidade de
polimero altera a cinética de liberagdo, e que uma maior quantidade
retarda a liberacdo do farmaco.

Essa rapida liberacdo inicial estd ligada a moléculas de composto
fracamente ligados a superficie do polimero ou misturados nas camadas
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superficiais (NATARAJAN et al., 2011). Com o passar do tempo mais
caminhos para a liberacdo dos compostos encapsulados sdo formados na
matriz polimérica fazendo com que o fluxo seja mais rdpido (YESIL-
CELIKTAS; CETIN-UYANIKGIL, 2012).
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5 CONCLUSOES

O processo de encapsulacido pela técnica de GAS antissolvente foi
capaz de produzir particulas com eficiéncia de encapsulacdo de até
99,34% e um percentual real de encapsulacdo de até 65,31%. A andlise
estatistica indicou que apenas a varidvel razdo mdssica entre o trans-
resveratrol e poli(e-caprolactona) foi significativa no percentual real de
encapsulacdo, j4 na eficiéncia nenhuma das varidveis se mostrou
significativa. Onde uma razdo de composto maior de polimero obteve
melhores valores de percentual real de encapsulacio.

As particulas com maiores valores de eficiéncia de encapsulacio e
percentual real de encapsulacdo demonstraram nas micrografias um
formato irregular e distribui¢do heterogénea em ambos os casos, com seu
tamanho médio variando entre 103 até 135 um para as amostras e o
composto puro com tamanho médio de 53 pm. As andlises de confocal
mostraram a presenca do resveratrol em ambas as condigdes.

Com relacdo a estrutura da molécula, as andlises demonstraram
que o processamento ndo alterou o composto e entre o ativo e o polimero
nio houve formacgdo de ligacdo quimica. A atividade antioxidante do
trans-reveratrol foi conservada mesmo apds o processamento.

A liberacdo demonstra uma rapida liberagc@o nas primeiras 5 h, em
seguida a liberagdo se torna constante durante o periodo de 48 h,
apresentado potencial para liberag@o controlada.

Com isso foi possivel encapsular com sucesso com nova técnica
implementara no laboratdrio.
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