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RESUMO

A luteolina é um flavonoide com alta atividade antioxidante e pode ser encontrada
particularmente em frutas e legumes, como aipo, flores de crisdntemo, pimentéo
doce, cenoura, folhas de cebola, casca de amendoim, brocolis e salsa. Apresenta
inumeros beneficios para saude, como atividade antioxidante, anti-inflamatério,
cardioprotetor, anticancer entre outros. Esse composto vem demonstrando efeitos
relevantes em alguns tipos de cancer e nas doengas causadas pela insuficiéncia dos
neurotransmissores, no entanto, sua baixa solubilidade e biodisponibilidade limitam
as aplicagdes funcionais. Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi
aumentar a solubilidade aquosa da luteolina e, assim, incrementar as suas
atividades bioldgicas a partir da redugdo do tamanho de particula. Para isso foi
empregada a técnica Antissolvente Gasoso (Gas-Antisolvent, na sigla em inglés
GAS), um método de formagao de particulas por meio supercritico e que pode ser
utilizado para micronizar compostos com propriedades bioativas, utilizando um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com 3 pontos centrais e 4
pontos axiais, avaliando a influéncia da temperatura e pressdo de operagdo em
relacdo ao tamanho médio de particula (Dp), realizando também a caracterizagao
das particulas. A luteolina ndo micronizada apresentava tamanho médio de 22,75
Mm; a condicdo de operacdo 35 °C e 80 bar (ensaio 1) foi a responsavel pela
redugao de 10 vezes no tamanho médio da particula, obtendo um didametro médio de
2,31 ym. A partir do DRXP verificou-se reducao da cristalinidade apds micronizagéao
por GAS e por meio do DSC foi visto que houve deslocamento do ponto de fusédo, o
que caracterizam a modificagdo na estrutura fisica. A analise de FTIR comprovou
que nao houve degradagao dos compostos. A analise de solvente residual utilizando
CG-MS e CG-FID assinalaram que a luteolina micronizada esta de acordo com as
normas para consumo humano. Apds micronizacdo, foi verificado aumento da
solubilidade em agua, de 7,68 ug:mL™" para 9,13 ug:mL™', além de aumento na taxa
de dissolugdo em meio acido e neutro. Apdés o GAS a atividade antioxidante e a
solubilidade foram aumentadas, potencializando efeitos da luteolina. Esses
resultados viabilizam a aplicagdo de testes in vivo, mostrando a versatilidade da
técnica de micronizagcao por fluido supercritico podendo ser aplicada tanto para

industria farmacéutica, quimica como de alimentos.



Palavras-chave: Arachis Hypogaea L.; micronizagdo; didoxido de carbono

supercritico; GAS; solubilidade aquosa; dissolugao.



ABSTRACT

Luteolin is a flavonoid with high antioxidant activity and is found particularly in fruits
and vegetables such as celery, chrysanthemum flowers, sweet peppers, carrots,
onion leaves, peanut shells, broccoli, and parsley. It has numerous health benefits,
such as antioxidant, anti-inflammatory, cardioprotective, anti-cancer activity, among
others. This compound has shown relevant effects in some types of cancer and
diseases caused by the insufficiency of neurotransmitters, however, its low solubility
and bioavailability limit its functional applications. In this context, the main objective of
this work was to increase the aqueous solubility of luteolin and, thus, increase its
biological activities by reducing its particle size. For this purpose, the Gas-Antisolvent
(GAS) technique was used, a method of supercritical particle formation that can be
used to micronize compounds with bioactive properties, using a central rotational
composite design (CCRD) 22 with 3 central points and 4 axial points, evaluating the
influence of temperature and operating pressure about the average particle size (Dp),
also performing the characterization of the particles. Non-micronized luteolin had an
average size of 22.75 um; the operating condition of 35 °C and 80 bar (run 1) was
responsible for the 10 times reduction in the average particle size, obtaining an
average diameter of 2.31 ym. From the XRPD there was a reduction in crystallinity
after micronization by GAS and through the DSC it was seen that there was a
displacement of the melting point, these results characterize the modification in the
physical structure. The FTIR analysis proved that there was no degradation of the
compounds. Residual solvent analysis using GC-MS and GC-FID indicated that the
micronized luteolin is following standards for human consumption. After
micronization, an increase in water solubility was verified, from 7,68 yg-mL" to 9,13
ug-mL-", in addition to an increase in the dissolution rate in acidic and neutral media.
After GAS, antioxidant activity and solubility were increased, potentiating effects of
luteolin. These results enable the application of in vivo tests, showing the versatility of
the supercritical fluid micronization technique, which can be applied both to the

pharmaceutical, chemical, and food industries.

Keywords: Arachis Hypogaea L.; micronization; supercritical carbon dioxide; GAS,

aqueous solubility; dissolution.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

MICRONIZAGAO DA LUTEOLINA UTILIZANDO O PROCESSO GAS
ANTISOLVENT: CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS E DETERMINACAO DA
SOLUBILIDADE E DISSOLUCAO

O qué?

e A luteolina é um composto bioativo que apresenta baixa solubilidade e
biodisponibilidade;

e A reducdo do tamanho de particula possibilita maior biodisponibilidade;

e Micronizacao por fluido supercritico € uma alternativa para técnicas tradicionais e
nao deixam residuos téxicos ao final do processo, o que € ideal para aplicacoes

biomédicas, farmacéuticas e alimentares.

Por qué?

e Micronizacdo altera estrutura cristalina do composto provocando melhores
resultados de dissolucao e solubilidade;

e Aumentar a solubilidade e velocidade de dissolugdo de compostos pouco soluveis
em solugbes aquosas para utilizagdo nas industrias quimica, farmacéutica e de
alimentos;

e Aumentar a biodisponibilidade; que é a velocidade e extensao da absorgao de um
composto de interesse tornando-se disponivel no local de agao; a partir da redugao
do tamanho de particula;

¢O dioxido de carbono supercritico € considerado um solvente “verde”, pois nao

gera residuos toxicos no produto final e pode ser reutilizado.

Quem ja fez?

e Na literatura consta um trabalho de micronizagdo da luteolina por Atomizacao
Assistida Supercritica (SAA) usando etanol como solvente, no entanto o processo

néo foi bem sucedido;
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e Nao ha trabalhos que fagam uso de tecnologia supercritica por GAS para efetiva

micronizagao da luteolina;

Hipoétese

e E possivel micronizar luteolina por Antissolvente Gasoso (GAS) e aumentar sua
solubilidade e velocidade de dissolugéo?
e Apdés micronizado o composto apresentara melhores propriedades in vitro

comparado a particula ndo processada?

Como fazer?

e Estudar o processo de micronizacdo em meio supercritico;

e Caracterizar as particulas obtidas por MEV, Dp, DRXP, FTIR, DSC, solvente
residual e atividade antioxidante;

e Estudar o perfil de solubilidade e dissolugao in vitro das particulas produzidas em

diferentes meios de liberagao.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO

1 INTRODUGAO

Os flavonoides, metabdlicos secundarios das plantas, sdo a subclasse mais
importante dos compostos fendlicos, sendo encontrados em varios tipos de vegetais
e plantas medicinais (RUFINO et al., 2010), os quais, além de atuarem na fisiologia
das plantas, desempenham importante funcéo para a saude humana devido as suas
propriedades farmacoldgicas, por exemplo, antivirais, antibacterianos, anti-
inflamatorios, vasodilatadores e anticancerigenos (CAPUA; ADAMI; REVERCHON,
2017; ZHOU et al., 2018).

A luteolina (3'4',5,7-Tetra-hidroxiflavona) €& um flavonoide natural,
abundantemente presente em muitas espécies de plantas, particularmente em frutas
e legumes como aipo, flores de crisdntemo, pimentdo doce, cenoura, folhas de
cebola, casca de amendoim, brécolis e salsa (FREMONT, 2000; IMRAN et al., 2019;
PAUL; SAHA, 2004). Este flavonoide tem sido investigado por suas propriedades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatério e também ¢é conhecida por sua
atividade antitumoral e multiplicidade e mecanismos antitumorais complexos (AZIZ;
KIM; CHO, 2018; CHOWDHURY et al.,, 2002; LIU et al.,, 2009; MADHESH,;
VAIYAPURI, 2012; SHIMOI et al., 1998; XU et al., 2009). No entanto, sua baixa
solubilidade e baixa biodisponibilidade limitam as aplica¢gdes funcionais (LUO et al.,
2019; SHAKEEL et al., 2018).

O tamanho e a forma da particula influenciam diretamente os processos de
reacdo que envolvem absorcdo, dissolugdo; biodisponibilidade, cor e atividade
antioxidante; isso esta diretamente ligado a estrutura cristalina, area de superficie de
contato, morfologia e uniformidade do tamanho de particula (DANG et al., 2014;
MAJUMDAR et al., 2014; WANG et al., 2019a). Diante disso, a producao de
pequenas particulas com distribuicdo de tamanho controlada tem despertado o
interesse da comunidade cientifica e industrial, principalmente nas areas
farmacéutica, alimenticia e quimica (DUHAN et al., 2017; RASENACK; MULLER,
2004; TEMELLI, 2018).
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A micronizacao € caracterizada pela redugao do tamanho médio da particula
fornecendo mudangas na estrutura fisica, modificando o tamanho da particula, a
porosidade e a densidade, podendo ser aplicada em materiais de diferentes areas,
desde a indUstria quimica e farmacéutica até a industria de alimentos (DURAN et al.,
2010; ZHAO et al., 2019). No contexto de micronizagdo, as técnicas que utilizam
fluido supercritico (FSC) apresentam vantagens frente as técnicas convencionais,
visto a redugédo ou nao utilizagdo de solvente, possivel eliminagdo da degradagéo
térmica, auséncia de solvente residual e principalmente controle do tamanho de
particula durante o processo (CHENG et al., 2016; DUHAN et al., 2017; RASENACK;
MULLER, 2004; TENORIO et al., 2007).

O Gas Antisolvent (GAS) € uma técnica supercritica que baseia-se em
extrair o solvente organico utilizado na solugdo que contém o soluto de interesse,
que sera micronizado pelo CO2 supercritico (FUENTE; PETERS; ARONS, 2000).
Um dos fluidos mais utilizados em estado supercritico € o diéxido de carbono (COy),
destacando-se por ser relativamente inerte, ndo inflamavel, abundante e barato
(FUENTE; PETERS; ARONS, 2000). A utilizagcdo do fluido supercritico como
antissolvente no processo de micronizagdo vem ganhando espaco visto a formagao
de polimorfos dos compostos apds o processo.

O polimorfismo é a capacidade de uma substancia se estruturar em
diferentes formas cristalinas, com diferentes arranjos ou conformacgdes (GIRON,
1995) e tem impacto direto no ponto de fusdo, na solubilidade aparente e na
velocidade de dissolugdo dos compostos, podendo afetar sua estabilidade e
biodisponibilidade (GALEGO, 2014; NARBONA et al., 2014).

A luteolina tem sido amplamente pesquisada por sua alta atividade
antioxidante, estudos comprovam sua acéo anticancer e em doengas degenerativas
(ALI; SIDDIQUE, 2019; CHOWDHURY et al., 2002; LIU et al., 2015a). No entanto, a
baixa solubilidade aquosa e a baixa biodisponibilidade limitam sua aplicagao.
Buscando melhorar a solubilidade, estudos tém promovido encapsulagdo da
luteolina utilizando diferentes técnicas e agentes encapsulantes (LIU et al., 2014),
outros estudos tém verificado seu potencial quelante para eliminagcdo de metais
téxicos no organismo (ROY et al., 2015; WANG et al., 2019a) e, embora o uso de
tecnologia supercritica na encapsulagao da luteolina ja tenha sido utilizada avaliando

a modificacdo da velocidade de dissolucdo e solubilidade (CAPUA et al., 2017;
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CAPUA; ADAMI; REVERCHON, 2017), nenhum trabalho valida a micronizag&o por
tecnologia supercritica.

Devido as potenciais aplicagbes da luteolina, o objetivo deste trabalho foi
estudar o processo de micronizacdo supercritica por Gas Antissolvente visando a
reducdo do tamanho de particula, por consequéncia aumentando sua
biodisponibilidade. Assim, este estudo combina de forma inovadora o aumento da
razao area superficial/volume da luteolina com o uso da tecnologia supercritica,
visando a obtencdo de microparticulas livres de residuos toxicos para posterior
aplicagao biomédica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Estudar o processo de micronizagdo da luteolina pela técnica de

Antissolvente Gasoso (GAS) empregando CO2 como fluido supercritico.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia das variaveis do processo de micronizagao
(temperatura e pressdo) em relagdo ao tamanho de particula por meio de um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR);

e Quantificar possiveis residuos de solvente nas particulas micronizadas;

¢ Analisar a morfologia das particulas de luteolina;

e Determinar o tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas;

e Comparar a atividade antioxidante das particulas de luteolina micronizada
e n&o-micronizada;

e Verificar possiveis degradagcdes dos compostos apds o processo de
micronizagao por fluido supercritico;

¢ Avaliar se o processo GAS causou a amorfizagao da luteolina;

¢ Avaliagao da taxa de dissolugéo da luteolina micronizada comparando com

a luteolina nao-micronizada.
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¢ Avaliacdo da solubilidade da luteolina micronizada comparando com a

luteolina ndo-micronizada
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

No capitulo em questdo, sera apresentada uma breve revisao de literatura
sobre os assuntos relevantes para a compreensdo e contextualizagcdo deste

trabalho.

2.1 ESPECIES REATIVAS, ANTIOXIDANTES E COMPOSTOS FENOLICOS

Espécies reativas, também conhecidos como radicais livres, sdo atomos ou
moléculas que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados em sua O6rbita
externa, quimicamente muito reativos e instaveis (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990). Esses radicais livres constituem um processo fisioldgico e continuo com
funcdes nos processos metabdlicos, onde sdo capazes de oxidar aleatoriamente
moléculas biolégicas essenciais como lipidios, proteinas, glicosideos e acidos
nucleicos, o que resulta na perda de suas fungdes fisioldgicas e indugéo de efeitos
deletérios (VASANTHA RUPASINGHE; NAIR; ROBINSON, 2014). Os radicais livres
de maior importancia biolégica compreendem as espécies reativas de oxigénio
(ERO) e as espécies reativas de nitrogénio (ERN).

Quanto a acéo dos radicais livres, muitas pesquisas tém mostrado que o
consumir alimentos com propriedades antioxidantes resultam uma agao protetora
efetiva contra esses processos oxidativos naturalmente ocorrentes no organismo
(MINATEL et al., 2017). Estudos indicaram que doengas dentre as quais diabetes,
cancer e problemas cardiovasculares, estdo diretamente ligadas aos danos
causados por formas de oxigénio muito reativos relacionadas aos processos de
envelhecimento do organismo (ALI; SIDDIQUE, 2019; MINATEL et al., 2017). Assim,
antioxidantes sao definidos como quaisquer substancias que, presentes em baixas
concentragbes frente a um substrato oxidavel, previnem, reparam ou retardam a
oxidacdo das moléculas, protegendo as células e inibindo reagbes associadas a
formacao de radicais livres, impedindo a perda da integridade celular reparando os
danos causados por esses radicais (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985; VASANTHA
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RUPASINGHE; NAIR; ROBINSON, 2014). Dentre os antioxidantes naturais,
destacam-se as vitaminas C e E, os carotenoides e os compostos fendlicos, que sao
os antioxidantes mais abundantes na alimentacdo humana (VASANTHA
RUPASINGHE; NAIR; ROBINSON, 2014).

Os compostos fendlicos apresentam em sua estrutura, varios grupos
benzénicos caracteristicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas que
séo classificados em dois grupos: os flavonoides e os nao flavonoides, sendo que
ambos sdo metabdlitos secundarios presentes em frutas e vegetais. Os grupos dos
compostos fendlicos de maior importancia sdo os acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, e antocianinas (VASANTHA RUPASINGHE; NAIR; ROBINSON, 2014). Os

compostos fendlicos e suas classes sao brevemente descritos a seguir na Tabela 1.

Tabela 1 — Classificacdo dos compostos fendlicos.

Grupo Classe Composto

Acido cafeico
Acido clorogénico
Acido ferulico
Acidos hidroxicinamicos Acido sinapico
Acidos Fenolicos Acidos caftaricos
Acido neoclorogénico

acido p-cumarico

] Acido elagico
Acidos hidroxibenzoicos

acido galico
Estilbenos Resveratrol
Polimeros de catequina
Polimeros de epicatequina
Taninos Elagitaninos
Proantocianidinas
Acidos tanicos
Secoisolariciresinol
Ligninas
Matairesinol
Miricetina
Flavondis Quercetina
Flavonoides Kempferol
Naringenina
Flavanones

Hesperetina
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Flavonas

Apigenina
Luteolina
Tangeretina

Nobiletina

Flavan-3-ols

(+) -Catequian
()
(-) —Epicatequina-3-galato
()

(+) -Galocatequina

-Epicatequina

-Epigalocatequina-3- galato

(-) -Epigalocatequina

Procianidinas

Prodelfinidinas

Antocianinas

Cianidina 3- galactosideo
Cianidina 3-glucosideo
Cianidina 3-arabindsido
Cianidina 3-xilosideo
Malvidina

Delfinidina

Pelargonidina

Dihidrocalcona

Floretina

Floridzina

Fonte: adaptado de (VASANTHA RUPASINGHE; NAIR; ROBINSON, 2014).

Os flavonoides sdo a subclasse mais importante dos compostos fendlicos,

que sao metabdlicos secundarios dos vegetais (RUFINO et al., 2010), e além de

atuarem na parte fisiolégica das plantas desempenham importante funcéo para a
saude humana (CAPUA; ADAMI; REVERCHON, 2017; ZHOU et al., 2018). Séao

divididos em classes de acordo com sua estrutura molecular, sua estrutura quimica

basica consiste de 15 carbonos distribuidos em dois anéis aromaticos (anel A e B)

unidos por carbono heterociclico do pirano (anel C) (Figura 1), os atomos de

hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes, as duplas ligagdes dos anéis benzénicos

e a dupla ligagao da funcédo oxo (-C=0) de algumas das moléculas de flavonoides

garantem uma alta atividade antioxidante (MINATEL et al., 2017).
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Figura 1 - Estrutura quimica genérica dos flavonoides

Fonte: elaborado pela autora.

2.2 LUTEOLINA (ARACHIS HYPOGAEA L.)

A luteolina é um flavonoide natural da subclasse das flavonas,
abundantemente presente em frutas e legumes (FREMONT, 2000; IMRAN et al.,
2019; PAUL; SAHA, 2004). Dentro da classificacado dos flavonoides a luteolina € uma
tetra-hidroxiflavona na qual os quatro grupos hidroxi estao localizados nas posi¢oes
3,4, 5e7, (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica da luteolina

HO

Fonte: elaborado pela autora.

Tem formula molecular CisH100s, apresenta uma aparéncia cristalina
amarela, ponto de fusdo entre 220 e 330°C e massa molecular 286,24 g-mol-
(NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2019). Na Tabela 2

estdo algumas das diferentes fontes de luteolina com sua concentragcéo (mg - 100 g

.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/tetrahydroxyflavone
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/hydroxy

Tabela 2 — Fontes de luteolina e sua concentracéo
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Fonte Contetido (mg - 100 g™)

Radicchio 37,96 £ 0,10

Aipo chinés cru 34,87 £ 0,04

Salsa seca 19,75 £ 0,06

Hortela fresca 11,33 £ 0,02
Pimenta verde crua (malagueta) 5,11 £ 0,01

Pimenta crua (Serrana) 4,14 + 0,02
Pimentas cruas (jalapefio) 1,34 £ 0,01

Legumes Aipo cru 1,31 £ 0,03
Couve-rabano cru 1,30 £ 0,05

Salsa crua 1,24 + 0,06
Espinafre cru 1,11 £ 0,01
Pimentos doces verdes crus 0,69 + 0,01

Pimentos doces vermelhos crus 0,63 £ 0,02

Beterraba crua 0,37 £ 0,03

Couve de Bruxelas crua 0,34 £ 0,03

Orégano 1.028,8 £ 5,6

Bagas de zimbro 69,05+ 2,3

Tomilho fresco 51,00 £ 3,4

Ervas Orégano mexicano fresco 25,10 £ 1,25
Salvia fresca 16,70 £ 0,7
Alecrim fresco 4,00£0,2

Cebolinha crua 0,15+ 0,07

Frutas Limdes crus sem casca 1,50 £ 0,03
Folhas de batata-doce crua 0,20 £ 0,01

Fonte: adaptado de (MANZOOR et al., 2019).

A atividade antioxidante da luteolina € amplamente reportada e de grande

interesse para a industria de alimentos, desenvolvendo um importante papel na
reducdo da oxidacao lipidica dos tecidos (IMRAN et al., 2019; KHAN; SARAF;
SARAF, 2015; KHAN et al., 2016). Assim, quando incorporado em produtos

alimenticios, ajuda a conservar a qualidade do alimento, além de reduzir o risco de

desenvolvimento de algumas doencas (RAMACHANDRAIAH; CHIN, 2021).

Este composto vem sendo estudado extensivamente frente a evidéncias de

suas propriedades bioativas como atividade antioxidante (BOEING et al., 2020;
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MADHESH; VAIYAPURI, 2012; OZGEN et al., 2011; ROY et al., 2015; WANG et al.,
2019a), anti-inflamatoria (AZIZ; KIM; CHO, 2018; BOEING et al., 2020; DANG et al.,
2014; LIU et al., 2009; NABAVI et al., 2015; VILLALVA et al., 2019),
anticancerigenos (AZIZ; KIM; CHO, 2018; IMRAN et al., 2019; MAJUMDAR et al.,
2014), bem como seu efeito anti-amnésico (LIU et al., 2009; NABAVI et al., 2015;
TAMBE et al., 2016). No entanto, as baixas solubilidade e biodisponibilidade da
luteolina limitam suas aplicagdes funcionais (LUO et al., 2019; SHAKEEL et al.,
2018).

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS), que diferencia as
substancias medicamentosas por sua solubilidade em agua e permeabilidade dos
tecidos nos fluidos gastricos e intestinais, classifica em quatro niveis, sendo
compostos de classe | os com alta permeabilidade e alta solubilidade, classe Il com
alta permeabilidade e baixa solubilidade, classe Ill com baixa permeabilidade e alta
solubilidade e compostos de classe IV aqueles com baixa permeabilidade e baixa
solubilidade (AMIDON et al., 1995). De acordo com essa classificagcéo, a luteolina se
enquadra na classe Il devido sua baixa solubilidade e alta permeabilidade (CAO et
al., 2020). Dessa forma, os estudos que tem como objetivo desenvolver novos
produtos ou modificagao da estrutura fisica de compostos com essas caracteristicas,
tem como foco o aumento da solubilidade.

Estudos farmacocinéticos indicaram que a luteolina é rapidamente absorvida
apo6s administragao oral com concentragbes do farmaco detectaveis no plasma em
30 min, mas em proporg¢des muito baixas (SHIMOI et al., 1998) e dentro do corpo, é
excretada rapidamente pelos rins (LOPEZ-LAZARO, 2009). Devido a baixa
solubilidade aquosa, a extensdo da absorg¢ao no sistémica € pobre, além disso, a
luteolina sofre extenso metabolismo pré-sistémico (KHAN; SARAF; SARAF, 2015).

Estudos desenvolvidos por Wang et al. (2019a) mostraram um aumento da
taxa de dissolugdo da luteolina apds sua precipitagdo por método antissolvente,
também foi observado o perfil de concentracdo no plasma de ratos, mostrando que
as nanoparticulas apresentavam concentragdo maxima 1,67 vezes maior que a
luteolina nao tratada, indicando melhoramento da biodisponibilidade apds a
formacao das nanoparticulas.

Diversas estratégias tém sido utilizadas visando aumentar a solubilidade da

luteolina, como a formagao de emulsdes, encapsulagao, obtencado de polimorfos e
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formacado de cocristais, técnicas que tém apresentado resultados positivos em
relacdo & melhora da solubilidade composto (SOWA; SLEPOKURA; MATCZAK-
JON, 2013; WANG et al., 2019a, 2021).

Assim, tornam-se necessarias alternativas capazes de aumentar a
solubilidade da luteolina, garantindo seu acesso integro ao local de agao 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, possibilitando a
substituicdo de antioxidantes sintéticos e agregando valor ao produto. Além das
diversas aplicagbes na area biomédica devido ao potencial ja explorado da agao da

luteolina frente ao tratamento de diversas doencas.

2.3 IMPORTANCIA DO TAMANHO DE PARTICULA

A producéao de particulas pequenas com distribuicdo de tamanho controlado
tem atraido o interesse da comunidade cientifica e industrial, principalmente nas
areas farmacéutica, alimentar e quimica (BEVILAQUA; ROSA, 2019; DUHAN et al.,
2017; RASENACK; MULLER, 2004; TEMELLI, 2018).

O tamanho e forma da particula influencia diretamente nos processos de
reagao que envolvem absorgao, dissolucéo; biodisponibilidade, coloragao e atividade
antioxidante; isto esta diretamente ligado a area superficial de contato, morfologia e
uniformidade do tamanho das particulas. O aumento e uniformidade da area
superficial pode ser obtida pela formagdo de nanoparticulas, a aplicagcdo dessas
propriedades é base da nanotecnologia de materiais (DURAN et al., 2010).

Na industria de alimentos, a nanotecnologia vem sendo utilizada para
aumentar a vida de prateleira de alimentos pereciveis e também incorporar
compostos nutracéuticos que possibilite acdes benéficas a saude humana como,
antioxidante ou anti-inflamatéria (MADHESH; VAIYAPURI, 2013; MAJUMDAR et al.,
2014; WANG et al., 2019a).

Apos o surgimento da nanotecnologia, diversas técnicas envolvendo
processamento, fabricacdo e aplicagdo de estruturas com forma e tamanho

controlados foram desenvolvidos com o objetivo de modificar o produto final, tanto
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na escala micrométrica quanto na escala nanométrica (DUHAN et al., 2017;
DUNCAN, 2011). Uma classificagdo caracteriza que, particulas menores que 0,1 ym
sdo ditas nanoparticulas, particulas com didmetro entre 0,1 a 1 um como
submicrométricas, entre 1 e 5000 um como microparticulas e acima de 5000 pm

como sendo macroparticulas (VYAS et al., 2017).

2.4 MICRONIZAGAO

Micronizagdo € o processo de diminuicdo de tamanho de particulas ou
materiais. E um processo comum em farmacos que apresentam problemas de
dissolugdo ou solubilidade (DUNCAN, 2011). A area superficial de contato e a
distribuicdo do tamanho das particulas afetam ndo apenas a etapa de fabricagao
como também a biodisponibilidade de um composto. Neste sentido, a micronizacao
é utilizada a fim de aumentar a biodisponibilidade dos compostos.

Na area farmacéutica a micronizagao é utilizada a fim de aumentar a area
superficial das particulas, aumentar a velocidade de dissolugdo e garantir a
distribuicdo de tamanho das particulas (MAJUMDAR et al., 2014; WANG et al.,
2019a).

Das técnicas de micronizagdo, as convencionais como secagem por
pulverizacao, trituragdo mecanica, recristalizagao entre outras, apresentam algumas
desvantagens como: uso excessivo de solvente, por consequéncia altas
concentragdes de solvente residual, uso de temperaturas que causam degradacao
térmica, dificuldade de controlar a distribuicdo e o tamanho de particulas durante
processamento (ADAMI et al., 2019; DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI, 2017).
Essas técnicas convencionais de micronizagdo podem afetar a estrutura cristalina da
particula, gerando produtos com caracteristicas indesejaveis (FRANCESCHI et al.,
2010).

Para minimizar estes efeitos causados pelas técnicas convencionais,
métodos alternativos de micronizagdo foram desenvolvidos (FUENTE; PETERS;
ARONS, 2000; GALLAGHER et al., 1989). Dentre estes métodos nao convencionais
tem-se a tecnologia de cristalizagao por fluido supercritico (SFC - Supercritical Fluid

Crystallization), que vem ganhando atencdo pela sua multifuncionalidade
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(GALLAGHER et al., 1989). O CO: supercritico pode ser usado como soluto,
solvente ou antissolvente (MARCO; REVERCHON, 2011).

Em um processo de atomizagdo assistida supercritica SAA (DI CAPUA;
ADAMI; REVERCHON, 2017) mostrou que € possivel aumentar a taxa de dissolu¢ao
e a biodisponibilidade  preparando  particulas  submicrométricas de
luteolina/poly(vinylpyrrolidone), tendo dissolucdo 9 vezes mais rapida que o
medicamento nao tratado. Montes et al. (2016) preparou microparticulas por um
processo antissolvente supercritico e obteve liberagdo mais rapida para o
coprecipitado, novas ligagdes quimicas ndo foram formadas entre o polimero e o
composto indicando a natureza fisica do processo SAS, mostrando que é favoravel
para aplicagdes farmacéuticas, visto que qualquer interacdo quimica entre o
polimero e o composto de interesse pode resultar em uma alteracdo em suas
propriedades, assim obteve condicdes de cristalinidade e a estabilidade inalteradas
apos processamento.

O uso de CO2 supercritico no processo de micronizagao conquista cada vez
mais espaco, podendo produzir polimorfos que ndo podem ser produzidos por outras
técnicas, uma vez que o polimorfismo pode induzir a mudancas nas caracteristicas
fisico-quimicas do composto, pois pode alterar o ponto de fusdo, densidade
aparente, solubilidade aparente e velocidade de dissolugdo (GALEGO, 2014;
NARBONA et al., 2014), assim, o polimorfismo pode afetar a estabilidade, a
manipulagao e a biodisponibilidade do farmaco (RIBAS et al., 2019).

2.5 POLIMORFISMO

O polimorfismo é a capacidade de uma substancia em se estruturar de
diversas formas cristalinas, com arranjos ou conformacdes diferentes, a palavra se
deriva do grego “poli” (muitas) e “morphes” (formas) (GIRON, 1995). Como se
originam de diferentes arranjos, a habilidade do polimorfo cristalizar € governada por
fatores termodinamicos e cinéticos, que levam a estabilidade da estrutura quimica
(BRITTAIN, 2012).

As diferentes formas cristalinas de um farmaco podem levar a alteragdes nas

propriedades fisico-quimicas, como a solubilidade, e por consequéncia sua
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dissolugdo (BLAGDEN et al., 2007), além disso, podem existir alteragbes no
tamanho da particula, forma, dureza, ponto de fus&do, densidade, higroscopicidade e
estabilidade, que afetam o processo de produgdo do composto e sua
biodisponibilidade (BLAGDEN et al., 2007; BRITTAIN, 2012; GIRON, 1995).

Estudos demostram que, compostos na forma cristalina apresentam menor
solubilidade e maior estabilidade térmica, diferentemente da sua forma amorfa
(BLAGDEN et al., 2007). Formulagdes que apresentam compostos parcialmente
cristalino e amorfo sdo mais soluveis que compostos que apresentam apenas formas
cristalina (GIRON, 1995). Como os polimorfos originam-se de diferentes arranjos das
moléculas, a habilidade do polimorfo cristalizar € governada por fatores
termodinamicos e cinéticos (ANWAR; ZAHN, 2017; PINDELSKA; SOKAL;
KOLODZIEJSKI, 2017), sendo que, apenas uma forma é termodinamicamente
estavel a determinada temperatura, assim a forma polimoérfica de maior energia
tende a se transformar na forma de menor energia e, portanto, mais estavel, ou seja,
pode ocorrer a transi¢cao polimorfica. Portanto, compostos amorfos ou parcialmente
cristalinos promovem maior rapidez no efeito terapéutico, resultados da sua maior
velocidade de dissolugao, resultando em maior absorgédo do composto (BLAGDEN et
al., 2007; BRITTAIN, 2012; GIRON, 1995).

2.6 EMPREGO DO FLUIDO SUPERCRITICO

O emprego de fluidos supercriticos para a obtengcdo de materiais de
tamanho reduzido e controlado ocorre como fungdo dos parametros de operagao:
natureza do solvente e do reagente, pressao, temperatura, tempo de residéncia no
reator e aditivos empregados (ADSCHIRI; YOKO, 2018; BEVILAQUA; ROSA, 2019;
PROSAPIO; MARCO; REVERCHON, 2018; REVERCHON; MARCO, 2011). Além de
satisfazer as necessidades industriais que necessitam de caracteristicas controladas
nos materiais solidos, essas metodologias tentam sanar as deficiéncias encontradas
nos métodos convencionais. Por isto, as tecnologias que empregam fluido
supercritico tém sido amplamente testados experimentalmente em laboratério, como
as extragdes, formacao de particulas, esterilizacdo e amplamente utilizada como
meio de reagao (DUHAN et al., 2017; FANG et al., 2020; KANKALA et al., 2018).
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Fluidos supercriticos sdo substancias que se encontram acima de suas
condicbes criticas de pressao e temperatura, apresentam elevado poder de
solvatacao e baixa tensao superficial, com propriedades de transporte caracteristicas
de gases (BRUNNER, 1994). Estando o fluido acima do ponto critico, pequenas
mudangas na sua pressao resultam em significativas alteragdes na densidade e em
propriedades relacionadas a densidade, como viscosidade e poder de solvatacao
(BRITTAIN, 2012; BRUNNER, 1994; REVERCHON; MARCO, 2011). As tecnologias
supercriticas permitem reduzir ou eliminar o uso de solventes organicos durante o
processo. A alta solubilidade dos solventes orgénicos nos fluidos supercriticos
permite sua completa remoc¢ao obtendo-se, assim, produtos livres de solvente, sem
a necessidade de uma etapa de pds-processamento, comum nos métodos
convencionais (ADSCHIRI; YOKO, 2018; DUHAN et al., 2017; TEMELLI, 2018).

Os processos com fluidos supercriticos podem ser divididos em trés
categorias, sendo que a maioria emprega CO> como fluido pressurizado, seja como
solvente (RESS), soluto (PGSS) ou antissolvente (SFEE, GAS, SAS, PCA, ASES e
SEDS) (PRIAMO et al., 2013).

O método que utiliza o fluido supercritico como solvente RESS (Rapid
Expansion of Supercritical Solutions) consiste em dissolver o soluto de interesse em
um solvente (fluido supercritico) e, entdo, precipitar esse soluto por meio da rapida
expansao da mistura (JUNG; PERRUT, 2001), sua aplicacao se limita a compostos
de baixa polaridade, que apresentam solubilidade razoavel em CO2 (PRIAMO et al.,
2013).

A técnica denominada PGSS (Particles From Gas Saturared Solutions)
utiliza o fluido sub ou supercritico como soluto, é a técnica mais adequada para
recristalizacdo de compostos que ndo sdo soluveis em fluidos supercriticos, a
técnica acontece em duas etapas, primeiro ocorre a saturagao do soluto com o fluido
supercritico, depois a solugao saturada € expandida por meio de um bocal, levando
a formacéao das particulas pelo intenso resfriamento que é causado pela liberacao do
fluido supercritico; nesta técnica ha possibilidade de obter particulas sdlidas ou
liquidas (dependendo do sistema) (MARTIN; COCERO, 2008).

Os processos que utilizam o fluido supercritico como antissolvente sao

empregados para compostos que sao praticamente insoluveis em fluidos
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supercriticos e a principal diferenca entre eles é como ocorre o contato entre a
solugdo organica e o antissolvente comprimido (PROSAPIO; MARCO;
REVERCHON, 2018); as técnicas dos meétodos antissolvente provocam a
precipitagdo do substrato que inicialmente € dissolvido em uma solug&o organica, e
de acordo com Franceschi et al. (2010) o principio dessas técnicas € que o soluto
seja completamente miscivel no solvente organico e imiscivel ou pouco miscivel no
antissolvente, e o0 solvente orgénico precisa possuir maior afinidade com o
antissolvente do que com o soluto, assim quando essa solucdo entra em contato
com o antissolvente a solubilidade do soluto no solvente organico € drasticamente
reduzida causado pelo decréscimo no poder de solvatagdo do solvente organico,
resultando na precipitacdo do soluto na forma particulada. A técnica GAS (Gas-
Antisolvent) descrito por Gallagher et al. (1989), foi o método pioneiro em empregar
o fluido supercritico como antissolvente. As vantagens da utilizacdo da técnica GAS
€ sua versatilidade, pois, selecionando apropriadamente o solvente & possivel
micronizar muitos produtos diferentes (FUENTE; PETERS; ARONS, 2000).
Atualmente, o dioxido de carbono (CO2) é mais empregado como fluido
supercritico nos processos de encapsulagao e precipitacdo de compostos, devido
sua elevada pureza, baixo custo, abundante disponibilidade, ser atéxico, nao
inflamavel, inodoro, incolor e inerte, e suas condicbes moderadas de temperatura
critica (Tc) = 31,1 °C e presséo critica (Pc) = 73,8 bar (BRUNNER, 1994). E um
fluido potencial para se trabalhar com alimentos e produtos naturais, pois possibilita
0 processamento a baixas temperaturas, utilizando um meio ndo-oxidante, o que
permite sua utilizacdo com compostos termolabeis ou que sao facilmente oxidados.
E crescente o numero de trabalhos na literatura que apresentam a utilizagéo
da tecnologia supercritica na obtencdo de materiais soélidos micro ou
nanoparticulados de interesse nas industrias de alimentos, quimica e farmacéutica.
Aguiar et al. (2018), realizaram micronizacdo de trans-resveratrol empregando
tecnologia supercritica, eles obtiveram aumento de 2,8 vezes a sua solubilidade em
agua, e um aumento de 1,8 vezes na taxa de dissolucdo, ressaltando que a técnica
€ promissora, pois permite o uso do trans-resveratrol nas industrias quimica,
alimenticia e farmacéutica, uma vez que o processo de micronizagao melhorou as

propriedades do composto.
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2.7 CONSIDERAGCOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Estudos comprovam que, o estresse oxidativo desempenha papel importante
em muitas doengas (BOEING et al.,, 2020; DANHIER; FERON; PREAT, 2010;
MADHESH; VAIYAPURI, 2012) e os antioxidantes t€ém mostrado efeitos benéficos
na terapia de doengas neurodegenerativas (ALl et al., 2019; ALI; SIDDIQUE, 2019),
cancer (CHOWDHURY et al., 2002; LIU et al., 2015b) e doencgas inflamatorias (AZIZ;
KIM; CHO, 2018; VILLALVA et al., 2019). Os antioxidantes agem atrasando ou
inibindo a oxidag&o do substrato onde os radicais livres atacam (IMRAN et al., 2019).
Porém, os compostos bioativos, em sua maioria, apresentam baixa
biodisponibilidade. A biodisponibilidade esta diretamente relacionada ao tamanho da
particula, sua cristalinidade e morfologia, assim, técnicas que reduzam a
cristalinidade e o tamanho de particula tém sido largamente empregados (DUHAN et
al., 2017; RASENACK; MULLER, 2004).

Considerando a necessidade de melhoria na biodisponibilidade desses
compostos, as industrias quimica e farmacéutica vém buscando tecnologias que
possibilitem solucionar essa caréncia com diferentes métodos de micronizacao
como, por exemplo moagem, spray-drying entre outros, porém essas técnicas
tradicionais apresentam desvantagens como ampla distribuigdo de tamanho das
particulas e a degradacdo do composto, causados pelo uso de temperaturas
elevadas e em alguns casos pelo uso excessivo de solventes. Neste sentido e pela
constante busca por tecnologias ambientalmente seguras, os processos que utilizam
tecnologia supercritica atuam perfeitamente sanando essas necessidades
(ADSCHIRI; YOKO, 2018; BEVILAQUA; ROSA, 2019; TEMELLI, 2018). Os
processos que aplicam tecnologia supercritica tém vantagem diante dos métodos
convencionais, pois fazem uso reduzido de solventes e sua completa remogao ao
final do processo, além das temperaturas serem moderadas diminuindo a
degradacao e aumentando a qualidade do produto final.

Estudos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa associados ao LATESC da
UFSC comprovaram a eficiéncia dos processos a alta pressado para micronizagao de
compostos bioativos de interesse para as industrias alimenticia, quimica, médica e

farmacéutica. O estudo de micronizagdo de -caroteno pela técnica SEDS
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apresentou rendimento entre 71 a 94%, a temperatura e a pressao do sistema
tiveram influéncia na morfologia das particulas, o processo promoveu diminuigdo no
tamanho das particulas, variando de 3,2 a 96,8 um (FRANCESCHI et al., 2009). Um
estudo com a precipitacdo da teofilina a partir de solugdes de etanol e
diclorometano, utilizando CO2 supercritico como antissolvente pela técnica SEDS
resultou em diminuicdo da forma cristalina do composto, bem como redugao do
tamanho de particula (FRANCESCHI et al., 2008). Em estudo de micronizagao de
resveratrol via SEDS, resultados significativos foram apresentados, com valor de
solvente residual dentro dos padrbes aceitaveis e diminuicdo de 167 vezes o
tamanho da particula (AGUIAR et al., 2016). Estas pesquisas indicaram mudanga
nas caracteristicas do material apds o processamento, contribuindo para a teoria que
com a micronizagao € possivel modificar as caracteristicas dos compostos e por
decorréncia aumentar sua biodisponibilidade. Assegurando capacidade de
aplicagdes antes impossiveis.

Muitos compostos bioativos tém sido extensivamente pesquisados, como o
caso da luteolina, um flavonoide natural que nas ultimas décadas vem despertando
interesse na industria farmacéutica e de alimentos devido sua atividade antioxidante,
os estudos comprovam sua agao anticancerigena e em doengas degenerativas (ALI;
SIDDIQUE, 2019; CHOWDHURY et al., 2002; LIU et al., 2015b). No entanto, a baixa
solubilidade aquosa e baixa biodisponibilidade da luteolina limitam sua aplicagao.
Buscando melhorar a solubilidade, estudos tem promovido a encapsulagédo da
luteolina por meio de diferentes técnicas, empregando diferentes agentes
encapsulantes (LIU et al., 2014; WANG et al., 2019b), outros trabalhos verificam o
potencial quelante da luteolina para eliminagdo de metais toxicos no organismo
(ROY et al., 2015; WANG et al., 2019c).

Embora ja tenha sido empregado o uso de tecnologia supercritica na
encapsulacdo da luteolina (DI CAPUA et al., 2017; DI CAPUA; ADAMI,
REVERCHON, 2017; PALAZZO et al., 2019), avaliando a modificagao da velocidade
de dissolugao e solubilidade, nenhum trabalho aborda a micronizagao por tecnologia
supercritica e sua posterior caracterizacao.

Diante disto, tomando em consideragdao os beneficios gerados com a
micronizagao das particulas por meio de tecnologia supercritica descritos

anteriormente, se faz evidente a necessidade do estudo da micronizagdo da
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luteolina por tecnologia supercritica, sua caracterizagao e avaliagdo da modificagéo
na solubilidade e dissolugdo. Dessa forma, este estudo alia de forma inovadora o
aumento da area superficial de contato da luteolina ao uso de tecnologia
supercritica, visando obter particulas micronizadas livres de residuos toxicos para

posterior aplicagao biomédica.
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados detalhadamente o material, incluindo
nome, férmula, pureza e fabricante, e a metodologia utilizada para a realizagdo dos
experimentos de micronizagdo da luteolina empregando diéxido de carbono
pressurizado como antissolvente e acetona como solvente organico. Na sequéncia,
as metodologias para a caracterizagdo das particulas obtidas, determinacdo de
solvente residual e analises in vitro da atividade antioxidante, taxa de dissolucéo e
solubilidade a fim de investigar e comparar o perfil da luteolina micronizada com a

luteolina nado-micronizada.

3.1 ESPECIFICAGCOES DO MATERIAL E DO PROCESSAMENTO

O composto utilizado foi a luteolina, com féormula molecular C1sH10Os €
pureza de 98%, produzido por Kingherbs Limited e adquirido por Active
Pharmaceutica LTDA ME (SC - Brasil). O certificado de analise contendo
informacgdes sobre pureza e outras propriedades da amostra de luteolina encontra-se
no Anexo A. Acetona (C3HeO) foi utilizada como solvente da solugdo a ser
micronizada, com pureza de 99,5% foi adquirido da Vetec (Sigma Aldrich) e dioxido
de carbono foi utilizado como antissolvente, CO> com 99,9% de pureza na fase
liquida, foi fornecido pela White Martins S. A. Todos os produtos quimicos foram
utilizados como recebidos, sem purificacdo adicional e foram armazenados em
condi¢des e local apropriados para que nao sofressem qualquer tipo de alteragao
por interferéncia de luz, calor e umidade. As etapas experimentais para realizagao

deste trabalho s&o apresentadas na Figura 3 e descritas na sequéncia.
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Figura 3 — Fluxograma das etapas utilizadas para realizagdo deste trabalho.

Solubilizagao da luteolina em acetona sob agitagdo mecanica, seguindo a temperatura de

operagao de ensaio

v

Micronizacao da luteolina, formagao de particulas submicrométricas por GAS

|

Andlise do processo

¢ Rendimento de micronizagao;

e Solvente residual;

v
Caracterizagao das particulas
MEV;
eSize Meter;
eDPPH;
*DSC;
*FTIR;
*DRXP;
v
Melhor ensaio
e Solubilidade

e Dissolugao

Fonte: desenvolvido pela autora.

3.2 UNIDADE EXPERIMENTAL DE MICRONIZACAO

A micronizacao foi realizada por técnica empregando fluido pressurizado
como antissolvente, pela técnica Gas-Antisolvent (GAS). A unidade experimental
utilizada na micronizagcao da luteolina foi a mesma utilizado por Ribas et al. (2019)
na cocristalizagdo de curcumina e por Pessoa et al. (2019) na precipitacdo de

cocristais de resveratrol. O aparato experimental esta apresentado na Figura 4.
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Figura 4 — Diagrama esquematico do aparato experimental GAS.

Fonte: adaptado de (RIBAS et al., 2019).

Conforme a Figura 4, o aparato experimental € constituido dos elementos
descritos a seguir:

(1) Reservatodrio de armazenamento de diéxido de carbono (COy);

(2) Valvula de uma via que permite a vazdo em um unico sentido (Check-Valve
Marca HIP, Modelo 15-41AF1-T, Presséao de operagao até 1034 bar);

(3) e (4) Valvulas de Esfera, permitem a vazdo do CO2 para as bombas de alta
pressdao (Marca Swagelok, Modelo SS-83KS4, Pressdo de operagao até 410
bar a temperatura ambiente);

(5) Banho ultratermostatico de recirculagdo, mantém constante a temperatura das
bombas de alta presséo (Marca Nova Etica, Modelo 521/2D);

(6) e (7) Bombas de alta presséao, pressurizam o antissolvente, neste caso o COa..
Sao utilizadas duas bombas que possuem cilindro de armazenamento com
capacidade de 506 mL (Marca ISCO, Modelo 500D, pressao de trabalho de até
258 bar e vazao maxima de 170 mL - min''), para manter constante a vazéo de
entrada de antissolvente durante o processo de micronizagao;

(8) e (9) Valvulas de esfera, quando abertas permitem a vazao de CO; pressurizado
das bombas para a camara de micronizagao (Marca Swagelok, Modelo SS-

83KS4, pressao de operacao até 410 bar a temperatura ambiente);
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(10) Valvula métrica tipo agulha, controla a vazdo de CO: pressurizado das bombas
de alta pressao para camara de micronizagado (Marca HIP, Modelo 15-11AF1,
pressao de operacéo até 1034 bar);

(11) Cémara de precipitagdo encamisada cilindrica de ago inox 316 com capacidade
de 600 mL (diametro interno de 8 cm e altura 12cm). Possui cinco entradas na
tampa: uma central, e quatro periféricas, onde uma esta fechada;

(12) Entrada periférica para entrada de um transdutor de pressdo (Transdutor
absoluto — 0 a 250 bar, Marca SMAR, Modelo LD 301), para monitoramento da
pressao dentro da camara de micronizacao, ele esta conectado a linha entre a
valvula (10) e a camara de micronizagéo;

(13) Entrada periférica para o sensor de temperatura (termopar) ligado a um
indicador de temperatura (Universal, Marca NOVUS, Modelo N 1500);

(14) Suporte constituido por dois filtros de politetrafluoretileno, disposto na saida da
camara, para retenc¢ao das particulas micronizadas no seu interior, permitindo
apenas a vazao do antissolvente e solvente organico. Um suporte
apresentando porosidade de 1um, didmetro de 8 mm e espessura de 1 mm
serve de base para o filtro membrana de porosidade 0,22 um, espessura de
150 um e mesmo diametro;

(15) Banho ultratermostatico de recirculagdo (Marca Nova Etica, Modelo 512/2D),
controla a temperatura da camara de micronizagao;

(16) Valvula métrica tipo agulha (Marca HOKE, Modelo 1315G2Y), fica na saida da
camara de precipitagcado. Esta valvula controla a vazdo de saida da camara de
micronizagao, juntamente com a valvula (10);

(17) Fita de aquecimento (Marca FISATON, Modelo 5, 200 W de poténcia). Utilizada
devido ao efeito Joule - Tomphson (expansao do antissolvente apds passar
pela valvula, causando congelamento). A temperatura utilizada na fita de
aquecimento é 200°C, para impedir o congelamento da valvula, permitindo o
controle da vazao de saida;

(18) Trap de seguranga, recheado com algodao;

(19) Agitador magnético.
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3.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL PARA MICRONIZAGCAO DA LUTEOLINA

As condi¢gdes do processo de micronizagdo foram definidas de forma a
garantir boa solubilidade do CO2 em acetona (GIACOBBE, 1992). Foram utilizados
parametros a partir dos trabalhos de Aguiar et al. (2016); Marco Reverchon, (2011) e
Taghi, Naghizadeh e Ghorbanzadeh (2018). O volume da solugdo adicionada na
camara de precipitacao foi 35mL, equivalentes a 6% da capacidade de volume da
camara de precipitacdo a fim de garantir eficiéncia no processo GAS (FUENTE;
PETERS; ARONS, 2000); a concentragdo da solugéo luteolina - acetona foi fixada
em 5 mg-mL"', de acordo com a saturagdo da luteolina em acetona para as
condi¢des de temperatura a serem utilizadas (PENG; ZI; YAN, 2006), sendo elas 35,
40 e 45 °C e pressao de operagao de 80, 100 e 120 bar mais as condi¢des axiais,
sendo apresentadas na Tabela 3. Para verificar a influéncia das variaveis
temperatura e pressao na micronizagao da luteolina, foi realizado um delineamento

composto central rotacional (DCCR) 22 com 3 pontos centrais e 4 axiais.

Tabela 3 - Variaveis estudadas no processo de micronizagao.

Niveis
Variaveis
-a -1 0 +1 +a
Temperatura (°C) 33 35 40 45 47
Pressao (bar) 72 80 100 120 128

O procedimento inicia-se com a solubilizagdo da luteolina em acetona. A
mistura foi realizada em reator de vidro encamisado sob agitador magnético
(Fisatom 753A) por 2 h até completa solubilizagdo. Ao mesmo tempo era realizado o
ajuste de temperatura no banho ultratermostatico (5), apds alcancar a temperatura
de 3 a 5 °C era realizada a liberagdo do CO2 do cilindro (1) para as bombas (6 e 7);
pois, apesar da pressdo de vapor do CO: ser alta na temperatura ambiente (64 bar
em 25 °C) a abertura da valvula do cilindro (1) ndo é suficiente para deslocar a
quantidade necessaria de CO> para as bombas (6 e 7), assim, nessa temperatura o
CO. passa para a fase liquida, garantindo a melhor utilizagdo do volume de CO>
disponivel nas bombas (6 e 7); o reservatério de CO, permanecia aberto o tempo de
solubilizagdo da luteolina em acetona. Nestas condigbes, era possivel armazenar

cerca de 500 mL de CO2 no estado liquido dentro da camara das bombas (6 e 7).
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Apos completa solubilizacdo da luteolina em acetona, a solugdo foi
adicionada na camara de micronizagdo (11), junto com uma barra de agitagéo
magnética. A montagem da cémara (11) foi realizada, inserindo-se os filtros de
retencdo (14) para evitar arraste do material micronizado pela vazdo de saida.
Inicialmente, foi colocado o filtro de politetrafluoretileno que tem maior porosidade
servindo de suporte para o filtro membrana. A camara (11) foi fechada e entédo
efetuada a conexao da linha de entrada de CO2 (10), do transdutor de presséo (12),
do sensor de temperatura (13), da linha de saida (16), e em seguida a camara (11)
foi conectada ao banho ultratermostatico (15) previamente aquecido na temperatura
do experimento.

Apds a montagem da camara, o agitador magnético (19) foi ligado e a
valvula (10) foi aberta para permitir o enchimento da camara com CO2, toda a linha
de passagem do CO2 foi mantida aberta, desde o cilindro (1) até a camara (11).

Quando a camara de micronizagéo (11) estava preenchida com CO», as
valvulas (2, 3 e 4) foram fechadas e as bombas de seringa (6 e 7) foram
pressurizadas, mantendo toda a linha desde as bombas até a valvula métrica (10)
pressurizadas a 200 bar, para assim, manter um gradiente de pressédo entre a
camara (11) e as bombas (6 e 7), evitando um possivel refluxo da camara (11) para
as linhas (8) e (9) podendo causar precipitagdo do composto e também para fazer
que o CO2 entre com alta velocidade na camara de precipitagdo intensificando a
dispersao do jato da solugao durante o experimento (FRANCESCHI et al., 2009).

A vazdo de CO2 para a camara foi mantido até a obtencdo da pressao
experimental desejada; duas bombas de alta pressao foram usadas para que o CO:
permanecesse em vazao continua. Uma vez que a camara atingiu a pressao
desejada, a vazdo de entrada de CO: foi fechada mantendo durante 10 min a
pressao constante sob agitacdo. Apds esse tempo, a valvula (16) foi gradualmente
aberta, em conjunto com a valvula (10), até ajustar a vazdo de CO> na camara,
mantendo-se a pressao constante. O controle da pressdo da camara foi realizado
por meio da valvula (16) sendo monitorado pelo visor do controlador de pressao
(12). Por seguranca, a fim de evitar o efeito Joule-Tomson da valvula (16), a mesma
foi envolta por fita de aquecimento ligada a um controlador de temperatura. A

temperatura da fita de aquecimento foi mantida em 200 °C.
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Para remogao do solvente residual e secagem das particulas micronizadas,
a vazéo de CO:2 foi mantido constante por aproximadamente 60 min, passagem de
aproximadamente 1 L de CO», seguindo as condigbes de presséo e temperatura de
cada ensaio experimental. Depois disto, a vazdo de CO: foi interrompido pelo
fechamento da valvula (10). A agitacdo (19) era desligada e dava inicio a
despressurizagao da camara até a pressao atmosférica, por meio da abertura lenta
da valvula (16), para evitar o arraste das particulas. Este procedimento leva em
torno de 50 min, apds 30 min a temperatura do banho (15) era reduzida aos poucos
até temperatura ambiente, para evitar aglomeragéao durante a coleta das particulas,
causado pela mudancga drastica de temperatura com a abertura da camara. Em
seguida, desconectava-se as linhas da camara e iniciava-se o procedimento de
abertura da mesma para a coleta das particulas micronizadas, que foram

cuidadosamente guardadas em eppendorf e armazenadas a 5 °C.

3.4 RENDIMENTO DE MICRONIZACAO

O rendimento da micronizacido foi avaliado considerando a quantidade de
luteolina precipitada coletada na camara de micronizagdo. A porcentagem de
rendimento foi calculada pela razdo entre a massa coletada na camara apés cada
ensaio e a massa de luteolina presente na solugéo organica adicionada a camara de
precipitagdo em cada experimento. A massa de luteolina adicionada a solugao

organica foi de 0,175 g.

3.5 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE SOLVENTE RESIDUAL

Para a identificagdo de solvente residual dos compostos micronizados foi
realizada cromatografia gasosa em um CG modelo 7890A marca Agilent
Technologies, acoplada ao detector por ionizagdo de chama FID (CG-FID) em
headspace, nos ensaios de 1 ao 11 e na amostra ndo-micronizada a fim de verificar
possiveis residuos de solvente utilizados no processo de micronizagdo. Para
quantificacdo no CG-FID foi construida uma curva de calibracao [Apéndice A] para

os calculos de valores em ppm do solvente utilizando padrao de acetona.



57

Um amostrador automatico (headspace sampler) e injetor CGSampler 80
foram utilizados para as analises, utilizando uma coluna capilar de silica fundida HP-
5MS (Agilent), 30 m de comprimento x 250 ym i.d. x 0,25 pm de espessura de filme,
composta por 5% de fenil-95% de metilpolisiloxano. O hélio foi usado como gas de
arraste a uma taxa de fluxo de 0,8 mL min-'. A temperatura do injetor (modo sem
divisdo) e o detector eram 160 °C e 250 °C, respectivamente. O programa de
temperatura do forno consistia em 40 °C por 3 min, entdo 20 ° C/ min a 90 ° C por 1
min e entdo 30 ° C / min a 140 ° C por 2 min. Tempo total de execuc¢ao 9,91 min.
Condic¢des de espacgo na cabeca: modelo (Agilent GC auto Sampler 80), volume de
injecédo (500,00 pL), tamanho da seringa (2,5 mL-HS), temperatura de incubagao (85
°C), tempo de incubagao (600 s), temperatura da seringa (105 °C), velocidade do

agitador (250 rpm).

3.6 MORFOLOGIA E DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULA

A morfologia das particulas de luteolina, micronizadas e nao-micronizada, foi
avaliada por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para todas as condi¢des
experimentais realizadas. A analise foi realizada no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME) da UFSC, em microscopio eletrobnico JEOL
JSM6390LV (MEV), Estados Unidos. As particulas foram aderidas adequadamente
nos “stubs” com fita carbono de dupla face. Apds condicionamento em alto vacuo, as
particulas foram recobertas com ouro (camada de 30 nm de espessura) e
submetidas a analise com visualizacao realizada em aumentos de 50 a 3000 vezes,
aplicando tensao de 10 kV

A partir das micrografias seguiu-se com as medicbes do tamanho das
particulas empregando software Sizer Meter, versao 1.1 (desenvolvido por Luiz
Henrique Castelan Carlson), analisando aproximadamente 300 particulas para cada
condicdo experimental avaliada. A partir das médias de tamanho de particula, foi
calculado desvio padrao e coeficiente de variagdao (CV), ferramenta utilizada para

expressar a variabilidade dos dados em relagdo a média.
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3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE
INIBICAO DO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH)

As particulas da luteolina micronizada e n&o-micronizada foram avaliadas
guanto a atividade antioxidante pelo método de inibicdo do radical DPPH descrita
por Khan et al. (2016), que constitui na reagcdo das particulas em uma solugao
etandlica de DPPH na concentragcdo de 0,3 mM e com concentragdes crescentes
das particulas analisadas (10, 25, 50, 75, 90, 125 e 185 mg-mL""), por 30 min em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Decorrido o tempo de reagao, fez-se a
leitura das absorbancias em espectrofotometro (MULTILEITORA INFINITE M200
TECAN) a um comprimento de onda de 517 nm. As analises foram realizadas no
Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) do Centro de Ciéncias
Biolégicas (CCB) da UFSC. Quanto maior a atividade antioxidante da amostra, mais
estavel o radical DPPH se torna, provocando a descoloragao da solugéo (DPPH e
particulas) diminuindo sua absorbancia (MENSOR et al., 2001).

O percentual de inibicao das particulas testadas sobre o radical foi calculado
convertendo-se a absorbancia em porcentual de atividade antioxidante (AA %),

segundo a Equacao 1:

AA (%) = 100 — (Ao~ A1) - 100 (1)
Ac

Onde, Ao é absorbancia da amostra, A1 é absorbancia da norma e A; é
absorbancia do controle. A concentragdo da amostra necessaria para captar 50% do
radical livre DPPH (ECso - Effective concentration) é calculada por analise de
regressao exponencial e linear (MENSOR et al., 2001), o valor é definido como a
minima concentracdo efetiva necessaria para decrescer em 50% a concentragéo
inicial do radical DPPH, assim, quanto menor este valor, maior a atividade

antioxidante de uma amostra.

3.8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS
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Foram realizadas 3 medidas e os dados s&o expressos como média + desvio
padrdo da média. Os efeitos das variaveis no processo de micronizagdo sobre o
rendimento de micronizagao, tamanho médio de particula e atividade antioxidante
foram avaliados estatisticamente por meio do software STATISTICA 13.5 software
(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA). Com o objetivo de determinar diferengas
significativas entre os experimentos, os resultados foram avaliados por analise
unidirecional de variancia ANOVA, seguido pelo teste post hoc de comparagdes
multiplas de Tukey. Foram consideradas diferengas significativas os valores de p <
0,05.

3.9 ANALISE DE CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

As curvas de DSC foram realizadas em equipamento da Perkin Elmer (Jade-
DSC) utilizando cadinhos de aluminio. As analises foram realizadas na Central de
Analises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UFSC; ciclos de aquecimento unico, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (20
mL-min-"), foram realizados na faixa de temperatura de 50 °C a 350 °C e razdo de
aquecimento de 20 °C-min”'. Esta analise busca estimar modificacbes na
composi¢ao da amostra, em seu grau de cristalinidade e temperatura de fuséo, que
eventualmente possam ter sido causados pelo processo de micronizagdo (AGUIAR
et al., 2016).

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

A analise de FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) foi realizada na
Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos da UFSC, a fim de verificar as modificagées na estrutura das particulas de
luteolina, causadas pelo processo de micronizacao a alta pressao (CAPUA; ADAMI;
REVERCHON, 2017). Os espectros de absor¢cao foram obtidos a temperatura
ambiente e realizadas em Agilent Technologies (Cary 600 Series FTIR

Spectrometer) equipado com ATR (attenuated total reflectance — refletancia total
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atenuada) com cristal de ZnSe, as particulas foram avaliadas em uma faixa espectral

de 4000 a 400 cm™', com resolugédo de 2 cm™.

3.11 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIO X DE PO (DRXP)

A difracao de raio X de p6 foi realizada para avaliar a possivel mudanca na
estrutura cristalina da luteolina apds a micronizagdo, uma vez que, esta mudanca
implica diretamente nas caracteristicas de solubilidade do composto. Os dados de
DRXP foram realizadas em difratbmetro Rigaku MiniFlex600 Desktop X-Ray
Diffraktometer equipado com fonte CuKa (A=1.54 A), com tubo de raio X operado a
30 kV e corrente de 15 mA. As medidas foram realizadas a temperatura ambiente,
em porta amostra com cavidade, por meio de varredura angular a 268 na faixa de 2 a
45° com velocidade de varredura de 5° / min e 0,02 °/s de passo angular (AGUIAR et
al., 2016). A anadlise foi realizada no Laboratério Interdisciplinar para o

Desenvolvimento de Nanoestruturas, LINDEN-UFSC.

3.12 ESTUDO DO PERFIL DE SOLUBILIDADE /N VITRO DA LUTEOLINA

A determinacao do perfil de solubilidade da luteolina foi realizada com base
no trabalho de Cheng et al. (2016). As analises foram realizadas no Laboratorio
Multipropésito (MULTIALI) do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia
de Alimentos da UFSC e analisadas em espectrofotbmetro (MULTILEITORA
INFINITE M200 TECAN) no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia
(LAMEB) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da UFSC, para leitura da
absorbancia a 348 nm.

A luteolina ndo-micronizada e as particulas do ensaio 1 (35 °C — 80 bar)
foram selecionadas para este experimento, visto que, apresentaram a maior
atividade antioxidante e menor tamanho de particula, sendo individualmente
avaliadas em trés meios de liberagao diferentes, sendo eles: agua destilada, solugao
tampao de fosfato (PBS) pH 6,8, escolhido pela proximidade do pH fisiologico, e
solugao de HCI 0,1 M, em referéncia as condi¢gdes do sistema gastrico (DANHIER;
FERON; PREAT, 2010). A cada 100 mL de solvente, ja mencionado anteriormente,

foi adicionado 100 pg de amostra. Os erlenmeyers contendo a solugdo foram
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submetidas ao sonicador ultrasdnico por cerca de 10 min e apds foram incubados
em shaker MARCONI MA410 CFT a 37,0 £ 0,5 °C em agitacdo orbital de 100 rpm,
por 72 h (CHENG et al., 2016), ao final do tempo uma aliquota foi retirada e filtrada
em filtro membrana de 0,45 pm (VertiCleanTM PTFE) e analisadas em
espectrofotometro para leitura da absorbancia a 348 nm, utilizada para determinar a
concentragdo de luteolina a partir de uma curva padrdo (como esta escrito na

préxima segao)

3.13ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE DISSOLUGCAO IN VITRO DA
LUTEOLINA

A determinacédo da taxa de dissolugdo da luteolina foi realizada com base
nos trabalhos de Cheng et al. (2016) e Di Capua, Adami e Reverchon (2017). Uma
curva padrao foi produzida por dilui¢des seriadas (ver Apéndice B) para a luteolina;
leituras de absorbancia a 348 nm foram utilizadas para estabelecer uma regressao
linear.

As particulas selecionadas para este experimento foram as que
apresentaram a maior atividade antioxidante e menor tamanho de particula, ensaio 1
(835 °C — 80 bar) em comparagdao com a luteolina nao-micronizada, que foram
individualmente avaliadas no meio de liberagdo, sendo ele a agua destilada
(AGUIAR et al., 2017). Foram adicionados 10 mg de amostra em frascos de vidro
contendo 100 mL de agua destilada, os frascos foram incubados em shaker
(MARCONI MA410 CFT) a 37,0 £ 0,5 °C em agitacao orbital de 100 rpm. Aliquotas
de 1 mL eram retiradas em pontos de 0, 10, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min, para
derivar um perfil de concentragdo versus tempo, € a mesma quantidade de meio
puro imediatamente era reposto ao sistema, mantendo o volume constante, a analise
foi realizada no Laboratério Multipropésito (MULTIALI) do Departamento de
Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da UFSC. A aliquota coletada foi
filtrada em filtro membrana de 0,45 um (VertiCleanTM PTFE) e analisadas em
espectrofotometro (MULTILEITORA INFINITE M200 TECAN) no Laboratério
Multiusuario de Estudos em Biologia (LAMEB) do Centro de Ciéncias Bioldgicas
(CCB) da UFSC, para leitura da absorbéancia a 348 nm.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados de micronizagao
da luteolina, com sua caracterizagcao e o teste in vitro em comparagdao com a

luteolina ndo-micronizada. Os resultados sao apresentados em sessdes.

4.1 ANALISE DO PROCESSO DE MICRONIZAGAO DA LUTEOLINA POR GAS

4.1.1 Rendimento de micronizagao

Foram obtidas as particulas com sucesso em todos os experimentos
realizados. Todos o0s ensaios experimentais e seus resultados em relacdo ao
rendimento de micronizacao estdo na Tabela 4.

As particulas apresentaram tamanho médio variando de 2,31 a 5,41 um e
diferentes rendimentos de micronizacao, dependendo das condi¢gdes experimentais.
Por meio da Tabela 4, percebe-se que o experimento 1 resultou no maior
rendimento de micronizagao (94,69%), para o qual adotou-se a temperatura (35 °C)
e a pressao (80 bar). JA o menor rendimento de micronizagao foi obtido no
experimento 10 (54,11%), onde empregou-se a condicdo de menor temperatura (33
°C) determinada pelo ponto axial do planejamento e o ponto central de pressao (100
bar). Os maiores rendimentos de micronizagao, resultantes dos experimentos 1 ao 8
sdo equivalentes aqueles encontrados por Franceschi et al. (2009) na coprecipitacédo
de B-caroteno em diclorometano por SEDS, que obteve rendimento entre 70 e 94%,
e embora tenha resultado em rendimentos semelhantes, as particulas obtidas
apresentaram diametro médio entre 11,2 e 96,8 pym.

Para avaliagao do efeito principal dos parametros de processamento sobre o
rendimento de micronizagao da luteolina, foi realizada analise estatistica adotando
nivel de confianga de 95% (p <0,05). No entanto, a andlise estatistica realizada nao
apresentou nenhum efeito como significativo para o resultado de rendimento de

micronizacao, (Tabela 5).
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Tabela 4 — Planejamento experimental e rendimento de micronizagao.

Ensaio Temperatura (°C) Pressao (bar) Rendimento (%)
1 35 (-1) 80 (-1) 94,69
2 45 (1) 80 (-1) 93,60
3 35 (-1) 120 (1) 92,63
4 45 (1) 120 (1) 92,11
5 40 (0) 100 (0) 91,83
6 40 (0) 100 (0) 90,80
7 40 (0) 100 (0) 91,26
8 40 (0) 72 (- a) 92,34
9 40 (0) 128 (+ a) 66,74
10 33 (-a) 100 (0) 54,29
11 47 (+ a) 100 (0) 58,11

Tabela 5 — Analise de Variancia do rendimento de micronizacdo da luteolina por
GAS

Variation Source SQ GL MQ Fc Fi
Regressao 995,516 5 199,1032 0,70 5,05
Erro 1429,014 5 285,8027
Total 2424,530 10
R? 41,06 %

SQ - soma quadratica; GL - graus de liberdade; MQ — média quadratica; F — teste Fisher; Fc

Fcalculado); Ft (Ftabelado). Nivel de confianca - 95%.
( ); Fe( ) ¢

4.1.2 Avaliacao de solvente residual

A andlise de solvente residual realizada por cromatografia gasosa com

detector de ionizagdo de chama das amostras micronizadas de luteolina permitiu a
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identificacdo e quantificagdo da acetona residual, solvente utilizado no processo
GAS, um teor de 158,24 ppm.

A acetona é classificada pela Conferéncia Internacional de Harmonizacao
(ICH) como solvente de classe 3 — baixa toxicidade e baixo perigo para a saude
humana (REVISION; COMMISSION; PHARMACOPOQOEIA, 1995). Considera-se que
quantidades residuais de solventes da classe 3 de 50 mg por dia ou menos
(correspondendo a 5000 ppm) s&o aceitaveis sem justificativa e que quantidades
maiores também podem ser aceitas, desde que sejam realistas em relagdo a
capacidade de fabricacdo e as boas praticas de fabricagdo (COMMITTEE OF
REVISION; EUROPEAN PHARMACOPOEIA; COMMITTEE ON THE JAPANESE,
2021).

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
Harmonizagao, documento Q3C(R8) de 2021. Assim, a aplicagado da técnica GAS
utilizando CO: supercritico pode ser utilizada para a produgédo de microparticulas de
luteolina dentro de padrdes estabelecidos por agéncias reguladoras para consumo

humano.

4.2 CARACTERIZAGAO DAS PARTICULAS DE LUTEOLINA MICRONIZADAS
PELA TECNICA GAS

4.2.1 Analise de microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 5 mostra as micrografias obtidas para todos os ensaios
experimentais e para a luteolina n&o-micronizada. A luteolina n&o-micronizada
apresenta tamanho de particula irregular, com diametro variando de 1 a 27 ym, em
formato de agulhas ou bastonetes e com grande aglomeragao (imagem LC da
Figura 5). Semelhante as imagens apresentadas por (WANG et al.,, 2019a) na
caracterizacao de luteolina. Di Capua; Adami; Reverchon (2017); Liu et al. (2015) e
Wang et al. (2019a) analisando a morfologia da luteolina, a identificaram como

agregados irregulares e em formato de agulhas.
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Figura 5 - Micrografias por microscopia eletronica de varredura (MEV) das particulas

produzidas e da luteolina nao-micronizada.

10kV X3,000 Spm LCME -UFSC
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10kY  X3,000 S5pm . %3000 LCME -UFSC 10kV. ©X3,000 Sum LCME-UFSC

10KV X3,000  Sum 10kV  X3,000 $5um LCME-UFSC {aiom T wsplo, ttum. “ LCME-UESG

Legenda: Particulas de luteolina micronizada e nao-micronizada, com ampliagéo de 3000X (1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10 e 11) e de 500X (luteolina ndo-micronizada 98%). (1) luteolina micronizada por GAS a
35 °C e 80 bar, ensaio 1; (2) luteolina micronizada por GAS a 45 °C e 80 bar, ensaio 2; (3) luteolina
micronizada por GAS a 35 °C e 120 bar, ensaio 3; (4) luteolina micronizada por GAS a 45 °C e 120
bar, ensaio 4; (5) luteolina micronizada por GAS a 40 °C e 100 bar, ensaio 5; (6) luteolina micronizada
por GAS a 40 °C e 100 bar, ensaio 6; (7) luteolina micronizada por GAS a 40 °C e 100 bar, ensaio 7;
(8) luteolina micronizada por GAS a 40 °C e 72 bar, ensaio 8; (9) luteolina micronizada por GAS a 40
°C e 128 bar, ensaio 9, (10) luteolina micronizada por GAS a 33 °C e 100 bar, ensaio 10, (11)

luteolina micronizada por GAS a 47 °C e 100 bar, ensaio 11.
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As particulas da maioria dos ensaios, apresentam estrutura semelhante a
folhas enrugadas e algodao, imagens 2, 3, 5, 6 e 7, em condi¢gdes combinando
maxima temperatura e minima pressao e vice-versa, bem como na condigao central.
A diferenca na morfologia de particulas micronizadas em relagdo a particulas néo
micronizadas é resultado da influéncia dos parametros do processo, interferentes na
taxa de transferéncia de massa durante a precipitacdo por técnicas antissolvente
pressurizado (FRANCESCHI et al., 2008).

As particulas dos ensaios 8, 9 e 10 apresentaram caracteristica semelhante
a pequenas placas, mostrando que os pontos axiais dos experimentos causaram
como um achatamento das agulhas visualizadas na Iuteolina antes do
processamento, tais caracteristicas também foram observadas em particulas de
trans-resveratrol micronizadas por SEDS, onde obtiveram algumas particulas com
formato de placas (AGUIAR et al., 2016) e no estudo de micronizagéao do 3-caroteno
resultando em particulas em formato de folhas e agulhas (FRANCESCHI et al.,
2009). Segundo Priamo et al. (2013) no geral, temperaturas mais elevadas resultam
em maior aglomeragéao e formagao de particulas irregulares.

As imagens 4 e 11 apresentaram estrutura de agulhas, se assemelhando a
estrutura morfolégica da luteolina ndo-micronizada, nas condigdes maximas de
temperatura 45 e 48 °C, respectivamente. No ensaio 11, maior temperatura aplicada,
foi observada uma acentuada aglomeragdo de particulas, indicando que a
temperatura tem efeito diretamente proporcional a aglomeragdo. Segundo
Franceschi et al. (2009) a aglomeracgao pode ter natureza quimica onde as particulas
interagem com o solvente liquido orgéanico e resulta na fusdo das particulas, nos
quais uma unica particula ndo mais possui uma identidade distinta. Em estudo de
micronizagao do B-caroteno por tecnologia supercritica Franceschi et al. (2009)
obteve particulas de formato semelhante a agulhas. Segundo Reverchon (2011) os
parametros do processo, como temperatura, pressao, concentragao da solugao e

vazao de antissolvente podem afetar a morfologia das particulas.

Como pode ser notado, a imagem do ensaio 1 € a que apresenta menor
aglomeragcao e menor tamanho de particula, também apresentando morfologia
completamente diferente da morfologia da luteolina comercial (Figura 6), esse

ensaio foi realizado a 35 °C e 80 bar, combinadas as menores condi¢gdes de
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operagdao dos ensaios. Em geral, a temperatura mais baixa implica em menos
aglomeracdo (MARTIN; COCERO, 2008). Observando de uma maneira geral, as
condicdes de ensaio com a pressao mais alta, ensaios 3 e 9, apresentaram tamanho

de particulas maior, como também maior aglomeragao de particulas.

Figura 6 - Micrografias por microscopia eletrénica de varredura (MEV) da condi¢ao

experimental 1 produzida por GAS e da luteolina ndo-micronizada.

10kV  X5,000 Sum 10KV X5,000  5pm

Legenda: Particulas de luteolina micronizada por GAS a 35 °C e 80 bar, ensaio 1 e ndo-micronizada
98%.

Pela luteolina ser um material com caracteristica cristalina, os parametros do
processo dificilmente controlam a morfologia externa das particulas formadas, mas
podem influenciar o arranjo interno das particulas precipitadas, podendo gerar
formacgao de polimorfo ou mudanga no grau de cristalinidade, assim as particulas
formadas apds o processo de micronizagao podem precipitar e crescer de forma
mais ordenada devido a sua estrutura ou habito cristalino (FRANCESCHI et al.,
2008).

4.2.2 Analise de tamanho de particula

A luteolina ndo-micronizada consistia em particulas tipicas aglomeradas em
forma de agulhas. A concentragdo de luteolina em acetona foi mantida em 5 mg-mL-"
em todas as condi¢gdes experimentais, definida de acordo com a solubilidade do
composto no solvente (PENG; ZI; YAN, 2006), a vazdo de antissolvente em 10
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mL-min-" a 200 bar e 5 °C, definidos de acordo com a segéo 3.3. Imagens adicionais
MEV foram utilizadas para coletar os dados de diametro de particula para o calculo
de Dp + o e coeficiente de variagdo (Anexo B).

A luteolina ndo-micronizada apresenta tamanho médio de particula de 22,75
Mm, comparado ao resultado da micronizagéo do ensaio 1, com tamanho médio de
particula de 2,31 um, observa-se uma reducéo de 10 vezes no tamanho da particula.
O resultado das leituras das particulas estd apresentado na Tabela 6, com os
valores do didmetro médio das particulas (Dp), desvio padréo (o) e o coeficiente de

variagao.

Tabela 6 — Planejamento experimental com didmetro médio de particula.

Ensaio Temperatura (°C) Pressao (bar) Dp (um)* cv
1 35 (-1) 80 (-1) 2,31+1,04f 0,45
2 45 (1) 80 (-1) 3,33+2,00° 0,60
3 35 (-1) 120 (1) 2,56 +1,60° 0,62
4 45 (1) 120 (1) 5,41 +5,39°2 1,00
5 40 (0) 100 (0) 4,14 £ 3,09° 0,75
6 40 (0) 100 (0) 4,18+ 2,57°¢ 0,61
7 40 (0) 100 (0) 4,55+ 3,17° 0,70
8 40 (0) 72 (- a) 2,54 +1,68" 0,66
9 40 (0) 128 (+ a) 3,78 £2,28¢ 0,60
10 33 (-a) 100 (0) 3,05 +2,05° 0,67
11 47 (+ a) 100 (0) 2,48 +1,73f 0,70

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p > 0.05), ANOVA seguido pelo

teste de Tukey a 95% de confianca.

Uma analise estatistica foi realizada adotando nivel de confianga de 95% (p
<0,05) para avaliagao do efeito dos parametros de processamento sobre o tamanho

médio de particula da luteolina micronizada. Nenhum dos fatores de entrada
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(temperatura e presséo) apresentou efeito significativo no didmetro de particula
(Tabela 7), e embora isto tenha ocorrido pode-se considerar que o processo de
micronizagao da luteolina por GAS foi bem sucedido, visto que Capua et al. (2017)
ao investigarem um processo supercritico de atomizagao na formagao de particulas
de luteolina ndo o obtiveram e descreveram o processo como insucesso pela

formagao irregular no tamanho das particulas.

Tabela 7 — Analise de Variancia para o didmetro de particula na micronizacdo da

luteolina por GAS

Variation Source sQ GL MQ Fc F¢
Regressao 8,616 5 1,7232 2,36 5,05
Erro 3,636 5 0,7273
Total 12,253 10
R? 70,32 %

SQ - soma quadratica; GL - graus de liberdade; MQ — média quadratica; F — teste Fisher; Fc

(Fcalculado); Ft (Ftabelado). Nivel de confianca - 95%.
¢

Neste sentido, foi realizada uma caracterizacao da distribuicdo de tamanho
de particulas pelo coeficiente de variagao (VC), que é definido como a raz&o entre o
desvio padrao (r) e o tamanho médio de particula, foi também realizado um teste de
médias, Tukey, com o mesmo nivel de confianga, para avaliar a diferenga dos
processos na leitura do didmetro de particula (Tabela 6). Os ensaios 1, 3, 8 e 11
apresentaram tamanhos de particula parecidos entre eles e menores em relagao as
demais ensaios, e observando o coeficiente de variagao, o ensaio 1 (35 °C e 80 bar)
foi responsavel pela menor variagdo no didametro médio das particulas.

Embora nenhum dos fatores, temperatura e pressao, tenha apresentado
efeito significativo na leitura de didmetro de particula no processo de micronizagao,
todos os ensaios possibilitaram a diminuigcdo consideravel do tamanho de particula
da luteolina nao-micronizada, melhor visualizado no Apéndice C, pela distribuicdo
normal do tamanho das particulas, calculado no Excel a partir dos dados de leitura
Dp. Além disso, técnicas convencionais de micronizagdo (moagem, spray, entre
outros) resultam em degradacao térmica do produto e alta variagdo na distribuicao

do tamanho de particulas (SEFRIN SPERONI et al., 2021), assim técnicas com uso
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de fluido supercritico apresentam boa alternativa, pois t€ém se mostrado excelente
resultados no processamento de produtos termicamente instaveis (ADSCHIRI;
YOKO, 2018; BALDINO; CARDEA; REVERCHON, 2019; BEVILAQUA; ROSA,
2019).

O critério de selegao de melhor ensaio para micronizar luteolina por GAS foi
o menor didmetro de particula e menor desvio padrdao (ensaio 1), além disto foi
considerada a analise de atividade antioxidante para selecao da melhor condi¢ao na
formacao de microparticulas da luteolina por GAS, que sera apresentado na sessao
4.2.3.

4.2.3 Atividade antioxidante - determinagdao da capacidade de inibicdo do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A Figura 7 mostra a atividade antioxidante da luteolina ndo-micronizada e
das particulas micronizadas por GAS seguindo o planejamento descrito no tdpico
3.3. Os resultados sao apresentados como atividade antioxidante em funcdo da
concentracgao.

Pode-se observar que todas as particulas produzidas por GAS apresentaram
maior atividade antioxidante (%) que a luteolina n&do-micronizada (17,93 + 0,26), este
fato condiz com o resultado observado na microscopia e tamanho de particula, uma
vez que a estrutura morfologica e area superficial de contato tém ligagao direta com
o potencial bioativo, aqui observado pela atividade antioxidante (SEFRIN SPERONI
et al., 2021).

A capacidade de inibicao do radical DPPH foi realizada para verificar o efeito
do processo GAS de micronizagdo sobre a atividade antioxidante da luteolina. A
analise foi realizada em ftriplicata e os valores foram expressos por meio do ECsp,
indicando a concentragdo minima necessaria para diminuir 50% da concentragéo
inicial do radical livre DPPH, e quanto menor este valor, maior a atividade
antioxidante da amostra (CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013). A Tabela 8 apresenta os
valores de ECso encontrados para as particulas obtidas em todas as condi¢des

experimentais.
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Figura 7 - Atividade antioxidante de luteolina n&o-micronizada e micronizadas por
GAS.
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Legenda: (LC) luteolina ndo-micronizada 98% e (E1) luteolina micronizada por GAS a 35 °C e 80 bar,
ensaio 1; (E2) luteolina micronizada por GAS a 45 °C e 80 bar, ensaio 2; (E3) luteolina micronizada
por GAS a 35 °C e 120 bar, ensaio 3; (E4) luteolina micronizada por GAS a 45 °C e 120 bar, ensaio 4;
(E5) luteolina micronizada por GAS a 40 °C e 100 bar, ensaio 5; (E6) luteolina micronizada por GAS a
40 °C e 100 bar, ensaio 6, e (E7) luteolina micronizada por GAS a 40 °C e 100 bar, ensaio 7; (8)
luteolina micronizada por GAS a 40 °C e 72 bar, ensaio 8; (9) luteolina micronizada por GAS a 40 °C
e 128 bar, ensaio 9, (10) luteolina micronizada por GAS a 33 °C e 100 bar, ensaio 10, (11) luteolina

micronizada por GAS a 47 °C e 100 bar, ensaio 11.

A fim de selecionar a melhor condicdo experimental para as analises
seguintes de solubilidade e dissolucdo, foi realizada andlise estatistica adotando
nivel de confiangca de 95% (p <0,05) para avaliagédo do efeito dos parametros de
processamento sobre a atividade antioxidante na particula do luteolina micronizada
(Tabela 9), foi também realizada a estatistica de médias pelo teste de Tukey, com o

mesmo nivel de confianga, para o resultado da atividade antioxidante representada
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por ECso, estes resultados estdo apresentados na Tabela 8, com os valores médio e

o desvio padrao (o).

Tabela 8 — Planejamento experimental com atividade antioxidante por DPPH.

Ensaio Temperatura (°C) Pressao (bar) ECso (Mg - mL™") *
1 35 (-1) 80 (-1) 2,88 +0,02f
2 45 (1) 80 (-1) 3,51+0,04¢
3 35 (-1) 120 (1) 4,36 +0,02°
4 45 (1) 120 (1) 4,46+0,11°
5 40 (0) 100 (0) 3,75+ 0,00%
6 40 (0) 100 (0) 3,82+0,03¢
7 40 (0) 100 (0) 4,62 + 0,04 2°
8 40 (0) 72 (- a) 4,45+0,11°
9 40 (0) 128 (+ a) 4,80+0,072
10 33 (-a) 100 (0) 4,16 £0,05°
11 47 (+ a) 100 (0) 3,67+0,01%

*Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (p > 0.05), ANOVA seguido pelo

teste de Tukey a 95% de confianca.

Novamente ndo foi possivel identificar uma tendéncia de variagdo nos
valores de atividade antioxidante das particulas de luteolina micronizadas por GAS
em funcdo da temperatura e pressao (Tabela 9). No entanto, os resultados
encontrados indicam que nao houve perda da propriedade antioxidante durante o
processo de micronizagdo, contribuindo para a afirmagdo que, processos de
formagdo de particulas utilizando CO2 como solvente supercritico permitindo a
manutencdo da atividade antioxidante do composto ou classe de compostos de
interesse apds o processamento (DAL MAGRO et al., 2017; SEFRIN SPERONI et
al., 2021; YAN et al., 2021).
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Tabela 9 — Anadlise de Variancia para a atividade antioxidante da luteolina

micronizada por GAS.

Variation Source SQ GL MQ Fc F:
Regressao 5,043 5 1,0086 1,88 5,05
Erro 2,674 5 0,5349
Total 7,718 10
R? 65,34 %

SQ — soma quadratica; GL - graus de liberdade; MQ — média quadratica; F — teste Fisher; Fc

(Fcalculado); Ft (Ftabelado). Nivel de confianga - 95%.

O ECso de todas os ensaios das particulas micronizadas apresentaram
diferenga em relagdo a atividade antioxidante da luteolina ndo-micronizada (Tabela
8). As particulas apresentaram ECso cerca de 80% melhor do que o ECso
apresentado na luteolina ndo-micronizada e, consequentemente, uma atividade
antioxidante maior. CAMPOS et al. (2008) classifica como alto potencial
antioxidante por DPPH resultados de ECso abaixo de 250 ug'mL-" e de acordo com
esse parametro tanto a luteolina ndo-micronizada como a micronizada apresenta alta
atividade antioxidante.

A diminuicdo da atividade antioxidante encontrada nos ensaios 2 € 4 em
relacao ao ensaio 1 pode ter sido causada pela temperatura de operacéo utilizada
no experimento (45 °C), bem como pela aglomeracgéo das particulas (observado pelo
MEV) causando diminuigdo da area superficial exposta ao meio reacional. De acordo
com Bender et al. (2020) e Duran et al. (2010) variagdes na temperatura afetam os
mecanismos de agao de varios antioxidantes de diferentes maneiras e, em geral, um
aumento na temperatura provoca aceleragao das reagdes de iniciagao, reduzindo a

atividade antioxidante.

4.2.4 Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O critério para selecionar a melhor condicdo de micronizagao foi o ECso
juntamente com menor desvio padrédo, considerando também, os resultados do

tamanho de particula. Sendo assim, o ensaio 1 foi selecionado para demais analises
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de caracterizagao por apresentar melhor condicdo na formagao de microparticulas
da luteolina (35 °C e 80 bar), o mesmo apresentou atividade antioxidante de 2,88
ug-mL", um aumento de 622% na atividade antioxidante comparada a luteolina nao-
micronizada, que apresentou atividade antioxidante de 17,93 ug-mL-".

A analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) foi realizada a fim
de verificar o comportamento térmico da particula micronizada, a possivel
modificagdo no grau de cristalinidade, por meio da temperatura de fuséo e variagéo
de entalpia. A temperatura de fuséo foi determinada diretamente no grafico a partir
do ponto de inflexdo da linha base, estendendo-o até o eixo de temperatura do

grafico nas curvas de DSC (Figura 8).

Figura 8 - Calorimetria diferencial de varredura (DSC) da luteolina ndo-micronizada

e das particulas micronizadas por GAS na condi¢gao experimental 1.
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Legenda: (LC) Luteolina n&o-micronizada 98% e (E1) Luteolina micronizada por GAS a 35 °C e 80

bar, ensaio 1.
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Uma corrida experimental foi realizada para cada amostra obtendo o
historico térmico. Analisando a figura acima observa-se uma variagdo com relagéo
aos picos de fusao da luteolina micronizada em comparacdo a luteolina néo-
micronizada. A partir destas curvas de DSC, foi calculada a entalpia de fusao por
meio do calculo da area sobre o pico endotérmico, em que a entalpia é o valor de
energia na forma de calor que € absorvido pela amostra a pressdo constante. A
luteolina ndo-micronizada apresentou um pico endotérmico em 286,10 °C com AH =
38,956 J-g' que é caracteristico do seu ponto de fusdo. Esses valores sdo
semelhantes aos valores encontrados por (GONG et al., 2013) na determinacéo de
pureza de luteolina, que encontraram valores variando de 280 a 360 °C,
dependendo da forma de recristalizagao e da origem da luteolina. No grafico de DSC
(Figura 8), pode-se verificar uma mudanca do ponto de fusdo na luteolina
micronizada, tendo aparecimento de dois picos endotérmicos, sendo o primeiro em
245,39 °C com AH = 3,153 J-g" e 0 segundo pico em 322,27 °C com AH = 30,774
J-g" (ensaio 1), o que indica uma modificagdo da estrutura cristalina que é a
formacdo de um polimorfo, representado na alteragdo do ponto de fusdo do
composto.

Os valores de entalpia na luteolina micronizada sugerem uma redugao na
cristalinidade ou mudanca parcial na forma cristalina, requerendo uma quantidade
menor de energia para a fusdo do material ou também pela diminui¢do do tamanho
da particula, ou seja, quanto menor o tamanho destas particulas menor sera a
energia liberada para o evento da fusdo (FRANCESCHI et al., 2009). De acordo com
Brittain (2012) e Giron (1995) essa mudancga no ponto de fusdo pode alterar suas
propriedades de dissolugcdo e solubilidade. O composto micronizado apresentou
também um pico exotérmico em 255 °C, que de acordo com Cheng et al. (2016)
pode ser devido a uma instabilidade na estrutura da particula formada apds o
processamento. O pico proximo a 100 °C pode ser resultado da higroscopicidade da
luteolina, este pico também foi observado por outros autores (CAPUA et al., 2017; DI
CAPUA; ADAMI; REVERCHON, 2017).

A duplicidade dos picos de fusdo na particula micronizada também pode
estar relacionada a uma possivel separagdao de contaminante na luteolina, pois de

acordo com Juppo et al. (2003), fluidos supercriticos podem separar impurezas de
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materiais e podem ser utilizados na purificacdo de materiais cristalinos. Para verificar
esta hipdtese, foi realizada uma analise de espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier para verificar as linhas caracteristicas de estiramento de

cada componente C1sH100e da luteolina.

4.2.5 Analise de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As particulas de luteolina micronizadas foram avaliadas por FTIR para
verificar possiveis alteragdes em sua estrutura quimica causadas pelo processo
supercritico e comparadas com a luteolina nao-micronizada. Os resultados s&o

apresentados na Figura 9.

Figura 9 - Espectros no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da

luteolina ndo-micronizada e das particulas micronizadas por GAS do ensaio 1.
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Legenda: (LC) Luteolina n&o-micronizada 98% e (E1) Luteolina micronizada por GAS a 35 °C e 80
bar, ensaio 1.
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O espectro da luteolina ndo-micronizada apresentou um amplo pico em 3420
cm™, atribuido a vibragdo de alongamento do grupo hidroxila (-OH); bandas
caracteristicas de absor¢do relacionadas a vibracdo de estiramento do grupo
carbonila (C=0); também foram identificados em 1656 cm™' e as flexdes das bandas
do grupo hidroxila fendlicos em 1266 cm™. E em 1166 cm™', o pico relacionado a
vibragdo de estiramento C-O-C. Em 1661 cm™ devido a vibragdo de alongamento
dos grupos carbonila. Durante a caracterizagdo da luteolina outros autores
encontraram as mesmas identificacées nas bandas de FTIR (BENDER et al., 2020;
CAPUA et al., 2017).

Os espectros das particulas micronizadas apresentaram bandas
correspondentes aos mesmos numeros de onda apresentados no espectro da
luteolina ndo-micronizada. Este resultado indica que o processo de micronizagao

nao degradou a luteolina durante o processo.

4.2.6 Analise de difracao de raios X pelo método do p6 (DRXP)

Considerando os resultados de microscopia, sessdo 4.2.1, e tamanho de
particula, sessao 4.2.2, as anadlises de difracdo de raios-X (DRXP) foram realizadas
nas amostras de luteolina, submetida a condigdo experimental 1 e também da
luteolina nao-micronizada, como referéncia para comparagdo na modificagdo da
estrutura cristalina. Os difratogramas estao apresentados na Figura 10.

Devido a estrutura cristalina da luteolina (DI CAPUA; ADAMI; REVERCHON,
2017; SHAKEEL et al., 2018; WANG et al., 2019a) os parametros de processo
(temperatura, pressao e vazao do antissolvente), podem nao ter grande influéncia na
morfologia externa, mas influenciam na maneira com que a particula micronizada é
rearranjada internamente, podendo haver ou nao mudanga no grau de cristalinidade
ou na formacgao de um polimorfo (BLAGDEN et al., 2007; GIRON, 1995), levando a
mudangas nas suas propriedades, como sua solubilidade.

Os padrées de DRXP da luteolina ndao-micronizada apresentaram reflexos
de cristalinidade em 26 igual a 6,88, 13,56, 13,84, 14,76 e 26,87 conforme
observado por outros autores (CAPUA et al.,, 2017; DI CAPUA; ADAMI
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REVERCHON, 2017; WANG et al., 2019a). Observa-se mudangas no padrdo de
picos apresentados pelo composto ndo-micronizada e micronizado. O padrao DRXP
das particulas micronizadas mostrou uma mudanga no angulo dos picos em
comparagao com a amostra ndo-micronizada, e também aparecimento de novo pico
em um angulo de 19,50. Além disso, houve diminuigdo da intensidade dos picos
caracteristicos de cristalinidade da luteolina n&o-micronizada em 206 de 14,76 e
26,87, conferindo menor cristalinidade e tornando mais biodisponivel (CHENG et al.,
2016).

Figura 10 - Difracédo de raio X de p6 da luteolina ndo-micronizada e micronizada por

GAS na condigao experimental 1.
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Legenda: (LC) Luteolina n&o-micronizada 98% e (E1) Luteolina micronizada por GAS a 35 °C e 80

bar, ensaio 1.

Diferencas de deslocamento, aparecimento/desaparecimento de picos nos

angulos, representa formacao polimorfo do composto, pois foram formados em
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diferentes padrées de DRXP (AGUIAR et al, 2016; CHENG et al., 2016;
REVERCHON; MARCO; TORINO, 2007). Os resultados dos difratogramas de raios
X corroboram os resultados obtidos pelo DSC, os quais indicaram alteragcdo na

estrutura cristalina das particulas.

4.3 DISSOLUGAO, SOLUBILIDADE

4.3.1 Dissolugéao

A taxa de dissolugdo da luteolina foi realizada utilizando a particula nao-
micronizada e a micronizada na condi¢cdo experimental 1, escolhida de acordo com o
tamanho de particula e sua atividade antioxidante. A Figura 11 apresenta a taxa de
dissolucao da luteolina dissolvida em fungao do tempo

Observa-se um aumento na taxa de dissolugao das particulas micronizadas
em comparacdo a luteolina nao-micronizada, desde o ponto inicial quando a
luteolina micronizada dissolveu quase o dobro que a luteolina n&do-micronizada, 4,97
e 3,24 %, respectivamente. Verifica-se também uma taxa mais constante de
liberacdo do ponto inicial até o 4° ponto de coleta (0 e 60 min). Aos 30 min a
dissolugdo cumulativa da luteolina micronizada foi de 6,69%, um valor proximo a
esse s6 foi alcancado pela luteolina ndo-micronizada aos 120 min (6,88%). Esses
valorem mostram o aumento na taxa de dissolugéo da luteolina apds o processo de
micronizacgao.

Outros autores citam resultado semelhante, como Cheng et al. (2016) na
micronizagao por CO2 supercritico constataram que as menores particulas foram
responsaveis por um aumento na taxa de dissolugcdo do etoposideo em
aproximadamente 4 vezes e Aguiar et al. (2018) na micronizagao por SEDS também
observaram um aumento na taxa de dissolucdo do farmaco apds passar pelo
processo, obtendo dissolugdo do composto processado de 1,8 vezes frente ao

composto bruto no tempo de 180 min.
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Figura 11 - Dissolugdo em agua a 37 £ 0,5 °C com agitag&o orbital de 100 rpm para

luteolina nao-micronizada e micronizada.
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Legenda: (LC) Luteolina ndo-micronizada 98% e (E1) Luteolina micronizada por GAS a 35 °C e 80

bar, ensaio 1.

A particula de luteolina n&do-micronizada apos um intervalo de 180 min
apresentou dissolugdo cumulativa de 7,38%, esse mesmo valor foi apresentado na
dissolugdo das particulas micronizadas em 60 min. A equagao de Noyes-Whitney,
diz que, a taxa de dissolugdo de um farmaco é diretamente proporcional a area
superficial exposta ao meio de dissolugdo (NOYES; WHITNEY, 1897), assim a taxa
de dissolugdo acelerada das microparticulas de luteolina pode ser atribuida a
diminui¢gdo do tamanho de particula. Além da diminuicdo do tamanho de particula, o
grau de cristalinidade menor encontrado para a luteolina micronizada em
comparagao a nao-micronizada (como demonstrado nos resultados de DSC e
DRXP) pode ter grande influéncia na dissolugao e solubilidade, visto que quanto

maior o grau de cristalinidade de uma substancia, maior a energia necessaria para
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desfazer essa rede cristalina (CERREIA VIOGLIO; CHIEROTTI; GOBETTO, 2017,
DAL MAGRO et al., 2021; DOUROUMIS; ROSS; NOKHODCHI, 2017; WUNSCHE et
al., 2021). Assim, amostras com grau de cristalinidade menor, tendem a apresentar
melhor dissolugdo. Da mesma forma, diferentes estruturas cristalinas (polimorfos)
apresentam perfis de dissolucdo e solubilidades diferentes, que se relacionam
também ao grau de estabilidade destes polimorfos (RESENDE et al., 2016).

O processo de micronizacdo por GAS produziu particulas de luteolina com
perfil de dissolu¢do semelhante ao da luteolina n&o-micronizada, sendo os valores
da micronizada maiores para todos os pontos (mais ou menos com mesma
proporcao). A analise foi finalizada aos 180 min pois, foi mostrado certo equilibrio de
dissolucdo e considerando que compostos fendlicos sdo absorvidos e sintetizados
pelo organismo em tempos inferiores a 2 h, sendo secretados, assim os compostos
podem até ser permeados ao interior das células, no entanto sua atividade biolégica
ja néo é mais exercida, (MONACH et al., 2004).

4.3.2 Solubilidade

Os resultados de solubilidade da luteolina ndo-micronizada e micronizada
em agua, tampao fosfato e solugéo de HCI 0,1 M sdo mostrados na Figura 12.

A solubilidade da luteolina na agua aumentou de 7,68 yg-mL"' para 9,13
ug-mL' da amostra ndo-micronizada para micronizada, ensaio 1, esse resultado
pode ser devido a redugcdo no tamanho da particula e alteracdo na estrutura
cristalina, possibilitando uma melhor solubilizagdo no meio. Wang et al. (2019a)
encontrou aumento na solubilidade da luteolina apds processo de formacado de
nanoparticulas em emulsdo por precipitagdo antissolvente a baixa pressido, o
resultado do aumento na solubilidade foi atribuido a diminuicdo do tamanho de

particula.
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Figura 12 — Solubilidade das particulas em diferentes meios a 37 + 0,5 °C com

agitacdo orbital de 100 rpm, para luteolina ndo-micronizada e micronizada.
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Legenda: (LC) Luteolina ndo-micronizada 98% e (E1) Luteolina micronizada por GAS a 35 °C e 80

bar, ensaio 1.

Observando a solubilidade na agua e no meio acido (pH 1,1) pode ser
verificado aumento da solubilidade da luteolina. No meio contendo PBS (pH 6,8) a
particula micronizada apresentou menor solubilidade, como é sabido o pKa
representa a relacdo de dissociagdo de um composto, estando relacionado com a
tendéncia da substancia se comportar como acido ou base (semelhante aos valores
de pH). Por apresentar pKa 7,06 (LEMANSKA et al., 2004) quando inserida em uma
solugcdo com pH igual ou menor que 7, a luteolina tende a se comportar como base,
entdo ela nao vai querer se dissociar, o que dificulta a solubilizacéo, ja quando esta
num pH maior que 7, ela vai ser mais "acida" que o meio e vai querer dissociar,
favorecendo a solubilizacdo (RESENDE et al., 2016). No entanto, a luteolina acaba
nao se dissociando parcial ou completamente, pois a interferéncia dos ions das
solugdes simuladas e acidos interagem no processo causando interferéncia na acao

de solubilizacdo e assim nado atuando biologicamente (PENG et al., 2021), que é
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também resultado da instabilidade dos flavonoides frente a mudanca de pH
(MONACH et al., 2004). O valor de solubilidade esta de acordo com o previsto pelas
analises de dissolucao. Estes resultados condizem com o resultado encontrado nas
analises de DRX e DSC, provando que o processo de micronizagao causou na
modificagdo da estrutura cristalina por possivel formagao de polimorfo amorfo, que
resultou no melhoramento da solubilidade e dissolugao da luteolina.

Outros autores também encontraram resultados de comportamento
semelhantes aos encontrados neste trabalho, como Zhang et al. (2020) em
experimento de micronizagdo de a-quitina por moagem superfina (SFG) obtendo
amorfizagdo e maior solubilizagdo em solugdo de NaOH a 10%, Aguiar et al.(2018)
na micronizagao de trans-resveratrol por SEDS conseguiu aumentar a solubilidade
em agua cerca de 2,8 vezes, Chau et al. (2007), no estudo de diferentes métodos de
micronizagao para melhorar a funcionalidade da fibra insoluvel e Sefrin Speroni et al.
(2021) na micronizagdo de fracbes de bagaco de azeitona por moinho de bolas
planetario de alto impacto aumento da liberacao de compostos fendlicos passando
da fase salivar para a fase gastrica da digestdo. Nesses trabalhos citados, a
solubilidade do composto alvo foi aumentada apds o processamento.

O aumento da solubilidade da luteolina é de grande importancia tanto para
aplicagdes farmacéuticas como em industrias alimenticias, pois a baixa solubilidade
do composto ainda € uma tarefa desafiadora limitando suas aplicagdes biomédicas

ou como suplementagao nutracéutica.
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CAPIiTULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Neste capitulo € apresentada uma sintese do trabalho com os principais

resultados, na sequéncia sao sugeridas pesquisas de continuidade.

5.1 Consideragdes gerais

O processo GAS empregado para micronizagdo da luteolina pode ser
considerado como bem-sucedido, pois implicou na reducédo de 10 vezes o tamanho
de particula ap6s o processamento, realizado nas menores temperatura e pressao
(respectivamente, 35 °C e 80 bar). A analise de MEV, com o auxilio do Sizer Meter
comprovaram a diminuicdo do tamanho de particula e modificagdo na sua
morfologia, isso pode gerar diversos beneficios, como aumento da dissolugao
aquosa e biodisponibilidade, uma vez que estes sao fatores que restringem a
aplicagao clinica da luteolina. A modificagdo na sua estrutura foi confirmada pelas
analises de DRX e DSC, apresentando nova estrutura cristalina apdés o
processamento. A analise de FTIR comprovou a ndo degradagao da luteolina apoés o
processamento. A atividade antioxidante melhorou cerca de 80%, e a luteolina
micronizada apresentou maior solubilidade em meio aquoso que a luteolina nao-
micronizada, isso indica uma importante mudanga na reducdo da oxidagéao lipidica
dos tecidos. O processo de micronizagao proporcionou um aumento na taxa de
dissolugdo. Além disso, uma maior solubilidade pode fornecer maior
biodisponibilidade do composto.

Os resultados de micronizacado da luteolina sdo promissores, possibilitando
abrangéncia das aplicagcbes dessa flavona tanto na industria farmacéutica, como na
industria alimenticia, visto que a maior barreira nas aplicagdes industriais € devido a
sua baixa solubilidade em solugdes aquosas, 0 que provoca baixa

biodisponibilidade.
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Os resultados obtidos ao longo deste trabalho levam a conclusdo de que a
micronizagao por fluido supercritico utilizando a técnica GAS mostra-se uma o6tima
alternativa para aumentar a solubilidade e velocidade de dissolu¢ao de compostos
bioativos, além de modificagbes da estrutura cristalina acarretando melhoras nas
atividades biologicas. Tais resultados abrem novas possibilidades para a
micronizagao por fluido supercritico, do ponto de vista cientifico e tecnoldgico, tanto
para industria farmacéutica, quanto para a industria alimenticia, uma vez que a
solubilidade e a biodisponibilidade séo fatores limitantes tornando o uso de alguns

compostos inviavel em certos casos.

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Devido a nao identificagao de uma variavel de operacéo influente na reducéao
de tamanho das particulas, seria interessante estudar outros fatores do processo,
como por exemplo a vazdo de CO: injetada na camara de precipitacao,
concentracdo da solucdo, ou até mesmo aplicagdo de outras técnicas de
micronizagao por tecnologia supercritica. Aplicagdo da tecnologia GAS em outros
compostos de interesse industrial que apresentem baixa solubilidade em meio
aquoso e baixa biodisponibilidade in vivo.

Em relacédo as particulas, vale o esforgo de estudar a estabilidade térmica
das mesmas e tempo de armazenamento do composto; modelar matematicamente
os perfis de dissolugdo da luteolina que contemple as representagcdes adequadas
dos mecanismos envolvidos no processo; realizar estudos de liberagédo 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; avaliar a aplicacéo das particulas em formulagcdes de
iogurtes para verificar a estabilizagdo das particulas e funcionalizacdo da atividade
antioxidante; realizar estudos in vivo de diferentes espécies para verificar a

reprodutibilidade dos resultados observados in vitro.
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CAPIiTULO 6 - PRODUGAO TECNICO-CIENTIFICA DECORRENTE DA
EXECUGAO DESTA TESE

6 PRODUGAO TECNICO-CIENTIFICA DECORRENTE DA EXECUGAO DESTE
TRABALHO

O referente capitulo apresenta a producdo técnico-cientifica decorrente
(direta ou indiretamente) da execugdo do trabalho de doutorado, relacionando
artigos publicados e submetidos em revistas cientificas. Alguns trabalhos citados
aqui ndo fazem parte do corpo do documento de tese, mas foram realizados em
paralelo e tém fundamental importdncia no desenvolvimento profissional e

académico.

6.1 Trabalhos publicados em periddicos

e C. Dal Magro, A.E. dos Santos, M.M. Ribas, G.P.S. Aguiar, C.R.B. Volfe,
M.L.L.C. Lopes, A.M. Siebel, L.G. Muller, A.J. Bortoluzzi, M. Lanza, J.V. Oliveira,
Production of curcumin-resveratrol cocrystal using cocrystallization with supercritical
solvent, J. Supercrit. Fluids. 171 (2021) 105190.
https://doi.org/10.1016/j.supflu.2021.105190.

e G.S.B. Sakata, M.M. Ribas, C.D. Magro, A.E. dos Santos, G.P.S. Aguiar,
J.V. Oliveira, M. Lanza, Encapsulation of trans-resveratrol in poly(e-caprolactone) by
GAS antisolvent, J. Supercrit. Fluids. 171 (2021) 105164.
https://doi.org/10.1016/j.supflu.2021.105164.

e C. Garbinato, C.A. Lima-Rezende, S.E. Schneider, J. Pedroso, A.E. dos
Santos, F. Petry, G.P.S. Aguiar, L.G. Mlller, M. Lanza, A. Piato, J. Vladimir Oliveira,
A.M. Siebel, Investigation on the Anticonvulsant Potential of Luteolin and Micronized
Luteolin in Adult Zebrafish (Danio rerio), Neurochem. Res. (2021).
https://doi.org/10.1007/s11064-021-03409-8.



https://doi.org/10.1016/j.supflu.2021.105190
https://doi.org/10.1016/j.supflu.2021.105164
https://doi.org/10.1007/s11064-021-03409-8
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e G.P.S. Aguiar, C.D. Magro, G.O. Carvalho, A.E. Santos, M. Lanza, J.V.
Oliveira, Co-precipitation of anthocyanin in PHBV by the SEDS technique, J. Food
Sci. Technol. (2020). https://doi.org/10.1007/s13197-020-04895-4.

e M.M. Ribas, G.S.B. Sakata, A.E. Santos, C. Dal Magro, G.P.S. Aguiar, M.
Lanza, J.V. Oliveira, Curcumin cocrystals using supercritical fluid technology, J.
Supercrit. Fluids. 152 (2019) 104564. https://doi.org/10.1016/j.supflu.2019.104564.

e C. Dal Magro, G.P.S. Aguiar, J.G. Veneral, A.E. dos Santos, L.M.P.C. de

Chaves, J.V. Oliveira, M. Lanza, Co-precipitation of trans-resveratrol in PHBV using

Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids technique, J. Supercrit. Fluids.
127 (2017). https://doi.org/10.1016/j.supflu.2017.03.025.

6.2 Trabalhos aceitos para publicagdo em periédicos

e AEE. dos Santos, C. Dal Magro, L. B. Saturnino, G.P.S. Aguiar, J.V.
Oliveira, M. Lanza. Micronization of luteolin using supercritical carbon dioxide:
characterization of particles and biological activity in vitro. Journal Supercritical

Fluids, aceito para publicacdo em 10 de novembro de 2021.

6.3 Trabalhos submetidos em periddicos

ePaulazzi, A. R.; Alves, B. O.; Zilli, G. A. L.; Santos, A. E. dos; Petry, F.;
Soares, K. D.; Danielli, L. J.; Pedroso, J.; Apel, M. A.; Aguiar, G. P. S.; Siebel, A. M.;
Oliveira, J. V.; Mlller, L. G. Curcumin and n-acetylcysteine cocrystal produced with
supercritical solvent: characterization, solubility, and preclinical evaluation of
antinociceptive and anti-inflammatory activities. Inflammopharmacology. IPHM-D-21-
00401.

¢S. Schneider, J. Pedroso, C. Lima-Rezende, A.E. dos Santos, G.P.S.
Aguiar, L. G. Mduller, M. Lanza, A. Piato, J.V. Oliveira, A. Siebel. Luteolin and
micronized luteolin show anticonvulsant effects on pentylenetetrazole-induced

seizures in zebrafish larvae, J. Neurochemical Research. NERE-D-21-00775.
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https://doi.org/10.1016/j.supflu.2019.104564
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APENDICE A - Curva de calibragdo construidas a partir do CG - FID para

guantificacdo de ppm residual de acetona
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APENDICE B - Curva de calibragdo para determinacdo da concentragdo de

luteolina
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APENDICE C - Distribuicdo normal do tamanho de particula da luteolina

micronizada nos ensaios 1-11 e luteolina comercial

-10,76 -0,76 9,24 19,24 29,24 39,24
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ANEXO A — Certificado de analise da amostra de luteolina

Active Pharnnace Ui Ca  ————

@

INSUMO: LUTEOLINA 98%
NOME QUIMICO: 4H-1-Benzopyran-d-ane, 2-{3, d-dihydroxyphenyl)s, F-difhpdroxy-

CERTIFICADO DE ANALISES 19/19

PESO MOLECULAR: 286,24 g/mol FORMULS MOLECULAR: CoHygOs

FABRICAMTE: Kingherbs Limited CAS: 491-70-3

MOME BOTAMICO: Arachis hypogoea L. PARTE UTILIZADA: Casca

SOLVENTE EXTRATOR: Etanol ORIGEM: China

LOTE FABRICAMTE: PSE-181107 LOTE PRODUCAD:

FABRICACAO: 07/11/2018 VALIDADE: 06/11/2020
AMALISE METODO ESPECIFICACAD RESULTADOS REFERENCIA
Descricio Visual it Conforme™ Fabricante

wverde claro
Identificaciio Fabricante Positiva Conforme” Fabricante
Teor (base seca) HELE =08,0 % 93,33 %" Fabricante
. Densimetro 20,5+0,1 gf 100mL
Densidade aparente ASTM D1895B" 20— 40 gf100 mL Canfﬂrrr}eg:{ Fabricante
Solubilidade FB5 - Insolivel em etanol t’_‘nnfc':rme ' . « | Fabricante
<Solubilidade= Insoldvel em agua
Tamanho de particula ADAC 973.03 A% passa em Conforme’ Fabricante
malha 80

Perda por dessecacio 5g/105°C/2h =2,0% 1,28% Fabricante
Cinzas sulfatadas 2g/525°C/3h <1,0% 0,66 % Fabricante
Metais pesados Abs. atémica <10 ppm < 10 ppm’ Fabricante
Chumbo Abs. atémica <1ppm Conforme” Fabricante
Arsénio Abs. atérmica <1 ppm Conforme’ Fabricante
Cadmio Abs. atémica <=0,5 ppm Conforme Fabricante
Residuo de etanol UsSP - CG Eur_Pharm Conforme Eur_Pharm
666 USP - CG <0,2 ppm Conforme Fabricante
DDT UsP - CG = 0,5 ppm Conforme Fabricante
Acefato USP - CG <0,2 ppm Conforme’ Fabricante
Metamidofds USP - CG <0,2 ppm Conforme’ Fabricante
Etil-Paration USP - CG <0,2 ppm Conforme” Fabricante
PCNB USP — CG <0,1 ppm Conforme’ Fabricante
Aflatoxinas USP - HPLC <0,5 ppm Conforme Fabricante
Contagem total de
bactérias aerdbias FB 5<5.5.3.1.2> | <1000 UFC/g Conforme’ FBS
Fungos e leveduras FB5<55312> | <100 UFC/g Conforme’ FBS
E. coli FB 5 «5.5.3.1.3> | Ausente Conforme’ FBS
Salmoneila FB 5 «5.53.1.3> | Ausente Conforme’ FBS

*Resultado obtido no Laboratdrio de Controle de Qualidade Active Pharmaceutica.
**Resultado transcrito conforme laudo criginal do fabricante

Palhoga - SC | GEP 88137-315
wnsLactvepharmacautica.com. br
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ANEXO B - Micrografias de microscopia eletrénica de varredura usadas para medir
o Dp de particulas produzidas por GAS e luteolina comercial
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