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Resumo da Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduac¢io em Engenharia
de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina para a obtencao do
Grau de Doutor em Engenharia de Alimentos.

ENCAPSULAMENTO DE B-CAROTENO EM PHBV COM
DIOXIDO DE CARBONO E AVALIACAO DA LIBERACAO IN
VITRO

Palavras-chave: precipitacdo, encapsulamento, liberagdo in vitro, -
caroteno, PHBV.

O objetivo geral desta tese foi estudar o processo de encapsulamento de
B-caroteno em PHBV (poli 3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
utilizando diéxido de carbono pressurizado como anti-solvente
avaliando, posteriormente, o comportamento de liberagdo in vitro das
particulas. Para o alcance de tal objetivo, primeiramente, foi realizado
um estudo do efeito das varidveis de processo nas caracteristicas das
particulas de p-caroteno e PHBV, puras e co-precipitadas. Na
precipitacio do PHBV puro, o efeito da pressdo foi verificado,
avaliando-o na faixa de 80 a 200 bar e constatou-se que o aumento da
pressao de precipitagdo tende a formar menores particulas. A morfologia
nao foi influenciada pela acdo desta varidvel, apenas obteve-se
comportamento diferente do PHBV nfo processado, o qual inicialmente
tinha formacgdo fibrosa passando apds a precipitagdo para estrutura do
tipo esfera. Para o P-caroteno puro foi investigado o efeito da sua
concentracdo na solugdo e também da pressdo de precipitagdo, os quais
foram de 4 ¢ 8 mg.ml™ e 80 a 200 bar, respectivamente. Verificou-se
que mantendo a concentra¢do da solucdo fixa, ocorre um aumento do
tamanho médio das particulas de B-caroteno com o aumento da presséo
e que no intervalo de pressdo de 80 a 160 bar as particulas apresentaram
valores crescentes e na faixa de 160 a 200 bar o valor médio do tamanho
das particulas decresceu. Na etapa de encapsulamento foram estudadas
concentra¢des de B-caroteno na solucio que variaram de 2 a 30 mg.ml'1
sempre mantendo a concentragdo de PHBV fixa e igual a 30 mg.ml". Os
percentuais e eficiéncia de encapsulamento foram determinados
submetendo as amostras do material co-precipitado a agitacdo manual
por 20 segundos e agitacdo magnética por 300 segundos, a partir do qual
obteve-se eficiéncia mdxima de encapsulamento de 55,53 % e 45,06 %
respectivamente, na concentracdo de 30 mg.ml'l de [-caroteno.



Observou-se na faixa de concentracdo de 8 a 16 mg.ml’1 de B-caroteno
um comportamento exponencial da eficiéncia de encapsulamento em
funcdo da sua concentragdo na solugdo. Os experimentos em que se
obtiveram os maiores percentuais e eficiéncia de encapsulamento foram
selecionados para o estudo dos ensaios de liberagdo em meios puros
(acetato de etila, n-hexano, etanol anidro e solug¢do tampao fosfato — pH
7,4) 240 °C £ 0,5 °C e 80 rpm. Constatou-se que em acetato de etila e
n-hexano os comportamentos de liberacdo sdo semelhantes e
caracterizados por um burst inicial (em aproximadamente 10 minutos),
na qual grande parte do principio ativo foi liberada. Em média, foram
obtidos percentuais de liberacdo que variaram de 26,97 % a 71,15 %, e
de 42,09 % a 55,96 %, para os meios puros contendo acetato de etila e
n-hexano, respectivamente. Em etanol anidro o comportamento de
liberag@o apresentou-se diferente, pois ndo foi verificado o burst inicial
e a liberagcdo ocorreu de forma gradual e lenta, atingindo percentuais e
tempos de liberacdo de até 88,22 % e 16 dias, respectivamente. Os
resultados encontrados para os ensaios de liberacdo em solugdo tampao
fosfato (pH 7,4) indicaram que mesmo ap6s 60 dias, o principio ativo
continuou a ser liberado. Enfim, para todos os ensaios de liberacdo
constatou-se que a concentracdo do principio ativo liberada foi
proporcional a massa inicial de B-caroteno e que através dos meios
usados pode-se optar por liberacdes rapidas ou prolongadas.



Abstract of Thesis presented to Food Engineering Program of the
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ENCAPSULATION OF p-CAROTENE IN PHBY WITH CARBON
DIOXIDE AND EVALUATING OF IN VITRO RELEASE

Keywords: precipitation, encapsulation, in vitro release, B-carotene,
PHBV.

The main objective of this work was to determine the in vitro release
profiles of B-carotene microparticles encapsulated in PHBV through the
use of supercritical fluid technology, using pressurized carbon dioxide
as anti-solvent. For this purpose, at first, a study of the effect of process
variables on the characteristics of the particles of B-carotene and PHBV,
pure and co-precipitated was carried out. In the precipitation of pure
PHBYV, the effect of pressure was evaluated in the range from 80 to 200
bar, with a resulting negative effect on the particles average size. The
morphology was not affected by this variable, leading to only a different
behavior compared to raw PHBV, which initially had fibrous structure
and after processing presented spherical type. For pure B-carotene, it
was investigated the effect of concentration in the solution and also the
precipitation pressure (4 and 8 mg.ml'1 and 80 to 200 bar, respectively).
The results indicated that keeping the concentration of the solution
fixed, there was an increase in the average size of B-carotene particles
with increasing pressure and that the system pressure, in the range from
80 to 160 bar, promoted an increase in particle size and in the range of
160 to 200 bar, the mean particle size decreases. In the co-precipitation,
it was studied the effect of [P-carotene concentrations in solution
(ranging from 20 to 30 mg.ml’l), keeping the concentration of PHBV
fixed to 30 mg.ml'l. The percentage and encapsulation efficiency were
analyzed submitting samples of the material co-precipitated to manual
agitation (20 seconds) and magnetic stirring (300 seconds), with the
maximum efficiency of encapsulation of 55.53% and 45.06%,
respectively, for the p-carotene concentration of 30 mg.ml'l. An
exponential behavior of the encapsulation efficiency depending on the
[-carotene concentration (from 8 to 16 mg.ml’l) was also verified. The
experiments that presented the highest percentage and encapsulation



efficiency were selected for the study of the in vitro release, using pure
solvent media (ethyl acetate, n-hexane, anhydrous ethanol and
phosphate buffer - pH 7.4) at 313.15K and 80 rpm. It was observed that
in ethyl acetate and n-hexane the release behaviors are similar and
characterized by an initial burst (in about 10 minutes). In these solvents,
the percentage of release ranged from 26.97 % to 71.15 %, and 42.09 %
to 55.96 %, respectively. For anhydrous ethanol the release behavior
was different because it was verified a gradual and slow release with
percentage and release times of up to 88.22% and 16 days, respectively.
The release results in phosphate buffer (pH 7.4) showed that even after
60 days the active principle continued to be released. For all tests, it was
verified that the concentration of B-carotene released is proportional to
the initial mass of this active principle and that the specific medium may
be used to provide rapid or prolonged releases.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS
Gerais

ASES: Sistema de Extragdo de Solvente em Aerosol;

CS = Concentragéo da Solucgéo (mg/ml);

CV = Coeficiente de Variagio;

DTP: Distribui¢do de Tamanho de Particula (um);

EE: Eficiéncia de Encapsulamento;

GA: Goma Arabica;

GAS: Processo Gas Anti-Solvente;

HPLC/CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;
IDMC: indometacina;

LCME: Laboratério Central de Microscopia Eletronica;
MEV: Microscopia Eletronica de Varredura;

MP: Morfologia da Particula;

P = Pressdo (bar);

PCL: poli e-caprolactona;

PHBYV: poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato);
PLLA/PLGA: poli 4cido-l-lactico/poli 4cido-lactico-co-acido glicélico;
PRE: Percentual Real de Encapsulamento (%);

PTE = Percentual Teérico de Encapsulamento;

PTFE: politetrafluoretileno;

g, = Vazdo de adi¢do de anti-solvente (CO,) (ml/min);

qs = Vazdo de adicdo da solu¢do (ml/min);

R = Coeficiente de regressao;

SAS: Anti-Solvente Supercritico;

SEDS: Dispersao de Solu¢ido Expandida pelo Fluido Supercritico;
T = Temperatura (°C);

TP: Tamanho da Particula (um);

UV = Ultravioleta;

X = Valor médio da resposta X;

Subscritos
¢ = Propriedade critica;

Simbolos Gregos
¢ = Desvio padrio;
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O campo da nanotecnologia e de nanomateriais vem ganhando
rdpido desenvolvimento entre os diversos setores da economia mundial,
impulsionado pela competicdo por produtos de alta qualidade oriunda
das rigidas exigéncias dos consumidores. Neste sentido, destaca-se a
producdo de materiais sOlidos com propriedades e caracteristicas
especificas em varios segmentos, como os de catalisadores, precursores
de supercondutores, explosivos, corantes alimenticios e firmacos, entre
outros (Martin et al., 2007).

Em particular na inddstria de alimentos, formula¢des na faixa
micrométrica e/ou nanométrica vém sendo utilizadas para aumentar a
vida de prateleira de alimentos pereciveis bem como incorporar
vitaminas e compostos nutracéuticos a fim de oferecer um produto
diferenciado no mercado e que possibilite agdes benéficas a sadde
humana, como anti-hipertensiva, antimicrobiana, antioxidante ou
antiinflamatéria (Herrero et al., 2006).

Um dos produtos com grande uso alimenticio s3o os
carotendides, considerados compostos nutracéuticos e presentes em
vérios grupos na natureza. Segundo Rodriguez-Amaya (1985), existem
mais de 600 tipos de carotendides, entretanto, apenas 50 a 60 destes
estdo presentes nos alimentos. Além de atuarem como precursores de
vitamina A e antioxidantes podem levar a uma diminuicio do risco de
cancer. Sua aplicacdo na reposicdo da cor perdida em alimentos durante

0 processamento e armazenamento é altamente desejavel em diversos



produtos industrializados, bem como a presenca de compostos quimicos
importantes que conferem aroma, fragrincias e fotoprote¢do, a fim de
manter e/ou realcar suas caracteristicas particulares (Sanchéz-Contreras
et al., 2000). Porém, especificamente no caso dos carotendides, o uso de
técnicas que possibilitem a formagdo de materiais micro ou nano
particulados com grandes dreas superficiais, caracteristica destes
materiais, influencia diretamente na sua degradacdo, pois os mesmos sdo
suscetiveis a influéncias externas como calor, luz, acidos, oxidacdo
enzimatica e ndo-enzimadtica, presenca de oxigé€nio e enzimas, metais e o
emprego de altas temperaturas (Schroeder e Johnston, 1995).

Algumas técnicas tradicionais para a formacdo de particulas sdo
comumente utilizadas, tais como, a moagem ultrafina, spray drying,
liofilizacdo e precipitacdo com anti-solventes liquidos. Estas técnicas
convencionais de producdo de materiais na faixa nanométrica e/ou
micrométrica, além de ndo permitirem o controle de tamanho das
particulas formadas, associam-se ao uso de solventes organicos que
conduzem a indices residuais elevados necessitando de etapas de pds-
processamento, além de serem suspeitas de conferir toxicidade ao
produto final. Adicionalmente, resultam na perda significativa da
atividade bioldgica devido as altas temperaturas empregadas, tornando-
as pouco atrativas para a precipitagdo de compostos termossensiveis (He
et al, 2007). Estes fatos podem limitar seu uso uma vez que a
funcionalidade e as propriedades de aplicacdo de um material micro ou
nanoparticulado sido altamente dependentes do tamanho da particula
(TP), da distribuicdo de tamanho de particula (DTP) e da morfologia da
particula (MP) (Lin et al., 2007).



Desta forma, torna-se necessario o aprimoramento de técnicas
que proporcionem a médxima acdo e protecdo destes materiais. Uma das
formas de promover maior estabilidade a compostos que possuem
principio ativo com relevante aplicacdo em diferentes segmentos
industriais € através do seu encapsulamento, onde geralmente emprega-
se um biopolimero como agente encapsulante. Basicamente, o
encapsulamento ocorre quando o material a ser encapsulado é posto em
suspensdo em uma solugdo polimérica e entdo o polimero dissolvido é
precipitado recobrindo o material em suspensdo (Kalogiannis et al.,
2006).

Dentre os materiais comumente usados como agentes
encapsulantes (dcido polildctico, policaprolactona, polietilenoglicol,
poliidroxibutirato) pode-se destacar o PHBV (poli 3-hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato), um poliéster biocompativel e biodegraddvel produzido
por bactérias durante a etapa de fermentagdo em processo
biotecnoldgico (Lee et al, 1999). O poli (hidroxibutirato) e seus
copolimeros, como o (HBHV), tém sido usados para desenvolver
sistemas de administracdo de substancias ativas de interesse em diversos
segmentos industriais, devido as suas propriedades fisico-quimicas e
biocompatibilidade (Pouton e Akhtar, 1996).

Pelas técnicas cldssicas para a precipitacdo de particulas e
encapsulamento de compostos bioativos, além de ndo se obter um
controle de tamanho e morfologia das particulas, constata-se baixa
eficiéncia na etapa de encapsulamento. Em contrapartida, a necessidade
de adotar processos de fabricacio ambientalmente aceitdveis, os
denominados processos ‘“verdes” ou tecnologias “limpas”, tem sido

objeto de estudo para o desenvolvimento de novos processos e materiais



nos tultimos anos. Portanto, é importante que técnicas alternativas sejam
desenvolvidas com o objetivo de suprir as limitagdes provenientes dos
métodos convencionais, promovendo a precipitacdo e encapsulamento
de materiais soOlidos com caracteristicas controladas (tamanho e
distribui¢do de tamanho, morfologia e estrutura cristalina).

Diversas técnicas e metodologias alternativas sdo encontradas
para a precipitacdo de materiais incluindo principios ativos e
biopolimeros, como o emprego de fluidos pressurizados como solvente,
como soluto, ou como anti-solvente. Dependendo da configuracdo do
processo algumas vantagens advindas do emprego de fluidos em estado
sub ou supercritico podem ser citadas, tais como: alta pureza dos
produtos, controle do polimorfismo dos cristais, possibilidade de
processar moléculas termossensiveis, processo em um Unico estigio e
ambientalmente aceitdvel (Fages et al., 2004). Em paralelo, desde a
década de 50, o dioxido de carbono (CO,) vem sendo estudado
continuamente por apresentar-se como atéxico, ndo inflamdvel,
ambientalmente aceitdvel, de baixo custo, além de ndo deixar residuos
téxicos no produto final (Beckman, 2004). Outro ponto favoravel para o
emprego do CO, é que 0 mesmo apresenta temperatura e pressdo criticas
relativamente baixas (T. = 31,1 °C; P, = 73 bar), fatores relevantes para
reduzir custos operacionais e a degrada¢do térmica de compostos
bioativos.

Especificamente para o processo que emprega fluidos
pressurizados como anti-solvente, podem-se obter particulas na escala
nanométrica ou micrométrica com estreita distribuicdo de tamanho,
além de altas porcentagens de encapsulamento (Kalogiannis et al.,

20006). A literatura cientifica reporta estudos que indicam a possibilidade



de utilizacdo desta técnica para precipitacio e encapsulamento de
diversos materiais (Hanna, 1998; Reverchon, 1999; Cocero e Ferrero,
2002; Chen et al., 2005; Lin et al., 2007; Franceschi, 2009).

Uma vez obtido o principio ativo e posteriormente encapsulado,
torna-se necessario o conhecimento do seu comportamento de
dissolucdo, a fim de auxiliar na escolha do material encapsulante, bem
como na otimizagdo das varidveis envolvidas tanto no processo de
precipitagdo dos componentes puros quanto na etapa de
encapsulamento. Trabalhos recentes mostram que, além de obter
particulas com caracteristicas desejdveis (grau de cristalinidade,
morfologia, pureza, teor residual de solvente) e altos indices de
encapsulamento, a possibilidade de obter o mdximo controle e
informacao sobre a libera¢do do principio ativo e sua biodisponibilidade
vem ganhando pronunciada atencfo. Estes dois temas referem-se as
informacdes acerca do comportamento de liberacdo do principio ativo
fazendo com que se evitem potenciais de super ou sub-dosagem, e a
medida na qual este principio ativo € absorvido e se torna disponivel no
local de agfo, respectivamente (Wang et al., 2006; Majerik et al., 2007).

Frente ao exposto, constata-se que através do emprego da
tecnologia supercritica na precipitacio de microparticulas e seu posterior
encapsulamento em biopolimero (PHBV) obtém-se um maior controle
das caracteristicas como a porosidade, a morfologia e o tamanho médio
das particulas, importantes no desenvolvimento de sistemas carreadores
de substincias ativas, constituindo uma perspectiva interessante no
estudo de sistemas de liberacao controlada.

Desta forma, esta tese teve como objetivo principal estudar o

processo de encapsulamento de -caroteno em PHBYV utilizando diéxido



de carbono pressurizado como anti-solvente avaliando, posteriormente,

o comportamento de liberacdo in vitro das particulas.

Os objetivos especificos do presente trabalho foram assim

dispostos:

1y

2)

3)

4)

5)

Estudo do efeito das varidveis de processo nas caracteristicas das
particulas de p-caroteno e PHBV, puras e co-precipitadas,
empregando diéxido de carbono pressurizado como anti-solvente;
Otimizacdo da etapa de secagem de ambos os materiais
precipitados;

Caracterizagdo das particulas de P-caroteno e PHBV através de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para determinar a
morfologia, drea superficial e didmetro médio de particulas,
servindo como base para a etapa de encapsulamento;

A partir dos resultados obtidos no item 3, determinar as melhores
condi¢bes experimentais para realizar a etapa de encapsulamento,
enfatizando o estudo do efeito da relacio em massa entre o P-
caroteno ¢ PHBYV, avaliando o percentual real e eficiéncia de
encapsulamento;

Determinagdo dos comportamentos de liberagdo in vitro de B-
caroteno através das microparticulas encapsuladas em PHBV
submetidas a diferentes meios de dissolugao.

A seqiiéncia deste trabalho estd estruturada em Capitulos da

seguinte forma:

Capitulo 2: apresenta-se a revisdo bibliogrifica a respeito dos
materiais empregados para o desenvolvimento desta tese (J-
caroteno ¢ PHBV). Na seqiiéncia, sdo abordados os métodos que

empregam CO, como anti-solvente na precipitacdo e



encapsulamento de diversos materiais, bem como outras técnicas
atualmente propostas na literatura cientifica que utilizam a
tecnologia supercritica para a formagdo de particulas. Finalizando
este Capitulo, destacam-se as metodologias utilizadas para
determinacdo do percentual de encapsulamento e perfis de
liberacao.

Capitulo 3: nesta secdo ¢é apresentado o desenvolvimento
experimental proposto, incluindo a utilizagdo dos materiais,
equipamentos e os procedimentos adotados em todas as etapas do
estudo para a obtencao dos resultados desta tese.

Capitulo 4: sdo apresentados e discutidos os resultados tanto para a
etapa de precipitagdo dos componentes puros € encapsulamento do
B-caroteno em PHBV quanto para a etapa de liberacdo da
substincia ativa nos diferentes meios de dissolu¢do propostos.
Capitulo 5: apresentam-se as conclusdes desta tese de doutorado
com base nos resultados obtidos no Capitulo 4 e as sugestdes para

trabalhos futuros.






CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - CAROTENOIDES

Os carotendides apresentam fung¢des bioldgicas e relacionadas
com a saude que despertam interesse generalizado em diversos setores.
Ressalta-se que a fortificacdo vitaminica de alguns alimentos para a
adequacdo das quantidades ingeridas é de fundamental importancia para
o bom funcionamento do organismo humano. Tal fato associa-se, em
termos nutricionais, ao papel bioldgico que as vitaminas apresentam.
Em especial, destaca-se a vitamina A, que é um nutriente essencial para
0 organismo com agdo na visdo, no crescimento dos 0ssos, na
diferenciacdo celular, na mobilizacio do ferro no organismo e na
reproducdo e integridade do sistema imunoldgico (Silva, 1994).

De acordo com a fonte de dieta, os alimentos podem ser
classificados em: ricos em vitamina A ou retinol, também chamados de
vitamina A pré-formada (leites e derivados, ovos, carnes vermelhas,
aves, peixes e 6leos) e alimentos fonte de provitamina A referente aos
carotendides, que sio precursores biologicamente ativos (frutas, vegetais
e folhas escuras) (Booth et al., 1992). Dentre os carotendides, o mais
importante é o B-caroteno, cuja férmula estrutural plana é apresentada
na Figura 2.1. Entretanto, os carotenos sdo encontrados em vdrias outras
formas como o a-caroteno e as o e B-criptoxantinas, as quais apresentam

metade da atividade do B-caroteno (McCance e Widdowson, 1994). De
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acordo com a Organizacio Mundial de Saidde, estima-se que
aproximadamente 250 milhdes de criancas a nivel pré-escolar,
particularmente nos paises em desenvolvimento, apresentam deficiéncia
de vitamina A. No Brasil, onde a hipovitaminose A é considerada uma
das principais deficiéncias na drea de Sadde Publica, a larga distribuicao
destes pigmentos em frutos e vegetais aliada ao alto custo dos alimentos
de origem animal que contém vitamina A pré-formada, contribuem para
que os carotendides se constituam em uma importante fonte deste
nutriente na dieta humana (Ramalho et al., 2002 ¢ Ambrédsio et al.,

2006).

Figura 2.1 — Férmula estrutural plana do -caroteno.

Na industria de alimentos, os carotendides sdo utilizados
principalmente como corantes, com o objetivo de repor a cor dos
alimentos perdida durante o processamento e armazenamento, colorir os
alimentos incolores e uniformizar a coloragdo de alguns produtos. Sdo
também precursores de muitos compostos quimicos importantes,
responsaveis pelo aroma de alguns alimentos, fragrancias de algumas
flores, coloragdo especifica e fotoprotecdo (Sanchéz-Contreras et al.,
2000). Ressalta-se ainda que a presenca de pequenas quantidades de
carotendides pode ajudar na prevencdo da rdpida oxidagcdo dos
constituintes dos alimentos, seqiiestrando o oxigénio singlete (Schroeder
e Johnston, 1995).

Em particular, o B-caroteno € a provitamina A mais abundante

nos alimentos; entretanto, além dos beneficios citados, nem todos os
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carotendides sdo precursores de vitamina A, ou seja, dentre os mais de
400 carotendides existentes, apenas 50 a 60 destes podem ser
teoricamente convertidos em vitamina A (Rodriguez-Amaya, 1985).
Ainda, cerca de 10 a 50 % do B-caroteno total consumido é absorvido no
trato gastrointestinal e é parcialmente convertido em vitamina A dentro
da parede intestinal (Martini, 2002). Em fun¢do disso, além dos
alimentos, o -caroteno pode ser encontrado em forma de medicamentos
como suplemento vitaminico A, sendo comercializado tanto na forma
livre quanto na forma de ésteres: acetato, palmitato ou propionato, a fim
de completar a recomendacdo vitaminica didria necessaria.

Em sintese, a biodisponibilidade dos carotendides ¢ influenciada
por fatores como a espécie do caroteno, a ligacio molecular, a
quantidade ingerida e a matriz na qual o carotendide € incorporado. Em
termos farmacoldgicos, a biodisponibilidade de um principio ativo pode
ser conceituada como a taxa e o grau de absor¢do do composto
proveniente de uma forma de dosagem. Em contrapartida, as
propriedades de aplicagdo e a intensidade da coloragdo de sistemas
pigmentados sdo fortemente dependentes das propriedades fisicas do
pigmento tais como tamanho, distribuicdo de tamanho e morfologia de
particula, bem como a maneira que os pigmentos sao obtidos (Suo et al.,
2005; Reverchon et al., 2008).

Franceschi (2009) cita os trabalhos de Qing et al. (2002) e Chang
et al. (1991) nos quais os autores relatam que diferentemente dos
carotendides sintéticos, os obtidos de fontes naturais (microorganismos
e natureza) sdo facilmente oxidados e seus produtos de oxidacdo

possuem pouca ou quase nenhuma pigmentagdo, atividade provitamina
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A e atividade de seqiiestro de oxigénio singlete. Tal fato se dd devido a
alta taxa de insaturagdo provocada por fatores como presenca de
oxigénio e de enzimas, metais, antioxidantes, alta temperatura, fazendo
com que ocorra a isomerizacdo dos carotendides trans, que € a forma
mais estdvel na natureza para a forma cis, promovendo ligeira perda de
cor e atividade pro-vitaminica. (Schroeder e Johnston, 1995).

Neste contexto e frente as importantes aplicagdes dos
carotendides tanto na inddstria de alimentos (como por exemplo, sua
utilizacdo como composto de protecdo a oxidacdo de produtos
industrializados) quanto no seu uso farmacéutico (como rico fortificante
vitaminico A) surge a necessidade do estudo de técnicas que permitam

um controle efetivo sobre as propriedades de aplicagdo a fim de obter o

maximo aproveitamento de suas caracteristicas em ambas as 4reas.

2.2 — PRECIPITACAO E ENCAPSULAMENTO DE PARTICULAS

Os diversos setores industriais buscam incessantemente melhorar
a qualidade dos seus produtos, o que necessariamente passa pelo
conhecimento, dominio e aprimoramento das técnicas de producdo. Do
ponto de vista tecnoldgico, sdo conhecidas e propostas algumas técnicas
tradicionais para a precipitacdo de particulas na ordem nanométrica e/ou
micrométrica, tais como o spray drying, recristalizagdo por solvente
organico e liofilizacdo. Segundo Hong et al. (2000) e Lin et al. (2007), o
tamanho de particula (TP), a distribuicdo de tamanho de particula
(DTP), a morfologia da particula (MP) e configuracdo da rede cristalina
sdo as varidveis que influenciam diretamente na funcionalidade e nas

propriedades de aplicacdo destes materiais micro ou nanoparticulados.
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Ao utilizar as técnicas citadas acima, além da auséncia de
controle do tamanho e distribui¢do das particulas, bem como o uso
excessivo de solventes organicos, que acarretam em grandes
concentragdes residuais no produto final, pode-se acrescentar como
pontos desfavordveis os altos custos de operacdo, a necessidade de
etapas pos-processamento e a degradagdo térmica e quimica do soluto.
De fato, além destas peculiaridades inerentes as técnicas, o uso em
grandes quantidades de solvente na etapa de precipitacdo acarreta em
etapas adicionais que podem inviabilizar o processo de produgdo de
particulas (Reverchon, 2002).

Em se tratando de materiais precipitados na ordem micrométrica,
devido a alta drea superficial caracteristica destas particulas, surge a
necessidade de promover sua protecdo frente a fatores externos que
possam degradé-los, como por exemplo a temperatura, a presenca de
oxigénio e exposi¢do a luz. Esta etapa de prote¢do pode dar-se através
do encapsulamento do(s) principio(s) ativo(s) utilizando biopolimeros
como agentes encapsulantes, os quais além do papel de protecio
definem a forma de liberacdo do principio ativo, se através de difusdo
(pelos poros ou cadeias do polimero) ou por erosdo (dada quando o
polimero degrada dentro da matriz alimenticia, resultado de processos
bioldgicos naturais) (Wang et al., 2006). Nesta etapa, a formacgdo de
micro ou nanocdpsulas, é realizada através de duas maneiras: ocorrendo
a formag¢@o de uma fina camada de polimero recobrindo o composto ou
pela co-precipitacdo do polimero, onde vdrias particulas do composto

encontram-se inseridas no interior da matriz polimérica.
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Polimeros biodegradaveis tém sido avaliados visando aumentar o
nimero de materiais biocompativeis para aplicagdes especificas nas
areas farmacéutica, alimenticia e médica (Maia et al., 2004). Entre eles,
destacam-se os poliésteres termopldsticos de origem bacteriana como o
poli (hidroxibutirato) (PHB) e poli (3-hidroxibutirato-co-valerato)
(PHBV). As estruturas quimicas do PHB e do PHBV sdo muito
similares aos polimeros sintéticos biodegraddveis mais usuais, porém
sdo degradados em uma taxa geralmente mais lenta. O PHB ¢é produzido
como material de reserva energética por fermentagdo de uma variedade
de cepas bacterianas, destacando-se a Ralstonia eutropha e a
Burkholderia saccharina. E um poliéster isotdtico, semicristalino, com
grande potencial como polimero biodegraddvel de alto consumo. A sua
degradacdo ocorre por erosdo da superficie, o que torna o PHB um
material atrativo para a aplicagcdo na liberacdo controlada de compostos
bioativos. Além disso, a liberagdo de principios ativos com baixa massa
molar, a partir do PHB e PHBV, pode se processar pela penetracdo de
dgua e pela formacdo de poros nas matrizes poliméricas (Pouton e
Akhtar, 1996).

Na literatura cientifica sdo apresentadas diversas técnicas para a
precipitacdo de diferentes materiais incluindo principios ativos e
biopolimeros, dentre as quais destaca-se o emprego de fluidos
pressurizados como solvente, como soluto, ou como anti-solvente. Estes
fluidos, em estado sub ou supercriticos, fornecem particulas na ordem
nanométrica ou micrométrica com estreita distribui¢do de tamanho além
de altas porcentagens de encapsulamento (Kalogiannis et al., 2006).

O trabalho de Hannay e Hogarth em 1879 pode ser considerado

uns dos primeiros estudos na drea de nanotecnologia referente ao
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emprego de fluidos pressurizados para a formagdo de particulas, uma
vez que os autores relataram a formagdo de “neve” através da expansio
de uma solugdo bindria. Trabalhos mais recentes mostram a
possibilidade da utilizacdo da tecnologia supercritica na obtencdo de
materiais sélidos micro ou nanoparticulados de interesse em industrias
de alimentos, quimicas e farmacéuticas. Benedetti et al. (1997)
apresentaram um estudo sobre duas técnicas para formacdo de
microparticulas de um polissacarideo natural utilizando fluidos
supercriticos. Em ambos os métodos foram produzidas particulas
menores do que 20 um e os autores constataram que, de acordo com a
metodologia empregada, diferentes propriedades de particulas puderam
ser obtidas.

Em 2004, Reverchon e Spada ao avaliarem a possibilidade de
produzir microparticulas de eritromicina através de atomizagdo com
fluidos supercriticos, estudaram a influéncia sobre a morfologia, o
tamanho e distribui¢do de particula, bem como o uso de diferentes
solventes liquidos (metanol, etanol, acetona). Os autores ndo
constataram degradacdo e encontraram poucos tragos residuais destes
solventes nas microparticulas de eritromicina formadas. He et al. (2006)
ao estudarem a eficiéncia da etapa de atomizacdo, pureza e influéncia
das varidveis de opera¢do no processo de formagdo de microparticulas
de carotendides naturais com CO, supercritico, verificaram que
pequenas e estreitas particulas de carotendides podem ser obtidas de
acordo com a metodologia empregada.

Em 2007, Bahrami e Ranjbarian apresentaram uma revisao sobre

a producdo de micro e nano-compostos utilizando diéxido de carbono
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supercritico. Franceschi et al. (2009a e 2009b) estudaram a precipitagdo
e encapsulamento de P-caroteno em PHBV empregando tecnologia
supercritica constatando a viabilidade técnica do processo para posterior
aplicagcdo em produtos alimenticios com o intuito de aumentar a vida de
prateleira de diversos produtos e proteger compostos termosensiveis
frente a degradacdo.

Embora poucos trabalhos apresentem estudos referentes a
alimentos ou ingredientes alimenticios (dextrana, [-caroteno, lecitina,
sacarose), Weidner (2009) concluiu que os processos que utilizam
fluidos pressurizados como anti-solvente apresentam grande potencial
industrial, ndo somente para polimeros, mas também para a drea
alimenticia. De fato, em 2007 foi colocada em operagdo na Alemanha
uma planta industrial com capacidade de 200 kg de CO, por hora para
producdo de lecitina em pd através de um processo que utiliza anti-
solvente modificado. A lecitina primdria € obtida durante o processo de
purificacdo do dleo de soja e contém cerca de 60 % de fosfolipidios e 40
% de 6leo. Esta mistura inicialmente liquida e com o 6leo tendo uma
funcdo de solvente no processo € pulverizada através de um bico de
aspersdo em um vaso de pressio com CO, supercritico. Este anti-
solvente dissolve o 6leo e a lecitina precipita-se em forma de pd, sendo
removida posteriormente por meio de um sistema acoplado, enquanto o
CO; e o dleo dissolvido sdo retirados e expandidos em um separador
onde o 6leo € coletado na forma liquida e o CO, € reciclado (Weidner,
2009).

A seguir sdo apresentadas em detalhes as diferentes técnicas de
precipitacdo e encapsulamento de diversos materiais empregando CO,

como anti-solvente.
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2.2.1 - Formacao de Particulas Empregando Fluidos Pressurizados

Como Anti-solventes

Neste processo, o fluido pressurizado ou supercritico é usado
como anti-solvente, causando a precipitacdo do substrato dissolvido
inicialmente em um solvente liquido. Diferentes siglas sdo utilizadas
para esta categoria, como GAS, SAS, SEDS e ASES, porém cada tipo
de processo distingue-se pela maneira como ocorre o contato entre a
solucdo organica e o anti-solvente comprimido.

O principio bésico das técnicas anti-solvente reside no fato de que
o soluto seja completamente miscivel no solvente orginico e imiscivel
ou muito pouco miscivel no anti-solvente e, ainda, que o solvente
organico possua maior afinidade pelo anti-solvente do que pelo soluto.
Assim, quando a solucdo contendo o soluto é posta em contato com o
anti-solvente, a solubilidade do soluto no solvente orginico ¢é
drasticamente reduzida, devido ao anti-solvente causar um decréscimo
no poder de solvata¢do do solvente orgénico levando a precipitagdo do
soluto na forma particulada (Yeo e Kiran, 2005; Jung e Perrut, 2001;
(Tai e Cheng, 1998). Um esquema geral das técnicas que empregam
anti-solvente na formacgdo de particulas (GAS, SAS, PCA, SEDS e
ASES) ¢é apresentado na Figura 2.2.



18

GAS/SAS /ASES / PCA/SEDS

@e— ® — 0

Solute + solvente J, N Gas ou Fluido
Sistema Binario Homogéneo Mudanga de Pressio Supercriticos
Composigio

Soluto + solvente +Fluido Supercritico
Sistema ternario: separagio de fases (a)

Solvente

.\\.

4

2-Fases

% Antisolvente

(b) T ()

Polimero

Figura 2.2 - Esquema e principio governante geral das técnicas (GAS, SAS,
PCA, SEDS e ASES) que utilizam anti-solvente para a formacgdo de particula.
Fonte: Yeo e Kiran, 2005.

Nas técnicas que utilizam fluidos pressurizados como anti-
solvente para a formacgdo de particulas dispde-se, inicialmente, de um
sistema bindrio homogéneo formado pelo soluto e pelo solvente (Figura
2.2.a). Apés a introducdo do anti-solvente (gds ou fluido em estado
supercritico), ocorre a formagdo de uma mistura, bem como desvios das
linhas de coexisténcia das fases fluido-sélida (F-S) e liquido-liquido (L-
L) para altos valores de pressdes e temperaturas, respectivamente
(Figura 2.2 ¢). Como resultado desta mudanca de pressdo, temperatura e
composicdo, 0 sistema que se situava inicialmente em regido de tnica
fase encontra-se sobre a regido de duas fases onde a separacdo de fases é

possivel, permitindo assim a formagao de particulas (Figura 2.2 b).
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Uma discussdo detalhada acerca da inter-relacio entre o
comportamento de fases e a formacdo de nano/micro particulas via
tecnologia supercritica pode ser encontrada nos trabalhos de Franceschi
(2006, 2009), Franceschi et al. (2008), Yeo e Kiran (2005), Jung e
Perrut (2001).

2.2.1.1 - Processo Gas Anti-Solvente (GAS)

A técnica de precipitacdo de materiais denominada Gds Anti-
Solvente (GAS) foi primeiramente descrita por Gallagher et al. (1989).
Um esquema do aparato experimental utilizado nesta técnica ¢é
apresentado na Figura 2.3 (Jung e Perrut, 2001). Este método
caracteriza-se como um processo em batelada ou descontinuo e mostra-
se adequado para o uso com polimeros, uma vez que 0s mesmos sao
pouco soltiveis em fluidos supercriticos ou gases (Yeo e Kiran, 2005).
Neste processo, a solu¢do previamente preparada € introduzida em uma
camara de precipitacdo (normalmente de aco inox) com temperatura
controlada. Em seguida, o anti-solvente é adicionado ou borbulhado
pelo fundo desta camara através de um filtro dispersor a uma taxa
constante pré-estabelecida, na temperatura em que a operagdo deve ser
realizada até que a pressdo alcance o valor final acarretando na expansio
da solugdo liquida. Para o processo de limpeza do solvente orgénico,
uma vélvula de saida € aberta e o anti-solvente puro é adicionado dentro
da cimara de precipitacio, mantendo a pressio e temperatura
constantes. Por fim, ocorre a despressurizacdo da camara e a retirada do

material formado (Jung e Perrut, 2001).
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Precipitador

Bomba

Bomba

Solugiio da substincia ativa

Particulas

co,

Solugio Expandida

Figura 2.3 - Aparato experimental utilizado na técnica GAS. Fonte (Jung e

Perrut, 2001).

Neste método o anti-solvente nio necessita estar em condigdes
supercriticas, porém sua adi¢do leva a um decréscimo na densidade da
mistura e no poder de solvéncia do solvente organico, acarretando na
supersaturacdo da solucdo liquida, tendendo conseqiientemente a formar
particulas com estreita distribui¢do de tamanho (Shariati e Peters, 2003).
Um critério importante que deve ser levado em consideragdo no
processo GAS € que o anti-solvente deve ser altamente solivel no
solvente organico a fim de promover a precipitagdo, ao passo que o
soluto apresenta-se insolivel ou muito pouco soldvel no anti-solvente
(Tai e Cheng, 1998).
2.2.1.2 - Sistema de Extracdo de Solvente em Aerosol (ASES) ou Anti-
Solvente Supercritico (SAS)

As técnicas ASES e SAS apresentam mecanismo de contato entre

anti-solvente e solugdo diferentes da técnica GAS, além de serem
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consideradas o modo continuo da mesma. Para melhor compreensao,
considera-se técnica SAS quando o anti-solvente estiver em estado
supercritico ¢ ASES quando o mesmo estiver em estado subcritico. A
Figura 2.4 apresenta um diagrama esquemadtico do aparato experimental
utilizado nos processos SAS ou ASES.

Como mostrado na Figura 2.4, a solu¢do e o anti-solvente sao
adicionados simultaneamente a camara de precipitacgio em modo
concorrente, através de bocais diferentes, ou em modo contracorrente,
com a solugdo adicionada a camara de precipitacdo ja contendo o anti-
solvente, resultando na supersaturacio de goticulas liquidas e na
precipitacdo instantdnea do soluto como finas particulas dentro da
camara (Shariati e Peters, 2003). Para que ocorra a formacdo de tais
particulas, a solu¢do € injetada a uma pressdo de 20 bar superior a
pressdo de operacdo da cadmara. As particulas formadas s@o recolhidas
em um filtro na parte inferior da cAmara; o solvente e o anti-solvente sao
continuamente adicionados na camara. Ainda, pode ser usado um
segundo vaso, em seqiiéncia do precipitador, operando a baixas pressdes
com o objetivo de recuperar o solvente utilizado. Ao se atingir uma
quantidade pré-determinada de solugdo a ser precipitada, a adicdo é
interrompida e o anti-solvente continua a fluir por mais algum tempo
visando a secagem das particulas geradas, retirando todo o solvente
organico presente no meio, impedindo a coalescéncia e a perda das
caracteristicas originais das particulas. Por fim, ¢é realizada a
despressurizacdo da cdmara de precipitacdo e a retirada do material

precipitado (Jung e Perrut, 2001).
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Bomba Bomba

Substéncia ativa
-
Solvente

Vaso de Alta Pressao

Saida

Figura 2.4 - Aparato experimental utilizado na técnica SAS ou ASES. Fonte

(Jung e Perrut, 2001).

Uma vantagem especial destas técnicas € a sua adaptabilidade
para operacdo continua, importante para producdo em larga escala de
particulas. Nos dltimos anos, foram introduzidas algumas alteracdes ao
processo SAS a fim de melhorar o seu desempenho na producgido de
nanoparticulas ou adaptar este processo para materiais soliveis em dgua.
A este respeito, em 2001, Chattopadhyay e Gupta alteraram o
procedimento de atomizagdo do processo SAS, adicionando uma
superficie vibratoria que trabalhava em freqiiéncias de ultra-sons
atomizando um jato de solucdo, a fim de produzir nanoparticulas. O
comportamento ultra-sdnico aumentou a turbuléncia e mistura dentro
das goticulas de solu¢do e do anti-solvente, resultando em alta

transferéncia de massa entre as fases liquidas e gas.

2.2.1.3 - Dispersdo de Solugdo Expandida pelo Fluido Supercritico
(SEDS e PCA)
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Este processo é uma versdo modificada da técnica SAS e a
diferenca entre ambos os métodos é a forma de contato entre a mistura
bindria soluto-solvente e da solucdo anti-solvente € diferente. A Figura
2.5 apresenta um diagrama esquemadtico de um aparato experimental que
emprega ambas as técnicas, PCA e SEDS. Na técnica PCA proposta em
1992 por Dixon (ver Figura 2.5), a cAmara de precipitacdo é carregada
com o anti-solvente comprimido e a solu¢do contendo o material a ser
precipitado € aspergida para o interior da cdmara contendo o anti-
solvente. Quando todo o material tiver sido aspergido no anti-solvente, a
aspersdo desta € interrompida e inicia-se a passagem de anti-solvente
pela cAmara de precipitacio realizando a secagem das particulas.

Na técnica SEDS, a solugdo contendo a substancia a ser
precipitada e o anti-solvente comprimido sdo aspergidos através de um
unico bocal para a cAdmara de precipitagdo ja contendo o anti-solvente
pressurizado. Uma cimara de pré-mistura da solugdo a ser precipitada e
do anti-solvente é posicionada antes do dispositivo de aspersdo na
camara de precipitacdo. Ainda, esta aspersio pode ser realizada
simultaneamente através de bocais coaxiais que provocam rdpida
transferéncia de massa e proporcionam condi¢cdes uniformes de
cristalizagdo. O contato espontineo da corrente de alta velocidade da
solucdo liquida e do fluido supercritico gera a mistura finamente
dispersa e uma precipitacio rapida da particula. Como na técnica GAS e
SAS, o principio bésico aqui € induzir o solvente & separagdo de fases

(Yeo e Kiran, 2005).
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Solucdo contendo a
hstincia ativa

Bocal

co, f

Bomba

Vaso de formacio
de particula

Saida

Figura 2.5 - Aparato experimental utilizado na técnica PCA e SEDS. Fonte
(Jung e Perrut, 2001).

Diversos dispositivos e formas de aspersio t€ém sido propostos na
literatura (Yeo e Kiran, 2005), pois estes afetam o tamanho das
goticulas, a taxa de extracio do solvente pelo anti-solvente,
influenciando assim a morfologia das particulas formadas. Um exemplo
¢ apresentado pela Figura 2.6 onde o esquema de aspersdo da solucdo e
do anti-solvente consiste na co-introdugdo através de um bocal com trés
passagens coaxiais dentro do vaso de formagdo de particulas, composto
de: uma solucdo ou suspensdo da substancia ativa no solvente 1; um
solvente 2 miscivel com solvente 1 e solivel no fluido supercritico; e

por fim um fluido supercritico.
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O,

Solugao da substancia ativa
Solvente 1

Solvente 2

Figura 2.6 - Bocal contendo trés passagens coaxiais. Fonte: Yeo e Kiran, 2005.

Na literatura podem ser encontrados vdrios trabalhos referentes
ao emprego da técnica anti-solvente para a precipitacdo de materiais a
condi¢des ambiente com utilizacdo em diversos segmentos. A Tabela
2.1 apresenta os resultados obtidos em tais pesquisas nas quais foram
empregados os métodos PCA, GAS, SEDS, ASES e SAS utilizando o
CO; como anti-solvente. Por fim, na Tabela 2.2, é apresentado um
resumo das técnicas de formacdo de particulas empregando fluidos

pressurizados.
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2.3 — SISTEMAS DE LIBERACAO

De acordo com Embleton e Tigue (2002), particulas na ordem
micrométrica ou microcdpsulas sdo atraentes veiculos para fins de
liberagcdo de substincias ativas de interesse por facilitar a liberacdo de
macromoléculas aprisionadas via mecanismo de difusdo aquosa sem
depender da degradacdo do polimero. Nesse aspecto, microesferas
biodegraddveis t€ém sido amplamente investigadas como sistemas de
liberacio de compostos bioativos, tais como agentes terap€uticos de
baixa massa molar ou macromoleculares, antigenos e DNA. Indicadas
para a administracdo pulmonar, oral ou nasal, as microesferas sdo
capazes de promover uma liberacdo sustentada ou controlada de um
composto bioativo, enquanto que o material ndo-liberado permanece
protegido da degradacdo e da metabolizacdo fisioldgica (Freitas et al.,
2005).

Embleton e Tigue (2002) mencionam ainda que, em se tratando
particularmente de microesferas de PHBV, ¢ dificil o alcance de uma
rapida liberagdo devido a estabilidade hidrolitica destes polimeros. Em
contrapartida, processos que possibilitem um controle sobre a
porosidade deste material seriam particularmente atraentes, permitindo
liberar o principio ativo encapsulado de acordo com o nimero, o
tamanho, a profundidade e a tortuosidade dos poros do polimero. Outra
vantagem dos polimeros PHBV em relacio a outros polimeros
biodegraddveis € a taxa de degradac¢do mais lenta, o que ajudaria a evitar
problemas como o actimulo de produtos dcidos e diminui¢do do pH,

caracteristicos da rdpida degradacdo.
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Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos que reportam
comportamentos de liberagcdo de principios ativos de interesse em vdrias
aplicacdes industriais. Em 2005, Soottitantawat et al. investigaram o
microencapsulamento de /-mentol em goma ardbica (GA) e amido
modificado (HI-CAP 100 e CAPSUL), bem como suas caracteristicas de
liberacdo (sabor) através do processo de atomizacdo (spray drying). Os
autores verificaram que a umidade relativa e a temperatura sdo os
parametros do processo que exercem influéncia significativa, ou seja, a
taxa de liberagcdo é aumentada apds a elevacido da umidade relativa e da
temperatura. Para elevados valores de atividade de dgua ocorreu uma
maior absor¢do de dgua pelo polimero resultando em danos a sua
estrutura e conseqiientemente maior dissolucio e libera¢do do -mentol a
partir da matriz polimérica.

Com relagdo aos materiais estudados, verificaram que, em alta
atividade de d4gua o amido modificado CAPSUL apresentou uma menor
taxa de liberacdo em compara¢do ao amido HI-CAP 100 e a goma
ardbica, devido ao fato deste absorver menor quantidade de 4gua do que
os outros citados. Para a andlise da liberagdo, focada principalmente nas
caracteristicas de sabor do /-mentol, uma determinada amostra do pd
obtido na atomizagcdo era pesada, espalhada em finas camadas e
posteriormente colocada em frascos de vidro de 15 mL. Os recipientes
eram entdo colocados em dessecador contendo solugdo saturada de sal a
fim de manter a umidade relativa constante (8+5%, 33+5%, 51+5%,
75+5%, e 83+5%) e temperatura controlada de 30 °C. Utilizaram
também um método para acelerar a liberag¢do de /-mentol e, em

intervalos de 6 h era realizada uma purga de ar contendo umidade igual
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a umidade relativa do experimento. Em intervalos pré-determinados, os
frascos foram retirados do dessecador e a quantidade residual de [-
mentol no pd era medida pelo método de extracdo com solvente. A
retencdo de /-mentol no experimento de liberagdo foi expressa em
relacdo ao conteddo inicial.

Lionzo et al. (2007) estudaram a influéncia das concentracdes de
poli (e-caprolactona - PCL) e poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
(PHBV) como agentes encapsulantes do acetato de dexametasona
preparadas através do processo convencional por emulsdo/evaporagio
de solvente. Os resultados demonstraram que o perfil de liberagdo do
principio ativo pode ser modulado pela variacdo entre as concentragdes
das microparticulas formadas a partir do PCL e PHBV. Em sintese, o
aumento da concentragdo de PCL na mistura aumentou a taxa de
liberagdo do principio ativo e seu mecanismo de liberacdo foi
dependente da presenca do PCL nas microparticulas.

Para a determinacdo dos perfis de libera¢do, uma quantidade de
material microencapsulado era adicionada em frascos protegidos da luz
e sob agitacdo contendo uma solugdo tampido fosfato (pH 7,4) na
temperatura de 37 + 0,5 °C. Em tempos pré-determinados, aliquotas
eram retiradas, filtradas e analisadas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 242 nm. Procedimento semelhante é descrito
por Lin et al. (2000) no estudo do comportamento de dissolucdo in vitro
de microparticulas de diclofenaco sédico encapsuladas em poliésteres
com diferentes massas moleculares. Os perfis de dissolu¢do foram
determinados em shaker a 20 rpm, onde uma determinada quantidade
das microesferas encapsuladas era suspensa em 50 mL de uma solugao

tampao fosfato (pH 7,4) na temperatura de 37 + 0,5 °C. O diclofenaco
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sodico residual e liberado era periodicamente determinado por
espectrofotdmetro a 276 nm.

Em 2008, Kang et al., realizaram um estudo concernente a
preparagdo, caracterizagdo e citotoxicidade in vitro das microparticulas
de indometacina (IDMC) encapsulada em poli dcido-1-lactico/poli acido-
lactico-co-4cido glicdlico (PLLA/PLGA) utilizando diéxido de carbono
supercritico como anti-solvente e observaram uma liberacdo inicial de
11,85 % em 30 minutos seguido pela liberagdo cumulativa de 83,67 %
apés 30 dias. Os autores indicaram que a IDMC livre atingiu
rapidamente o patamar de saturacdo (48,95 %) em 4 h, enquanto que as
amostras contendo IDMC encapsulado apresentaram um baixo burst
inicial (por burst, entenda-se aquelas particulas fracamente ligadas ao
material encapsulado, apresentando liberacdo imediata), ndo excedendo
a liberacdo de IDMC livre ap6s 48 horas.

Os autores concluiram que os perfis ocorrem em duas etapas,
sendo a primeira dada pela liberacdo da substiancia através de sua
difusdo seguida da degradacdo polimérica posteriormente. Ainda, a
propor¢do entre PLLA e PLGA, cristalinidade e peso molecular do
polimero, e tamanho de particula de microparticulas também t€m efeitos
sobre a degradacdo do polimero e taxa de liberacdo da droga. Os perfis
de liberacdo foram determinados como segue: vinte microgramas de
amostra do material encapsulado foi alocado em sacos de didlise pré-
tratados e estes colocados em um recipiente contendo uma soluc¢do
tampao fosfato (pH 6,8) sob agitacdo e temperatura de 37 °C. Aliquotas
da solug@o eram periodicamente removidas e a concentragdo de IDMC

era analisada por espectrofotdmetro a 320 nm. A fim de manter o
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volume de solugdo original, a mesma quantidade retirada para andlise
era imediatamente recolocada.

Em 2009, Chong et al. avaliaram os perfis de liberacdo de
nanoparticulas de paracetamol (acetominophen) encapsuladas em um
copolimero de acrilato e metacrilato utilizando a técnica que emprega
fluido supercritico como anti-solvente e verificaram que a liberagdo do
principio ativo encapsulado foi mais lenta em relagdo ao paracetamol
nao-processado, constatando que o polimero empregado age como uma
barreira a liberacdo da substincia. Os perfis de liberagdo in vitro do
paracetamol ndo-processado e encapsulado foram determinados através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde uma amostra
de ambos os materiais era colocada separadamente em 100 mL de
solucdo tampdo (pH 7.,4), agitadas a 50 rpm a 37 °C.

Leimann et al. (2009) estudaram o microencapsulamento de 6leo
essencial de capim-limao utilizando o processo de coacervacdo simples
e obtiveram microcdpsulas com tamanhos no intervalo de 10 a 250 um
constatando que este processo de microencapsulamento ndo deteriora o
6leo essencial encapsulado com relacdo a composi¢do e atividade
bioldgica, porém dependendo da condi¢@o experimental, microcdpsulas
de até 1 mm foram formadas. A liberacdo do dleo essencial foi obtida
através da hidrodestilagio das microcdpsulas em aparelho do tipo
Clevenger onde inicialmente as microcdpsulas foram filtradas sob
véacuo, lavadas triplamente com dgua destilada e uma vez com etanol
para retirada do 6leo essencial que ndo tinha sido microencapsulado. Em
intervalos determinados de tempo a quantidade de 6leo essencial era
mensurada em uma balanga repetindo-se o procedimento até que ndo

fosse observada mais extracdo de 6leo das microcdpsulas.
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Wang et al. (2009) investigaram o comportamento das
microesferas de poli(e-caprolactona) (PCL) como material encapsulante
de dois compostos modelos (p-nitroanilina e rodamina B) com
diferentes solubilidades em dgua, preparados pelo método de
emulsdo/evaporagdo de solvente. Os testes foram realizados em solucdo
tampdo (pH 7,4) e mantidos na temperatura de 37 °C e indicaram que
ambos os principios ativos (p-nitroanilina and rodamina B)
apresentaram uma liberacdo acumulativa de aproximadamente 80 %
apods 5 dias. Os autores concluem que a poli (e-caprolactona) (PCL) tem
um comportamento semelhante ao poli  (hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) (PHBV), pois ambos podem ser considerados como
polimeros relativamente hidrofébicos e esta maior afinidade entre o
principio ativo e o agente encapsulante causa uma forte tendéncia para
que a incorporacdo seja mais eficiente aumentando o seu tempo de

liberagdo.

2.4 — CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Segundo alguns autores, um futuro promissor estd reservado para
a drea alimenticia e nutracutica na producdo de compostos de ordem
nano/micrométrica com alto valor agregado e pureza. Através dos
processos de produ¢@o convencionais, verificou-se que as limitagdes que
0S mesmos possuem muitas vezes restringem seu uso, em virtude de
grandes quantidades de solventes empregadas ou por nido haver um
controle adequado sobre a morfologia, o tamanho e as caracteristicas das

particulas precipitadas, necessdrias para determinar sua funcionalidade e
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aplicabilidade. Em contrapartida, as técnicas que empregam fluidos
pressurizados como anti-solvente mostraram, através de diversos
estudos, que € possivel o controle efetivo das propriedades de interesse,
porém, € necessdrio o maximo de informagdes a respeito das varidveis
envolvidas no processo.

Em se tratando da é4rea de carotendides, hd uma gama de
oportunidades para ser estudada frente as suas importantes
caracteristicas de aplicacdo, porém na literatura cientifica, poucos
trabalhos foram encontrados. Ainda, para que as caracteristicas destes
materiais possam ser alcancadas, surge a alternativa de realizar seu
encapsulamento, protegendo-os, de certa forma, da degradacdo. Alguns
trabalhos sobre a precipitacdo destes materiais puros sdo encontrados na
literatura, como os de He et al. (2006), Miguel et al. (2006) e Cocero e
Ferrero (2002), focados principalmente no estudo das varidveis de
processo a fim de obter particulas com tamanhos caracteristicos. Ja
trabalhos como o de Martin et al. (2007) e Franceschi et al. (2009a)
mencionam, além da etapa de precipitagdo dos componentes puros, o
encapsulamento de carotendides em biopolimeros utilizando a técnica
que emprega fluidos pressurizados como anti-solventes.

A leitura do estado da arte neste campo revela que o foco
principal estd voltado para as etapas de precipitacdo e encapsulamento,
baseados principalmente nas caracteristicas dos materiais formados.
Entretanto, uma visdo mais ampla deve ser almejada, obtendo-se
informagdes das etapas iniciais do processo de precipitacdo,
encapsulamento e principalmente como estas influenciam na liberacio
do principio ativo em questdo. O contexto de liberacdo de

microparticulas de carotendides encapsulados em biopolimeros



35

apresenta-se ainda bastante incipiente em toda a literatura, ndo tendo
sido encontrado nenhum trabalho elaborado por esta técnica de
produgdo.

Em paralelo, nenhuma técnica é utilizada como padrio na
determinacdo dos perfis de liberacdo, adotando-se para cada material
precipitado, referéncias que apresentem adequacdo a substincia em
estudo. Apenas os trabalhos de Weidner (2009), Leimann et al. (2009),
Kang et al. (2008), Lionzo et al. (2007), Soottitantawat et al. (2005),
Lin et al. (2000) e Chong et al. (2009) relatam técnicas pontuais para
andlise de liberacdo aplicadas a outros compostos microencapsulados
via processos convencionais. Soppimath et al. (2001), em uma revisio
sobre nanoparticulas poliméricas biodegraddveis como dispositivo de
liberacdo de drogas, enfatizam que diversos métodos na literatura sio
propostos para determinar os perfis de liberacdo de substincias ativas,
tais como: células de difusdo com membrana artificial ou bioldgica,
ultra-centrifugacdo e ultra-filtracdo. Entretanto, além dos continuos
esforcos nesta drea, existem algumas dificuldades técnicas para o estudo
de liberagdo in vitro envolvendo nanoparticulas, tais como: condigdes e
determinagdo dos perfis de liberagdo, definicdo dos meios de estudo e o
aparato experimental adequado.

Dentro deste contexto, fica evidente que a utilizagcdo de fluidos
pressurizados como anti-solvente na precipitacdo e encapsulamento de
principios ativos em biopolimeros mostra-se como uma tecnologia
bastante atraente, uma vez que é possivel obter produtos praticamente
livres de solvente organico evitando etapas pds-processamento bem

como um controle mais eficiente do TP, DTP e MP. Outro fato
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importante sdo as futuras aplicagdes dos carotendides tanto na drea
farmacéutica (como fortificante vitaminico A) quanto na drea
alimenticia (pigmentos, corantes ou como alimento funcional, dado pela
adi¢do de composto nutracéutico). Entretanto, é de fundamental
importancia a disponibilidade de informacdo acerca da liberacdo destas
substincias e como os pardmetros do processo de encapsulamento
influenciam nesta questfo. Tendo-se em maos um panorama geral de
liberacio que explore as principais varidveis envolvidas, podem-se

determinar as melhores condi¢des experimentais com o objetivo de

proporcionar a liberagdo desejada e controlada do caroteno.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentadas as especificagdes dos materiais e
a metodologia detalhada sobre o emprego do diéxido de carbono
pressurizado como anti-solvente para a realizagdo dos experimentos de
precipitacdo de P-caroteno e PHBV puros utilizando diclorometano
como solvente orginico bem como a etapa posterior de encapsulamento.
Na seqiiéncia, apresenta-se a metodologia/técnica utilizada para
determinar a eficiéncia de encapsulamento, bem como para avaliar os

comportamentos de libera¢do do -caroteno.

3.1 - CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

As anélises necessérias para a obten¢do das micrografias do -
caroteno e PHBV ndo-processados, precipitados e co-precipitados foram
realizadas no Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da
Universidade Federal de Santa Catarina. Para tal, foi utilizado um
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) com filamento de
tungsténio marca JEOL, modelo JSM-6390LV. As amostras
precipitadas foram manualmente dispersas sobre fitas condutoras dupla-
face dispostas em porta-amostra de aluminio, recobertas com uma fina
camada de ouro utilizando um aparelho metalizador e entdo analisadas.

A partir das micrografias de MEV, procedeu-se a determinagdo

do tamanho das particulas de B-caroteno e PHBV utilizando o software
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Size Meter versdo 1.1 (desenvolvido por Luiz Henrique Castelan
Carlson sob orientagdo de Ariovaldo Bolzan), onde foram avaliados os
resultados da medida da maior dimensdo, em termos de comprimento e
espessura, de aproximadamente 100 particulas para cada condicdo
experimental. Adotou-se como critério de avaliagdo apenas a espessura
das particulas, com seus respectivos desvios padrdo e variancias, ou
seja, por tamanho médio, entende-se entdo aquele referente a espessura
das particulas. Em paralelo, a morfologia das particulas foi avaliada por
observacdo visual das micrografias de MEV de todas as condicdes

experimentais.

3.2 - MATERIAIS

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: diéxido de carbono
(White Martins S.A., pureza de 99,8 %), diclorometano (Merck, pureza
de 99,5 % em fase liquida), Trans-B-caroteno (Sigma-Aldrich, pureza
aproximada de 95 %) e o copolimero, poli (hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) (PHBV) com massa molar média (MW) de 196.000 Da
e indice de poli dispersdo de 1,85, gentilmente cedido pela empresa
PHB Industrial S/A. Ressalta-se que todos estes materiais foram
utilizados como recebidos, sem qualquer tratamento prévio e foram
armazenados em condic¢des e local apropriados para que ndo sofressem
qualquer tipo de alteracdo por interferéncia de luz, calor e umidade. As
Figuras 3.1 e 3.2 apresentam, respectivamente, as micrografias de MEV

do B-caroteno e do PHBV néo-processados.
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Figura 3.1 — Micrografias de MEV das particulas do -caroteno nio-processado

com ampliacdo de 2000 vezes.
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Figura 3.2 — Micrografia eletronica de varredura do PHBV ndo processado com

ampliagdo de 50 vezes.
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Através das Figuras 3.1 e 3.2 é possivel constatar as diferencgas
visuais entre as morfologias das particulas ndo processadas: para o -
caroteno encontrou-se particulas do tipo placas, bem como uma
pronunciada irregularidade relacionada ao tamanho das particulas puras,
e para o polimero nao-processado, fica evidente a formacdo de estrutura
fibrosa. Ainda, pela Figura 3.1 e através do software Size Meter versao
1.1 foi possivel calcular o valor representativo do tamanho médio das

particulas de B-caroteno ndo processado, o qual foi de 4,6 um.

3.3 - METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.3.1 - Aparato Experimental

Para a realizacdo dos experimentos de precipitagdo foi utilizada a
técnica que emprega fluidos pressurizados como anti-solventes. O
aparato experimental foi utilizado por Franceschi (2006) para
recristalizagdo de teofilina e por Franceschi et al (2009) para a
precipitacdo e encapsulamento de B-caroteno em PHBV empregando
tecnologia supercritica. A Figura 3.3 apresenta um diagrama
esquemdtico do aparato experimental utilizado, o qual consiste dos

seguintes itens:
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C1 - Cilindro de CO,. Armazenamento do fluido empregado
como anti-solvente nos experimentos de precipitagdo.

CV - Valvula de uma via (Check-Valve Marca HIP, Modelo 15-
41AF1-T, Pressao de operacdo até 1034 bar). Este tipo de vélvula
permite a vazdo em um dnico sentido. E utilizada entre o cilindro e as
vdlvulas V1 e V2 para impedir que uma sobrecarga de pressao seja
aplicada na “cabeca” do cilindro de armazenamento.

V1, V2, V3 e V4 — Vilvulas de Esfera (Marca Swagelok, Modelo
SS-83KS4, Pressdo de operacdo até 410 bar a temperatura ambiente).
Quando abertas, as vdlvulas V1 e V2 permitem a vazio de anti-solvente
para as bombas de alta pressao, e as valvulas V3 e V4 das bombas para a
camara de precipitacdo. O objetivo das vélvulas V1 e V2 é separar as
duas bombas, evitando que a pressdo de trabalho em uma bomba
interfira na pressdo de trabalho da outra bomba, possibilitando que as
mesmas operem independentemente. As védlvulas V3 e V4 t€m por
funcio isolar a linha das bombas até a cdmara de precipitagdo. Como se
trabalha com uma bomba por vez, quando a vdlvula V3 estd aberta,
permitindo a vazdo de anti-solvente de uma das bombas para a cAmara, a
védlvula V4 estd fechada e vice-versa.

BR1 - Banho Ultratermostético de Recirculacido 1 (Marca Nova
Etica, Modelo 521/2D). Utilizado para manter a temperatura constante
nos cilindros das bombas.

BS1 e BS2 - Bombas de Alta Pressio (ISCO 500D). Os
experimentos de precipitacdo empregando anti-solventes pressurizados
sdo comumente realizados com vazdo continua e constante do anti-
solvente a pressdo constante. E necessério entio um equipamento que

satisfaca estas condicdes. As bombas do tipo seringa se encaixam neste
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contexto, pois permitem que se opere a vazao constante ou a pressdo
constante. Neste trabalho foram utilizadas duas bombas de seringa
(Marca ISCO, Modelo 500D) que possuem um cilindro interno com
capacidade de 506 mL, pressdo de trabalho de até 258 bar e vazdo
méxima de 170 mL.min™".

V5 — Vilvula métrica tipo agulha (Marca HIP, Modelo 15-
11AF]1, pressdo de operacdo até 1034 bar). O objetivo desta vélvula é
controlar a vazdo de anti-solvente das bombas para a cimara de
precipitacdo. Esta vélvula permite uma abertura gradual possibilitando
uma regulagem fina da vazao.

TP — Transdutor de Pressao (Marca SMAR, Modelo LD 301). E
conectado a linha entre a vélvula V5 e a cAmara de precipitacdo para
monitorar a pressdo no interior desta. Foi utilizado um transdutor de
pressdo absoluto com faixa de operagdo de O — 250 bar para medida da
pressdo do sistema. De acordo com especificacdo de fabrica, a precisao
do equipamento € de 0,125% da faixa operacional (0,31 bar).

IP - Indicador Universal (Marca NOVUS, Modelo N1500). Os
valores de pressdo sdo coletados em um indicador universal que recebe
um sinal digital do TP indicando a pressdo na cdmara de precipitacio e
na linha até a valvula VS.

AM - Agitador Magnético (Marca Velp Scientifica). O sistema
de agitacdo tem como objetivo manter a solugcdo organica sob agitacdo
permanente durante a realizacdo dos experimentos. Para tal foi inserido
dentro do frasco que contém a solucdo uma barra magnética de agitacao.
Este sistema de agitacdo possui acoplado a ele um sistema de
aquecimento o que permite manter a solucdo a temperatura constante

pré-especificada.
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SO - Solugdo Organica. Solugdo na qual o solido a ser
precipitado € dissolvido em um solvente orgénico.

BL - Bomba de HPLC Digital Série III (Marca Acuflow). Bomba
utilizada para deslocar a solugdo orginica para a cAmara de precipitagao.
Este tipo de bomba possui um tnico pistdo que permite operar com
vazdo constante (0,1 mL.min" a 10 mL.min’l) tendo uma precisdo de *
0,2% sobre toda a faixa de operacdo. A pressdo de trabalho varia de 0 a
414 bar com precisdo de £ 2 %.

BPR - Vilvula de regulagem de Pressdo (Back Pressure
Regulator, Marca GO-Regulator, Série BP-66, Modelo 1A11QEQ151).
Esta vdlvula permite que se realize a regulagem da pressdo desde a
bomba de HPLC até ela independentemente da vazio, permitindo assim
uma pressdo maior anterior a ela e menor depois dela. E construida em
aco inox 316L com uma porta de entrada e uma de saida. Segundo o
fabricante, o controle de pressdo € ajustdvel na faixa de 0 a 690 bar, com
faixa de temperatura de operacdo entre — 40 e 176°C. A pressdo na porta
de entrada que é regulada por esta vdlvula é monitorada no visor do
painel da bomba de HPLC.

T — Conexao tipo T (Marca Swagelok). Unido do tipo T, a qual
estdo conectadas a linha de anti-solvente e a linha da solug@o. A linha da
solucdo que vai da BPR até esta unido € constituida por um tubo de
polieteretercetona (PEEK Tubing) marca Upchurch Scientific, com
didmetro interno de 0,254 mm. Até esta unido o anti-solvente e a
solucdo fluem por linhas separadas e a partir dela até a cimara de
precipitacdo pertencem a mesma linha, porém a solugcdo escoa por
dentro do tubo capilar e o anti-solvente escoa por fora do tubo capilar e

por dentro do tubo de ago inox com didmetro interno de 1,587 mm.
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TC - Tubo Capilar de Silica Fundida. A fun¢éo deste tubo € fazer
com que ocorra a dispersdao do jato da solu¢do dentro da cimara de
precipitacdo como pode ser visualizado na (Figura 3.4). O tubo capilar é
conectado ao PEEK Tubing em uma extremidade da unido T, passando
por dentro deste. A outra extremidade do tubo capilar é inserida na
camara de precipitagdo. O didmetro interno do tubo capilar utilizado
neste trabalho foi de 100 wm e a Figura 3.5 apresenta dois modelos de

tubos capilares conectados aos seus respectivos PEEK Tubing.

Figura 3.4 — Dispersdo do jato da solugdo no tubo capilar (didmetro interno de

100 pm).
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Figura 3.5 — Tubos capilares conectados aos PEEK Tubing.

IT - Indicador de Temperatura (Indicador Universal, Marca
NOVUS, Modelo N1500) E um conjunto composto por um sensor de
temperatura (Pt-100) e um indicador de temperatura usado para medir o
valor real da temperatura no interior da cAmara de precipitacao.

CP - Ciamara de Precipitacdo. Foi utilizada uma camara
cilindrica de aco inox 316 encamisada, com volume util de
aproximadamente 600 mL (didmetro interno de 8 cm e altura de 12 cm).
A pressdo e temperatura mdximas de trabalho sdo, respectivamente, 400
bar e 150°C. A camara possui cinco entradas na tampa, uma central para
a adi¢do da solugdo orgénica e do anti-solvente e quatro periféricas, trés
para a insercdo do sensor de temperatura, sensor de pressdo e saida do
anti-solvente e solvente organico e a quarta conexdo periférica fica
vedada para uma possivel modificacdo do sistema de precipitagdo (ver
Figura 3.6).

BR2 - Sistema de Controle de Temperatura da Camara de
Precipitagdo. A cdmara de precipitacdo possui uma camisa de aco inox

316, a qual estd conectada a um banho ultratermostatico de recirculagio
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(BR2). O controle de temperatura é realizado por este banho (Marca
Nova Etica, Modelo 521/2D) onde hd circulagio de dgua do banho
passando pela cAmara e desta retornando ao banho. Uma vista das
camaras de precipitacdo conectadas a todas as linhas é apresentada na

figura abaixo.

Figura 3.6 — Fotografia mostrando as duas cAmaras de precipitacdo conectadas a

todas as linhas da unidade experimental.

FR - Filtro de Retencdo. O filtro de retencdo € composto por dois
filtros de politetrafluoretileno (PTFE), o primeiro com porosidade
superficial de aproximadamente 1 pm, didmetro de 8 mm e espessura de
1 mm que serve de base para o outro filtro membrana de
politetrafluoretileno, ligado a um suporte de polietileno de alta
densidade (Marca Millipore, Modelo FGLP). Este filtro possui

porosidade de 0,22 pum, espessura de 150 um e mesmo didmetro do
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primeiro filtro, permitindo temperatura de operacdo de até 130°C. Estes
filtros estdo dispostos na saida da cdmara de precipitagio com a
finalidade de reter as particulas precipitadas na cAmara de precipitagio
permitindo apenas o fluxo do anti-solvente e do solvente orgdnico. A
escolha do filtro € muito importante dado que alguns tipos de filtros
podem interagir com o solvente organico, dissolvendo-se neste e pondo
em risco todo o processo de retengdo e coleta das particulas. Os filtros
membrana politetrafluoretileno (Teflon®) sdo hidrofébicos e provéem
uma ampla compatibilidade quimica.

V6 e linha pontilhada — Vilvula métrica tipo agulha (marca
HOKE, Modelo 1315G2Y, pressdo de operacdo de até 345 bar) com
sistema de aquecimento. A finalidade desta valvula € controlar a vazao
na saida da cmara de precipitagdo juntamente com a vélvula V5. A
véalvula V6 possui uma abertura um pouco maior do que a vélvula V5§
para compensar a vazdo de entrada da solu¢do, mantendo assim a
pressdo constante na camara de precipitacdo. Qualquer pequeno
aumento da pressdo na cmara durante o experimento promove uma
diminuicdo na vazdo do anti-solvente, necessitando um controle
rigoroso na abertura da vdlvula V6. Desta forma, quem comanda a
variacdo da vazdo de anti-solvente e a manutencdo da pressdo é esta
vilvula. Como o anti-solvente expande apds esta vdlvula e
conseqiientemente congela devido ao efeito Joule-tomphson ser
pronunciado, hd a necessidade de um sistema de aquecimento para
permitir a manutencio da vazdo constante. Para tal foi utilizada uma fita
de aquecimento (Marca FISATOM, Modelo 5, 200 W de poténcia)
acoplada a um controlador PID — CT - (Marca COEL, Modelo

HW1450). A vélvula V6 € envolta pela fita de aquecimento, sendo um
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termopar tipo J inserido entre o corpo da valvula e a fita de aquecimento
para servir como elemento de alimentacio do controlador de
temperatura. A manutencdo de uma temperatura alta (geralmente
100 °C) impede o congelamento da vdlvula V6 e permite um controle
maior da vazdo nesta vélvula.

Conexido do tubo capilar - O tubo capilar é preso ao PEEK
tubing por um sistema de anilha e base de anilha de forma a propiciar
uma boa vedag¢do entre o capilar e este tubo. A unido € feita inserindo-se
uma das extremidades do capilar (cerca de 6,0 mm) para dentro do
PEEK tubing e o sistema de anilhamento é entdo manipulado para que
ocorra a fixacdo do capilar. Um aperto excessivo pode causar
estrangulamento afetando o vazao da solucdo. Porém, se ndo apertado o
suficiente pode fazer com que o capilar solte do PEEK tubing ou até
haja passagem de fluido entre a parede externa do capilar e a parede
interna do tubo.

Uma vista detalhada da unidade experimental utilizada neste
trabalho pode ser observada na Figura 3.7 e uma vista geral, na Figura

3.8.
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Figura 3.7 - Vista detalhada da unidade experimental utilizada para a

precipitagio e encapsulamento dos componentes.

Figura 3.8 - Vista geral da unidade experimental utilizada para a precipitagdo e

encapsulamento dos componentes.



51

3.3.2 - Procedimento Experimental

O procedimento experimental utilizado neste trabalho ¢é
semelhante ao descrito por Franceschi et al. (2009a) e é vilido tanto
para a precipitagdo do [-caroteno puro quanto para a precipitacdo do
polimero puro uma vez que a técnica empregada para a precipitacio é a
mesma para ambos.

Inicialmente, as solucdes orgénicas contendo P-caroteno foram
preparadas utilizando diclorometano como solvente orginico com base
no trabalho de Tres et al. (2007). As solucdes contendo PHBV foram
preparadas com base em testes de solubilidade do polimero em
diclorometano a temperatura e pressao constantes. A cada experimento
realizado, tanto na precipita¢do do B-caroteno quanto na precipitagdo do
PHBV, uma nova solucdo era preparada no sentido de evitar que
houvesse modificacdo na concentracdo da solugdo devido a evaporagio
do diclorometano durante o armazenamento dado que este solvente é
extremamente volatil. Apds preparar a solu¢do que seria utilizada no
experimento seguinte, o proximo passo foi carregar as bombas de alta
pressdo (BS1 e BS2) com CO, proveniente do cilindro de estocagem.

A etapa de carga de CO, envolve alguns passos. A primeira delas
€ o deslocamento do fluido do cilindro para a cAmara interna de cada
bomba. Para tal, as valvulas V1 a V4 foram mantidas abertas. Como
uma quantidade relativamente grande de CO, era utilizada em cada
condicdo experimental, cerca de 900 a 2000 mL dependendo da
condi¢do experimental, foi necessdrio liquefazer a maior quantidade
possivel deste no reservatdrio das bombas de seringa. Apesar da pressdo

de vapor do CO; ser alta a temperatura ambiente (aproximadamente 64
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bar a 25 °C), a simples abertura da vélvula do cilindro néo era suficiente
para deslocar a quantidade necessdria de CO, para a camara das bombas.
Desta forma, a temperatura da camisa do cilindro das bombas foi
ajustada em 7 °C com o auxilio do banho de recirculacio BRI e o
cilindro deixado aberto por um tempo variando de 30 minutos a 1 hora,
dependendo da quantidade de CO, disponivel no cilindro de estocagem.
Nestas condicdes, geralmente armazenava-se cerca de 490 mL de CO,
no estado liquido dentro da cdmara das bombas.

Durante o tempo de liquefacdo do CO, nas bombas, foi realizada
a montagem da camara de precipitacdo. Os filtros de retengdo foram
cuidadosamente colocados na cidmara para que ficassem firmemente
postados evitando que durante o experimento houvesse um
deslocamento destes e o arraste do material precipitado pelo fluxo de
saida. Primeiramente, foi colocado o filtro de politetrafluoretileno com
maior porosidade servindo de suporte para o filtro membrana que vinha
logo a seguir. Os proximos passos foram conectar o sensor de
temperatura e a linha de saida da camara de precipitacdo. Apds isto, a
camara foi fechada e conectada ao banho termosttico.

Outra etapa realizada durante a liquefagdo de CO, foi o ajuste da
vazdo de solu¢do na bomba de HPLC e da pressdo nesta através da
manipulacio da BPR. Para tal ndo era utilizada solugcdo, mas
diclorometano puro para evitar gasto desnecessario da solucdo, ja que
foram utilizados cerca de 100 mL de liquido durante este procedimento.

A vazdo de solug@o foi estipulada ajustando-a diretamente na
bomba. A pressdo na bomba de HPLC foi ajustada manipulando-se a
BPR de modo a restringir a passagem do fluxo aumentando a pressdo

até o valor de 200 bar para evitar qualquer possibilidade de refluxo do
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anti-solvente pela linha da solucdo. Apds a pressao ter sido alcancgada,
diclorometano foi escoado por um determinado tempo de modo a
estabilizar a pressdo. Apds a estabilizacdo da pressdo no valor desejado,
a vazdo foi interrompida e o diclorometano substituido pela solucao de
maneira a retirar todo seu excesso presente na linha desde a bomba até a
saida do tubo capilar. A solucdo foi escoada por cerca de 10 minutos
para minimizar a quantidade de diclorometano na linha. A pressdo foi
mantida no valor desejado por intermédio da regulagem da BPR.

Realizada esta etapa, o proximo passo foi efetuar a conexdo da
linha de entrada de CO, e da solugdo na cimara de precipitagdo. Apds
todas as conexdes terem sido feitas na camara de precipitagdo, a vilvula
V5 era gradualmente aberta para permitir o enchimento da camara com
CO,, mantendo-se ainda toda a linha aberta desde o cilindro de
armazenagem até a cAmara.

Apés a camara de precipitacdo estar preenchida com CO, na sua
pressdo de vapor, a vilvula V5 foi fechada e o sistema de aquecimento,
controlado pelo banho de recirculacio BR2, acionado. A temperatura no
interior da camara foi entdo captada pelo sensor de temperatura e
monitorada pelo indicador de temperatura (IT). Destaca-se que o sensor
e o indicador de temperatura estavam previamente calibrados de modo
que a temperatura real do sistema era sempre baseada no indicador (IT).

Enquanto era permitida a estabilizacdo da temperatura no valor
estipulado, a vdlvula do cilindro e as vdlvulas V1 a V4 foram fechadas e
a pressdo foi elevada nas bombas de seringa pelo deslocamento do
cilindro interno destas, pressurizando toda a linha desde as vélvulas V1
e V2 até a valvula V5 até a pressdo de 250 bar entre as bombas e a

camara de precipitagdo. Este valor de pressdo nas bombas de seringa foi
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estipulado para manter um diferencial de pressdo entre as bombas e a
camara de precipitacio (80 a 200 bar dependendo da pressdo de
experimento na cAmara de precipitagcdo). Este diferencial de pressdo tem
como objetivo evitar possivel refluxo da cdmara de precipitagdo para as
linhas podendo causar precipitacéo de B-caroteno ou polimero nas linhas
e também para fazer com que o CO, entrasse com alta velocidade na
camara de precipitacdo intensificando a dispersdo do jato de solucdo
durante os experimentos de precipitacdo. Outro ponto relevante diz
respeito a0 modo com que as bombas de seringa eram operadas. Elas
nunca foram utilizadas simultaneamente, pois enquanto uma bomba
estava sendo utilizada, a outra era carregada com CO, para garantir a
disponibilidade de anti-solvente durante todo o experimento.

Quando a temperatura do experimento atingia o valor estipulado,
a vélvula V5 foi novamente aberta gradualmente de modo a permitir a
vazio de CO, para dentro da cidmara até a obtencdo da pressdo
experimental desejada. Uma vez que a pressdo na cdmara atingisse o
valor desejado, a vdlvula V6 era gradualmente aberta, mantendo-se a
véalvula V5 ainda aberta, no sentido de ajustar a vazdo de anti-solvente
na camara de precipitacdo, mantendo-se a pressdo constante. A vazao foi
controlada principalmente pela valvula V6 e monitorado no visor da
bomba de seringa que estava sendo utilizada no momento.

Para evitar a reducfio brusca de temperatura na valvula V6
devido ao efeito Joule-Thompson ser pronunciado, esta foi envolta por
uma fita de aquecimento ligada ao controlador de temperatura (CT),
tendo um termopar conectado a um controlador de temperatura. A

temperatura foi mantida em 100 °C para evitar o bloqueio do fluxo neste
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ponto e, conseqiientemente, evitar algum risco tanto ao andamento do
experimento quanto a integridade fisica do experimentalista.

Mantendo temperatura e pressdo constantes, o CO, foi deixado
escoar até o alcance do estado estaciondrio. O tempo necessdrio para
alcancar este estado variou de 5 a 10 minutos dependendo da pressio e
temperatura de precipitacdo. A partir do momento em que a vazdo de
CO; ndo mais variava, iniciava-se entdo a injecdo da solugdo para dentro
da camara de precipitagdo. Em cada experimento o volume de solucio
adicionada a cimara foi de exatamente 30 mL. O volume foi fixado
neste valor assumindo que a quantidade de sélido (B-caroteno ou
polimero) a ser precipitado era suficiente para a realiza¢do das andlises.
Ap6s ter sido injetado o volume especificado da solucdo, a vazdo desta
era interrompida e a vazdo de CO, mantida por mais tempo no sentido
de efetuar a “secagem” das particulas precipitadas no interior da cdmara
e retirar o solvente residual ainda presente no meio.

Depois de proceder a secagem das particulas, o préximo passo
era a despressurizacdo da camara de precipitacdo. Para isto, a vdlvula
VS5 foi fechada e a vdlvula V6 mantida com uma abertura que permitisse
uma despressurizacdo controlada a fim de manter a temperatura
constante no valor estipulado. O tempo médio para promover a queda da
pressdo experimental até a pressdo atmosférica foi de 60 e 180 minutos,
para os experimentos com pressdes de 80 e 200 bar, respectivamente.

Findado a etapa de despressurizagdo, o banho BR2 foi
desconectado da cimara de precipitacdo, todas as linhas foram
desconectadas e a cAmara foi entdo aberta para a retirada do material
precipitado. Depois de aberta a camara de precipitagdo, as particulas

precipitadas foram retiradas e colocadas em frascos &mbar de 5 mL. Foi
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realizada a coleta do material precipitado na parede e no fundo da
camara de precipitagdo, cuidadosamente, evitando que as particulas
sofressem qualquer dano e de forma rapida minimizando a absorcdo de
umidade. As amostras coletadas foram armazenadas em geladeira

devidamente vedadas para protecdo contra luz e umidade.

3.3.3 - Determinacio do Percentual de Encapsulamento

Nesta secao € apresentada a metodologia para a quantificagio de
B-caroteno encapsulado, a qual se deu através de espectrofotometria na
regido de UV-VIS. Ressalta-se que o emprego desta metodologia foi
anteriormente adotado por Franceschi et al. (2009a) e é usualmente

empregada em trabalhos da literatura.

3.3.3.1 - Quantificacdo de B-caroteno encapsulado através do método de

espectrometria na regido de UV-VIS

Este procedimento consiste em determinar o percentual e a
eficiéncia de encapsulacdo de B-caroteno através da suspensdo de uma
determinada massa deste co-precipitado em um solvente capaz de extrair
completamente o carotendide e realizar a quantificacdo do material
encapsulado por espectrofotometria na regiao de UV-VIS.

Uma determinada massa de cada amostra obtida nos
experimentos de co-precipitacdo (20 mg aproximadamente) foi pesada
em uma balancga analitica com precisdao de 0,00001g (Mettler Toledo,
modelo XS205 DualRange) e adicionada a diferentes volumes de

acetona para remover o excesso de P-caroteno ndo-encapsulado. O
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volume de solvente utilizado em cada uma das suspensdes preparadas
foi estimado como sendo o suficiente para formar uma solugdo saturada
de B-caroteno a temperatura ambiente, baseado no trabalho de Tres et al.
(2007), levando em consideracdo a massa do composto presente nas
amostras obtidas para preparar as suspensoes.

A acetona foi o solvente escolhido devido ao fato do B-caroteno
apresentar uma solubilidade menor neste solvente com relagdo a outros
(ver Tabela 3.1), como por exemplo, o etanol, e sendo assim, o uso deste
promove uma retirada mais lenta do P-caroteno ndo-encapsulado,
presente na superficie das particulas de polimero ou livre, evitando ou
retardando a retirada do material encapsulado. Foram realizados dois
procedimentos de retirada do P-caroteno ndo-encapsulado: o primeiro
apenas suspendendo as particulas em acetona sem agitacdo (tempo
aproximado de 20 segundos) e o segundo submetendo as suspensdes 2
agitag@o por cinco minutos em agitador magnético com o auxilio de uma

barra magnética.



58

Tabela 3.1 - Solubilidade de B-caroteno em diversos solventes e desvio

padrio das medidas experimentais.

Solubilidade Desvio padrao
Solvente Temperatura [°C] ¥ ¥
[mg.mL™] [mg.mL"]

20 0,627 +0,081

Acetato de etila 30 1,153 +0,242
40 4,733 +0,117

20 0,307 +0,202

Acetona 30 0,340 +0,251

40 0,787 +0,444

20 7,693 +0,133

Diclorometano 30 13,193 +0,204
40 18,250 +1,061

20 0,360 0,106

Etanol 30 0,400 +0,072

40 0,540 +0,191

Fonte: Tres et al. (2007).

Apés as amostras terem sido adicionadas ao solvente, agitadas ou
apenas suspensas, filtrou-se a suspensdo resultante utilizando um filtro
membrana de politetrafluoretileno, ligado a um suporte de polietileno de
alta densidade (Marca Millipore, Modelo FGLP) com porosidade de
0,22 um. Ap6s a filtragdo, o material retido no filtro foi seco em estufa a
40 °C por 12 horas e pesado novamente. A massa do material filtrado de
cada condi¢do experimental foi entdo dissolvida em um determinado
volume de diclorometano (por ser o solvente capaz de dissolver o
polimero e o P-caroteno) e a solucdo resultante analisada em um
espectrofotdmetro de UV-VIS (Agilent UV-visible, modelo 8453DE) na

faixa de comprimento de onda de 460 nm (Franceschi, 2009).
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Para a etapa de quantificacio de B-caroteno encapsulado por
espectrofotometria foi construida uma curva padrdo (calibragdo)
utilizando solugdes com diferentes concentracdes de P-caroteno em
diclorometano. Ressalta-se que as solucdes contendo B-caroteno em
diclorometano foram preparadas de modo que abrangesse toda a
concentragdo dos compostos na etapa de encapsulamento. Ainda, o
comprimento de onda de 460 nm e o preparo de vdrias solugdes
contendo somente B-caroteno em diclorometano foram previamente
estudados por Franceschi (2009), onde o autor verificou que, para a
constru¢do das curvas padrdo, neste comprimento de onda ocorre a
absorbancia maxima do B-caroteno em amostras contendo B-caroteno
puro e para a mistura -caroteno e PHBV. Ainda, Franceschi (2009)
constatou através da regressdo dos conjuntos experimentais € nos
parimetros das equacdes que representavam as curvas de calibracdo, que
a concentracdo de PHBV na solucdo ndo tem efeito significativo nos
valores de absorbancia mdxima do B-caroteno.

A partir da absorbancia do f-caroteno, obtida em
espectrofotdmetro de UV-VIS, para cada condicdo experimental, foi
entdo determinada a concentra¢do deste componente em diclorometano
a partir da curva padrdo. Com posse dos valores de concentragdo, foi
possivel obter a massa de B-caroteno encapsulado em cada uma das
amostras tendo-se conhecido o volume de diclorometano no preparo de
cada uma das solugdes. A partir da massa de -caroteno encapsulado em
cada uma das diferentes amostras analisadas e da massa conhecida do
co-precipitado apds a filtragdo e secagem em estufa, determinou-se o
percentual real de encapsulamento (PRE) ou carga de B-caroteno e a

eficiéncia de encapsulamento (EE), para cada uma das condi¢des
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experimentais, através das Equacdes 3.1 e 3.2, respectivamente

(Kalogiannis et al., 2006):

massa de 8 — caroteno encapsulado -
PRE % = - X 100 (Equagdo 3.1)
massa de particulas

massa de 8 — caroteno encapsulado -
EE % = X 100 (Equagdo 3.2)
massa total de § — caroteno

onde, o percentual teérico de encapsulamento € a razdo entre a massa de
B-caroteno e a massa de particulas (soma das massas de P-caroteno e
PHBV) utilizadas nos experimentos de co-precipitacdo. A massa total de
[-caroteno corresponde ao percentual maximo de encapsulamento de [3-

caroteno em PHBV.

3.34 - Comportamento de Liberacdo in vitro de p-caroteno
Encapsulado em PHBV

Para a determinagdo dos comportamentos de liberagao in vitro do
B-caroteno encapsulado em PHBV foi adotado um procedimento
semelhante ao de Lionzo (2007). Tal etapa visou fornecer subsidios
fundamentais ao desenvolvimento, conhecimento do comportamento e
cinética de liberacdo do B-caroteno quando o mesmo apresenta-se em
contato com diversos meios de dissolugdo. Neste trabalho, as particulas
encapsuladas foram submetidas aos solventes puros, acetato de etila e
etanol anidro, para obtencdo dos comportamentos de liberacdo. Em
paralelo foram escolhidos os meios contendo n-hexano (por apresentar-
se como um solvente lipofilico) e solucdo tampao fosfato (pH 7,4) a fim

de comparar os resultados obtidos (com relagdo ao material
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encapsulante e comportamento de liberacdo) com os encontrados na
literatura cientifica, a qual relata alguns estudos com estes meios de
liberagdo.

Inicialmente, o material resultante dos experimentos de co-
precipitacdo foi submetido a lavagem para a retirada do B-caroteno néo-
encapsulado. Para isso, foi adotado o mesmo procedimento da etapa
para quantificacdo do B-caroteno encapsulado, onde as particulas co-
precipitadas foram suspensas em acetona sem agitacdo (tempo
aproximado de 20 segundos) e em seguida filtradas utilizando um filtro
membrana de politetrafluoretileno, ligado a um suporte de polietileno de
alta densidade (Marca Millipore, Modelo FGLP) com porosidade de
0,22 um. Ap6s a filtragdo, o material retido no filtro e seco em estufa a
40 °C por 12 horas foi pesado novamente em balanca analitica com
precisdo de 0,00001g (Mettler Toledo, modelo XS205 DualRange) para
posteriormente ser utilizado nos ensaios de liberacdo, ou seja, somente
adicionando o principio ativo encapsulado.

As amostras foram adicionadas individualmente nos meios de
dissolucdo (acetato de etila, n-hexano e etanol anidro) sendo que se
adotou como padrdo o volume de solvente em excesso de 10 %,
considerando a solubilidade do soluto no referido solvente (Tres et al.,
2007). Especificamente para os ensaios em solugdo tampao fosfato (pH
7,4) foi adotado um volume de 100 mL levando em consideracdo a
baixa solubilidade do sistema no referido meio. Os experimentos foram
realizados em Erlenmeyers de 125 mL, onde o material encapsulado foi
colocado em contato direto com o meio de liberacdo. Todos os
recipientes tiveram sua abertura protegida com filme pléstico (para

minimizar as perdas por evaporacdo do meio) contendo pequenas
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perfuracdes para evitar o aumento da pressdo interna no recipiente. Apés
serem preparados, os Erlenmeyers foram colocados em um banho-maria
incubador (Nova Etica, modelo 501/1D) com temperatura controlada de
40 °C £ 0,5 °C e agitacdo com movimento orbital circular de 80 rpm.
Em tempos especificos, aliquotas de 2 mL eram retiradas do meio
contendo o principio ativo e em seguida filtradas utilizando um filtro
membrana de politetrafluoretileno ligado a um suporte de polietileno de
alta densidade (Marca Millipore, Modelo FGLP), evitando que fossem
levadas para a andlise particulas suspensas de B-caroteno. Depois da
filtracdo da aliquota a solug@o resultante era analisada em quintuplicatas
de observagdo através de um espectrofotdmetro de UV-VIS (Agilent
UV-visible, modelo 8453DE) na faixa de comprimento de onda de 460
nm a fim de determinar a concentra¢do de P-caroteno no meio de
liberagdo em fun¢do do tempo. Ainda, para o cdlculo das concentragdes,
utilizou-se a média (obtidas através de quintuplicatas de observacdo) dos
valores de absorbancia juntamente com a curva padrdo (calibragio)
respectiva de cada meio de liberag@o. Por fim, ressalta-se que para cada
aliquota de 2 mL retirada, o mesmo volume contendo o solvente/meio

puro era reposto a fim de manter o volume constante.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - SELECAO DAS VARIAVEIS

Para a realizacdo dos experimentos de precipitacdo do B-caroteno
e do PHBV puros, foi elaborado um planejamento seqiiencial baseado
nos resultados obtidos por Franceschi (2009) e Franceschi et al. (2009a,
2009b). Ressalta-se que nestes trabalhos as etapas de precipitacdo e
encapsulamento foram estudadas e os autores investigaram o efeito de
algumas varidveis de processo no tamanho, distribuicdo de tamanho e
morfologia de particulas precipitadas de B-caroteno ¢ PHBV. A partir
das condicdes que forneceram menor tamanho de particula na
precipitacdo do principio ativo e maior tamanho de particula na
precipitacdo do agente encapsulante, iniciaram o estudo da relacdo em
massa entre B-caroteno e PHBV na etapa de encapsulamento avaliando
o percentual e a eficiéncia de encapsulamento.

O presente trabalho buscou, a partir dos resultados encontrados
pelos referidos autores, explorar com mais detalhes: i) algumas varidveis
que apresentaram-se significativas com relagcdo ao tamanho, distribuicao
de tamanho e morfologia das particulas de B-caroteno e PHBV
precipitadas; ii) a relacdo em massa entre f-caroteno e PHBV na etapa
de encapsulamento; iii) o efeito do tempo de secagem do material
precipitado, e por fim a obtengdo dos perfis de liberacdo das particulas

encapsuladas submetidas a diferentes meios de liberacao.
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A seguir, sdo apresentadas as condi¢des estudadas por
Franceschi (2009) e Franceschi et al. (2009a e 2009b) com seus
respectivos resultados. Optou-se por apresentar essas informacdes no
inicio desta se¢do a fim de permitir um melhor acompanhamento na
leitura. Na precipitacio do B-caroteno e do PHBV, os autores
investigaram a influéncia das seguintes varidveis: concentracdo de -
caroteno na solucdo (CS) (4 e 8 mg.ml'l), concentracdo de PHBV na
solu¢do (CS) (10, 20, 30 e 40 mg.ml’l), pressao (P) (80 e 120 bar),
temperatura (T) (20 e 40 °C), vazao de solugdo (q;) (1;2,5e 4 ml.min’l),
vazdo de anti-solvente (q,) (20, 30 e 40 ml.min’l). Os resultados
indicaram que a concentra¢do de B-caroteno na solucio, a concentragdo
de PHBV na solugdo e a pressdo apresentam efeito significativo em
relacdo ao tamanho médio das particulas formadas. Ainda, a vazdo de
anti-solvente apresentou-se significativa, a nivel de 95 % de confianga,
para a andlise do tamanho médio das particulas de B-caroteno.

Com relacdo ao encapsulamento do principio ativo, segundo
Franceschi et al. (2009a), uma condi¢@o primordial para o sucesso dos
experimentos € que as particulas precipitadas do material a ser
encapsulado sejam menores do que as do material encapsulante. Desta
forma, os valores dos pardmetros de processo foram selecionados com
base na condi¢do experimental de precipitacdo que propiciou menor
tamanho de particula para o -caroteno e maior tamanho de particula
para o PHBV. Os resultados mostraram que a condi¢do experimental
que proporcionou um maior tamanho médio de particulas de PHBV
precipitado foi: pressdo (80 bar), temperatura (40 °C), vazdo de solucio
(1 ml.min’l), vazdo de anti-solvente (40 ml.min™), concentracdo na

solugdo (30 mg.ml™). Para o B-caroteno, a condicdo experimental em
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que se obtiveram menores tamanhos médios de particulas foi: pressido
(80 bar), temperatura (40 °C), vazio de solugdo (1 ml.min™), vazdo de
anti-solvente (40 ml.min'l), concentracdo na solucdo (8 mg.ml'l).
Baseado nos dados apresentados acima partiu-se, neste trabalho,
para uma andlise mais ampla de algumas varidveis significativas a fim
de se obterem maiores informagdes desta etapa de precipitacdo. Para o
B-caroteno e PHBV foram utilizadas as seguintes condi¢des otimizadas
do trabalho de Franceschi (2009) e Franceschi et al. (2009a e 2009b):
temperatura (40 °C), vazdo de solugdo (1 ml.min'l), vazdo de anti-
solvente (40 ml.min™). Para o estudo de precipitagio de PHBV, foi
utilizada a concentragfo na solucio de 30 mg.ml'1 e estudou-se apenas o
efeito de pressdo na faixa de 80 a 200 bar. Para o B-caroteno, além da
mesma faixa de pressdo citada, o efeito da concentracdo de 4 e 8

mg.ml” também foi investigado.

4.2 - PRECIPITACAO DO PHBV PURO

A Tabela 4.1 apresenta a matriz do planejamento seqiiencial de
precipitacdo do PHBV puro empregando CO, supercritico como anti-
solvente, bem como os resultados referentes ao tamanho (Xmmimo €
Xomiximo) das particulas de PHBV precipitadas, tamanho médio (X) e seu
respectivo desvio padrdo (o) e coeficiente de varidncia (CV). Ressalta-se
novamente, que neste conjunto de experimentos a temperatura (40 °C), a
concentracdo de solugdo (30 mg.ml’l), a vazdo de solugdo (1 ml.min’l) e

a vazdo de anti-solvente (40 ml.min'l) foram mantidas constantes.
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Tabela 4.1 — Condic¢des experimentais do planejamento seqiiencial e

tamanho das particulas de PHBV puro precipitadas.

Experimento P [bar]  Xpmimo [MM]  Xpgximo [Mm] X+ o[um]  CV (%)

1 80 0,36 2,14 1,1+04 36
2 120 0,36 1,78 0,8+0,3 31
3 160 0,27 1,48 0,7+0,2 32
4 200 0,40 1,15 0,7+0,2 28

Com base na tabela acima, constatou-se que o aumento da
pressdo de precipitacdo indica uma tendéncia a formag¢do de menores
particulas de PHBV. Para a condi¢do experimental 1, com pressio de 80
bar, encontraram-se 0s maiores tamanhos médios das particulas (1,1
um) e, em contrapartida, no experimento com pressdo de 200 bar, o
tamanho médio das particulas formadas foi reduzido para 0,7 um.

Alguns trabalhos na literatura mostram comportamento
semelhante com relacdo a pressio de precipitacdo, como o de Chen et al.
(2005) e Franceschi et al. (2009a) onde os mesmos constataram que
com o aumento da pressdo, a uma temperatura fixa, ocorreu um aumento
na densidade do CO, levando a uma melhor dispersdo da solugéo
polimérica no anti-solvente e conseqiiente diminui¢do no tamanho das
goticulas formadas.

A Figura 4.1 apresenta o comportamento do tamanho médio das
particulas de PHBV precipitadas em funcio da pressdo e a Figura 4.2,
traz em forma de diagrama de Pareto, a comprovagéo do efeito negativo
desta varidvel com relagdo ao tamanho médio das particulas, ou seja,
aumentando a pressdo de 80 a 200 bar, ocorre uma tendéncia a formacao

de menores particulas, a nivel de 95 % de confianga.
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Figura 4.1 - Tamanho médio das particulas de PHBV em fung¢éo da pressdo de

precipitagio.

o

\ -6,99621

Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 4.2 - Grafico de Pareto apresentando o efeito da pressdo sobre o tamanho
médio das particulas de PHBYV precipitadas a partir do planejamento seqiiencial

avaliando a faixa de pressdo entre 80 e 200 bar.
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O experimento 1 apresentou resultado discordante daquele obtido
por Franceschi (2009) empregando CO, supercritico como anti-solvente
nas mesmas condi¢cdes. Neste trabalho, foi encontrado um tamanho
médio de particula e desvio padrdo de 1,1 + 0,4 pym e para o referido
autor, 27,79 + 22,61 um, respectivamente. Porém, no restante dos
experimentos de precipitacdo com a concentra¢do de PHBV na solucio
igual a 30 mg.ml'l, variando a vazdo de anti-solvente (1 a 4 ml.min’l),
vazio de solucdo (20 a 40 ml.min™) e pressdo de 80 bar, Franceschi
encontrou valores na ordem de 3,27 um, aproximando-se dos obtidos no
presente trabalho.

Com relagdo a morfologia das microparticulas de PHBV
precipitadas, na Figura 4.3 sdo apresentadas as micrografias de MEV
baseadas no planejamento seqiiencial (Tabela 4.1) a 80, 120, 160 e 200

bar.
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Figura 4.3 - Micrografias de MEV das particulas de PHBV precipitadas com
base no planejamento seqiiencial. Condicdo experimental A: 80 bar (ampliagdo
de 7000x); condicio experimental B: 120 bar (ampliacdo de 8500x); condigdo
experimental C: 160 bar (ampliacdo de 8000x) e, condi¢do experimental D: 200
bar (ampliacdo de 9000x).

Através das micrografias acima, constataram-se diferencas
visuais entre o PHBV néo-processado (apresentado na Figura 3.2) e o
polimero nas condicdes experimentais estudadas, onde no primeiro caso
a formacdo de estrutura fibrosa foi encontrada e nas micrografias acima,
fica evidente a formag@do de estrutura tipo esfera independentemente da
pressdo de precipitagdo. Especialmente no experimento 4 (micrografia
D), ocorreu a formacdo mais pronunciada de emaranhados/aglomerac¢ao

em relagdo aos outros experimentos. O mesmo efeito foi verificado por
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Franceschi (2009) na pressdo de precipitacio do PHBV a 120 bar em
comparacdo a pressdo de 80 bar, constatando a ocorréncia de auto
encapsulamento do polimero, ou seja, parte do polimero dissolvido no
solvente organico precipitou na forma de pequenas particulas esféricas e
parte precipitou na forma de filme recobrindo as pequenas particulas ja

formadas.

4.3 - PRECIPITACAO DE g-CAROTENO PURO

A Tabela 4.2 apresenta a matriz do planejamento seqiiencial
utilizada para a precipitacio do [B-caroteno puro empregando CO,
supercritico como anti-solvente bem como os resultados com relaciao ao
tamanho (Xmmimo © Xmaximo) das particulas de PB-caroteno precipitadas,
tamanho médio (X) e seu respectivo desvio padrio (o) e coeficiente de
variancia (CV). Novamente, algumas varidveis previamente estudadas
por Franceschi (2009) foram mantidas constantes, como: temperatura
(40 °C), vazdo de solugdo (1 ml.min'l) e vazdo de anti-solvente (40

ml.min’l).
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Tabela 4.2 - Condi¢des experimentais do planejamento seqiiencial e

tamanho das particulas de B-caroteno puro precipitadas.

Experimento cs Xminimo sziximo )_( to Cv
P lbarl  [memi'] [um]  [um] [um] [%]
1 %0 4 0,8 4.4 22408 36

2 8 0,3 2,5 1,3+0,5 41

3 190 4 6,7 93,1 36,6 + 21,5 59

4 8 11,3 91,3 39,0+ 19,9 51

5 160 4 13,3 107,2 51,9 £ 18,5 35

6 8 12,6 83,2 41,1 £ 14,0 34

7 4 12,4 57,1 32,8 £ 8,3 25

200
8 8 14,6 48,4 30,4+ 7.8 26

Através dos resultados obtidos, constatou-se que, mantendo a
concentracdo da solugdo fixa em 4 mg.ml’l, ocorre um aumento do
tamanho médio das particulas de B-caroteno com o aumento da pressao,
evidenciado pelos seguintes ensaios: experimento 1, onde o tamanho
médio das particulas foi de 2,2 + 0,8 um, e experimento 7, onde
encontrou-se um valor médio de 32,8 + 8,3 um. Também para a
concentracdo de B-caroteno na solucdo igual a 8 mg.ml'l, ocorreu o
mesmo efeito com o aumento da pressdo, iniciando com particulas
precipitadas de 1,3 + 0,5 pm (em 80 bar) até particulas com tamanho
médio de 30,4 + 7,8 um (em 200 bar).

Foi possivel verificar também um aumento mais pronunciado no
tamanho médio das particulas na pressdo de 160 bar para ambas as
concentracdes de [P-caroteno, onde nos experimentos 5 e 6, foram
encontrados os maiores valores para as particulas precipitadas, os quais
foram de 51,9 + 18,5 um e 41,1 &+ 14,0 um para as concentragdes de 4 e

-1 . ~
8 mg.ml ", respectivamente. Observou-se que neste valor de pressdo o
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tamanho médio das particulas precipitadas sofreu uma inversao, ou seja,
no intervalo de pressdo de 80 a 160 bar tem-se valores crescentes e em
200 bar o valor médio do tamanho das particulas decresce. Ainda, para
todos os valores de pressdo, a concentragio de 4 mg.ml” apresentou
particulas com tamanho médio maiores do que a concentracio de 8
mg.ml” com excecio do experimento a 120 bar onde os valores
apresentaram a ordem inversa.

Pelos trabalhos de Cardoso et al. (2009) e Miguel et al. (2006)
pode-se concluir que ambos os efeitos, pressdo de precipitagdo e
concentragdo da solucdo podem ser explicados em termos de
solubilidade e supersaturacdo, respectivamente. Quando a mistura
solvente + anti-solvente encontra-se em uma unica fase, um aumento da
pressdo acima do ponto critico da mistura aumenta a solubilidade do
soluto na mistura diminuindo a supersaturacdo e conseqiientemente a
nucleacdo, levando a um crescimento das particulas precipitadas. Em
contrapartida, quando a solucdo a ser injetada na cdmara de precipitacio
estd proxima da saturagdo, o mecanismo de nucleagio prevalece sobre o
mecanismo de crescimento das particulas formadas.

Ao se realizar uma comparagdo entre os valores referentes ao
tamanho médio das particulas de B-caroteno precipitadas obtidos neste
trabalho e aqueles encontrados por Franceschi (2009) constatou-se que,
na pressdo de 80 bar, o referido autor obteve valores de tamanho médio
de particula que variaram de 4,6 a 3,8 um para as concentragdes de
solucdo de 4 ¢ 8 mg.ml', respectivamente, enquanto que os resultados
do presente trabalho, para as mesmas concentracdes mencionadas,

indicaram valores compreendidos entre 4,4 e 2,5 um.
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Para a pressdo de 120 bar, na concentracio de 4 mg.ml'l,
Franceschi (2009) obteve um tamanho médio de particula igual a 42,8
pm, menor do que na concentracio de 8§ mg.ml'l, onde o valor
apresentado foi de 124,9 pm. Neste trabalho, os valores ficaram
compreendidos entre 36,57 e 39,01 um para as respectivas
concentra¢des citadas. A Figura 4.4 apresenta de forma grafica os
resultados referentes ao tamanho médio das particulas precipitadas de j3-
caroteno em fungdo da pressdo e de sua concentragdo na solucio obtidos

neste trabalho.
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Figura 4.4 - Tamanho médio das particulas precipitadas em funcdo da pressado e

concentragdo de B-caroteno: e 4 mg.ml'l; A Smg.ml'l.

Para melhor observar os efeitos das varidveis envolvidas no
processo de precipitacdo do B-caroten, as Figuras 4.5 e 4.6 apresentam

em forma de diagrama de Pareto, a nivel de 95 % de confianca, o efeito
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isolado e sinérgico das varidveis pressdo (P) e concentracdo de solucdo
(CS). Ressalta-se que, para fins de estimativa dos efeitos destas
varidveis, o tratamento estatistico dos dados experimentais foi dividido
em duas etapas em relagdo a pressdo: a primeira envolvendo todos os
valores de tamanho médio de particulas nas pressdes de 80 e 120 bar e a
segunda com os valores obtidos nas pressdes de precipitacdo de 160 e

200 bar.
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Figura 4.5 - Gréfico de Pareto apresentando o efeito da concentracio de solucdo
e pressdo sobre o tamanho médio das particulas de B-caroteno precipitadas a
partir do planejamento seqiiencial avaliando a faixa de pressdo entre 80 e 120

bar.

Pela Figura acima constata-se que na faixa de pressdo entre 80 e
120 bar ocorreu um efeito positivo da mesma em relagdo ao tamanho
médio das particulas de -caroteno precipitadas, ou seja, aumentando a

pressdo, ocorre um aumento do tamanho médio das particulas. Em
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contrapartida, ndo foi encontrado, a nivel de 95 % de confianca, efeito
significativo da concentra¢do da solu¢@o atuando isoladamente ou em

conjunto com a pressio.

P -13,0023

(o] -5,80589

PxCS 3,653923

p=,05
Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 4.6 - Gréfico de Pareto apresentando o efeito da concentracio de solucdo
e pressdo sobre o tamanho médio das particulas de B-caroteno precipitadas a
partir do planejamento seqiiencial avaliando a faixa de pressdo entre 160 e 200

bar.

Em se tratando de pressdes maiores, a Figura 4.6 mostra um
comportamento completamente diferente das varidveis envolvidas. Pelo
planejamento seqiiencial avaliando a faixa de pressdo entre 160 e 200
bar foi encontrado um efeito negativo da pressdo e da concentracdo da
solucdo, ou seja, aumentando-se o valor destas varidveis, menor
tamanho médio das particulas de [-caroteno sfo obtidos. Em
contrapartida, para altos valores de pressdes inicia-se o efeito sinérgico

entre estas duas varidveis (CS e P) proporcionando um aumento do
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tamanho médio das particulas formadas. As Figuras 4.7 e 4.8
apresentam as micrografias de MEV das particulas de B-caroteno
precipitadas com concentragdo de solucdo igual a 4 mg.ml™” ¢ 8 mg.ml”

em fungdo da pressdo.

Figura 4.7 - Micrografias de MEV das particulas de B-caroteno precipitadas
com 4 mg.ml’'. Condi¢io experimental A: 80 bar (ampliagio de 2500x);
condigdo experimental B: 120 bar (ampliacdo de 100x); condig¢do experimental
C: 160 bar (ampliacdo de 75x) e, condigdo experimental D: 200 bar (ampliagdo
de 110x).
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Figura 4.8 - Micrografias de MEV das particulas de B-caroteno precipitadas
com 8 mg.ml”'. Condicio experimental A: 80 bar (ampliacio de 6500x);
condic¢do experimental B: 120 bar (ampliacdo de 85x); condi¢do experimental
C: 160 bar (ampliacdo de 90x) e, condigdo experimental D: 200 bar (ampliagdo
de 130x).

Constata-se que a pressdo exerce um efeito pronunciado sobre a
morfologia das particulas precipitadas visto que na concentragio de 4
mg.ml”, a 80 bar, tém-se particulas do tipo placas, modificadas para
particulas do tipo folhas quando a pressao € de 120 bar, retornando para
o formato de placas entre 160 e 200 bar. Para a concentracdo de 8
mg.ml”, 0 mesmo comportamento referente a morfologia das particulas
foi encontrado em todos os valores de pressdo estudados. Nesta
concentracdo de solug@o, Franceschi (2009) concluiu que a pressdo

também exerce efeito sobre a morfologia das particulas de B-caroteno
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precipitadas na pressdo de 80 a 120 bar, apresentando comportamento
igual ao deste trabalho.

Como apresentado através das andlises das micrografias de MEV
(Figuras 4.7 e 4.8), ndo foram encontradas diferencas pronunciadas com
relacdo a morfologia das particulas de P-caroteno precipitadas em
diferentes niveis de concentragdo de solucdo, evidenciando que a
pressdo € a varidvel que apresenta a maior influéncia nas mudancas. Tal
fato pode ser evidenciado a seguir através das micrografias de MEV
(Figuras 4.9 e 4.10) que demonstram o comportamento da morfologia
das particulas em diferentes niveis de pressdo de precipitacdo e

concentracio de solucdo.
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Figura 4.9 - Micrografias de MEV das particulas de B-caroteno precipitadas
com base no planejamento seqiiencial em fungdo da pressdo e concentracio da
solugdo. Condigdo experimental A: 80 bar e 4 mg.ml” (ampliagio de 2500x);
condicio experimental B: 80 bar e 8 mg.ml" (ampliagio de 8500x); condigdo
experimental C: 120 bar ¢ 4 mgml' (ampliagio de 100x) e, condi¢do

experimental D: 120 bar e 8 mg.ml” (ampliacio de 85x).
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Figura 4.10 - Micrografias de MEV das particulas de B-caroteno precipitadas
com base no planejamento seqiiencial em fungdo da pressdo e concentracido da
solugdo. Condicdo experimental A: 160 bar e 4 mg.ml" (ampliagio de 75x);
condicio experimental B: 160 bar ¢ 8 mg.ml" (ampliagdo de 90x); condigdo
experimental C: 200 bar ¢ 4 mg.ml' (ampliagio de 110x) e, condi¢do

experimental D: 200 bar e 8 mg.ml" (ampliagdo de 130x).

Novamente, pelas figuras acima (4.9 e 4.10) ficou evidente que,
adotando uma mesma pressdo de precipitacdo, e alterando somente a
concentracdo da solucdo, ndo ocorreram mudancas na morfologia das
particulas precipitadas. Em resumo, € possivel inferir que inicialmente
as particulas de B-caroteno precipitadas apresentam morfologia do tipo
placas, alterando-se para particulas tipo folhas e retornando para o

formato inicial em pressdes elevadas.
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4.4 - INFLUENCIA DAS CONDICOES DE SECAGEM

Conforme apresentado desde o inicio deste trabalho, a
preocupagdo com as caracteristicas dos materiais precipitados aliado a
sua pureza é altamente desejdvel. Relatou-se também que para realizar
os experimentos de precipitagio dos componentes puros, foram
utilizadas  solugdes organicas contendo [B-caroteno e PHBYV,
respectivamente, preparadas utilizando diclorometano como solvente
organico.

Kim e Shing (2007), Kang et al. (2008) e Cardoso et al.(2009)
relatam que o limite residual permitido de diclorometano € de no
maximo 600 ppm por se tratar de um solvente que pertence a classe 2 na
escala de periculosidade. Além disto, Kim et al. (2007), Hong et al.
(2000) e Kang et al. (2008), estudando a precipitacdio de soélidos
utilizando diclorometano como solvente organico e CO, como anti-
solvente, reportam tempos de secagem variando entre 30 e 120 minutos
acarretando uma quantidade residual de diclorometano nas particulas
entre 38 e 50 ppm.

Com base nestes dados, adotou-se como procedimento “padrdo”
na etapa de secagem das particulas de B-caroteno e PHBV precipitadas
as seguintes condi¢des: utilizacdo de 2000 ml de CO,, totalizando um
tempo de secagem (TS) de aproximadamente 120 minutos em todos os
experimentos. Cabe ressaltar que para a escolha do tempo de secagem,
além das informacdes encontradas na literatura, estudos preliminares
realizados pelo grupo de pesquisa indicaram que o mesmo foi suficiente
para a realizacdo da secagem ndo havendo alteracdes apds esse limite de

tempo.
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Na literatura foram encontrados apenas estudos referentes a
toxicidade/residuo no produto final, ndo sendo mencionada nenhuma
referéncia com relacdo a influéncia do tempo de secagem, o qual é
dependente da vazdo de anti-solvente e do volume de CO,, sobre a
morfologia e tamanho médio das particulas previamente precipitadas.
Tal fato torna-se imprescindivel, pois de acordo com os resultados
obtidos para os componentes puros, podem surgir alteracdes nas
condi¢des experimentais na etapa de encapsulamento e secagem do co-
precipitado, onde o material sofrerd o mesmo procedimento.

Desta forma, optou-se por realizar um conjunto com 4
experimentos (ver Tabela 4.3) de precipitacdo para o P-caroteno e
PHBYV puros, variando a quantidade e a vazio de anti-solvente (CO,) na
etapa de secagem das particulas. Foram denominados dois tratamentos
de secagem, sempre comparados ao adotado como “padrdo”
inicialmente: lento quando utilizou-se um maior volume e menor vazio
de anti-solvente (CO,) e rdpido quando estas condi¢des foram inversas.
As Figuras 4.11 e 4.12 apresentam, respectivamente, as micrografias
comparativas dos tratamentos de secagem estudados para as

microparticulas puras de PHBV e B-caroteno precipitadas.
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A: Secagem padrdo

A0kV  X1,400° 10pm

Figura 4.11 — Micrografias de MEV comparativas das particulas de PHBV
precipitadas. Condicfio experimental: Secagem padrio (q,: 20 ml.min™'; volume
de CO,: 2000 ml) ampliacio de 7000x; Secagem rdpida (q,: 30 ml.min’;
volume de CO,: 1500 ml) ampliacdo de 1400x e Secagem lenta (q,: 10 ml.min™";
volume de CO,: 2500 ml) ampliacdo de 1200x.
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5 e Secagem padrdo

Figura 4.12 — Micrografias de MEV comparativas das particulas de B-caroteno
precipitadas. Condicfio experimental: Secagem padrio (q,: 20 ml.min™'; volume
de CO,: 2000 ml) ampliacio de 7000x; Secagem rdpida (q,; 30 ml.min’;
volume de CO,: 1500 ml) ampliacdo de 1400x e Secagem lenta (q,: 10 ml.min™";
volume de CO,: 2500 ml) ampliagdo de 1200x.

Com relacao as micrografias dos componentes puros verificou-se
que a morfologia do PHBV foi alterada pelos tratamentos de secagem
lento e rdpido apresentando uma maior aglomeracio e alteracdo visuais
na estrutura das microparticulas. Na morfologia do B-caroteno nio
foram encontradas diferencas visuais entre as microparticulas
submetidas ao tratamento padrdo e lento, porém em contrapartida, a

secagem rdpida promoveu maior aglomeracdo no material precipitado.
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De acordo com as micrografias obtidas, percebeu-se que as menores
alteragdes nas estruturas das microparticulas precipitadas de ambos os
componentes ocorreram no tratamento de secagem ‘“padrdo” onde a
volume e a vazdo de anti-solvente (CO,) foram de 2000 ml e 20
ml.min”, respectivamente. Sendo assim, estas condi¢des experimentais
continuaram sendo adotadas para a etapa de secagem na etapa de co-

precipitacdo dos componentes.

4.5 - ENCAPSULAMENTO DE B-CAROTENO EM PHBV

Para o encapsulamento do [-caroteno em PHBV foram
selecionadas as condigdes experimentais que forneceram as menores
particulas do carotendide e as maiores particulas do biopolimero. Com
base nos resultados da etapa de precipitacio dos componentes puros,
verificou-se que tais condi¢cdes foram satisfeitas na pressdo de 80 bar,
temperatura de 40 °C, vazdo de anti-solvente de 40 ml.min’l, vazdo de
solugdo de 1 ml.min™".

Yeo e Kiran (2005) e Mattea et al. (2008) reportam que a relagdo
entre as concentragdes do material a ser encapsulado e o agente
encapsulante ¢ um parametro fundamental que influencia na eficiéncia
de encapsulamento e na morfologia dos compostos formados utilizando
CO; como anti-solvente. Lionzo et al. (2007) constatou-se que o perfil
de liberagdo do principio ativo pode ser modulado pela variacio entre as
concentragdes das microparticulas formadas a partir dos biopolimeros,
ou seja, seu mecanismo de liberacdo é dependente da proporc¢do do

agente encapsulante nas microparticulas.
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Franceschi et al. (2009a) na etapa de encapsulamento e na
determinagdo do percentual real e eficiéncia de encapsulamento,
variaram a concentracdo de B-caroteno e PHBV na solucdo de 1 a 8,04
mgml” e 1990 a 40,09 mgml', respectivamente. Em paralelo,
verificaram diversos tempos de agitagdo em ultrasom (0; 0,5; 1; 2 e 3
minutos) na etapa da lavagem do material co-precipitado para a retirada
do B-caroteno livre ou ndo-encapsulado. A Figura 4.13 exemplifica a
curva do percentual de encapsulamento em func¢do do tempo de ultra-

som na etapa da lavagem do material ndo-encapsulado.
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Figura 4.13 - Percentual de encapsulamento em funcdo do tempo de ultra-som.

Fonte: Franceschi (2009).

Para a determinacio do percentual real de encapsulamento foi
tracada uma reta tangente a curva do percentual de encapsulamento,

iniciando na ordenada do grafico referente ao percentual de
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encapsulamento para o tempo zero de ultra-som. A reta tangente
continua até tocar a abscissa determinando o tempo de agitagdo em

ultra-som necessdrio para retirar o B-caroteno nao encapsulado (Figura
4.14).
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Figura 4.14 - Percentual de encapsulamento em funcéo do tempo de ultra-som.
Fonte: Franceschi (2009).

Com base nas Figuras 4.13 e 4.14 os autores constataram que o
percentual real de encapsulamento diminui bastante nos primeiros
instantes de lavagem/agitacdo. Em paralelo, reportam uma analogia
deste comportamento com as curvas obtidas por extra¢do, porém de
forma invertida, ou seja, no processo de extracdo supercritica, as curvas
de massa de extrato extraido em fung¢do do tempo de extracdo

apresentam-se na forma crescente com o tempo € neste caso, O
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percentual de encapsulamento em fungdo do tempo de ultra-som para a
retirada do material ndo encapsulado € uma curva exponencial
decrescente com o tempo (Franceschi, 2009).

Franceschi (2009) justifica tal comportamento inferindo que no
inicio do processo de lavagem do material co-precipitado ocorre uma
diminuicao linear no percentual de encapsulamento, o que significa que
somente o B-caroteno livre ou fracamente adsorvido na superficie das
particulas de polimero estd sendo retirado. Se as amostras do co-
precipitado forem deixadas mais tempo sob ultra-som, comeca a ocorrer
a dissolugdo do P-caroteno parcialmente encapsulado e em tempos
maiores, inicia-se a retirada do B-caroteno encapsulado através da
difusdo pelos poros das particulas de polimero.

Com base nos resultados obtidos por Franceschi (2009) ao
demonstrar o comportamento do percentual real de encapsulamento em
funcdo do tempo de lavagem pode-se constatar que nos primeiros
instantes de lavagem o material ndo-encapsulado ¢é removido,
representado na figura pelo decréscimo do PRE, e apds tempos maiores
de lavagem o PRE mantém-se constante. Desta forma, mesmo sendo
passivel de discussdo, este procedimento pode ser considerado valido e
eficiente para a remocdo do B-caroteno ndo-encapsulado.

Baseado nos resultados que proporcionaram maiores percentuais
reais de encapsulamento obtidos por Franceschi (2009), optou-se, neste
trabalho, por fixar a concentragdo de PHBV na solug¢do no valor de 30
mg.ml” e variar a concentracio de P-caroteno na faixa de 2 a 30
mg.ml”. Apés a realizacio dos experimentos de co-precipitagdo, foi
efetuada a lavagem do material com acetona, filtracio e secagem do

material em estufa. O tempo de lavagem foi estudado da seguinte forma:
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tempo 20 segundos (onde as amostras do material co-precipitado) foram
somente suspensas em acetona e submetidas a agitagdo manual por 20
segundos; e tempo 5 minutos (onde as amostras foram agitadas com o
auxilio de barra magnética por 300 segundos) (mais detalhes no item
3.3.3.1 do Capitulo 3).

A Tabela 4.4 apresenta o planejamento seqiiencial com os valores
das concentracdes de [-caroteno e PHBV na solucdo organica,
juntamente com o percentual em massa de P-caroteno em relacdo a
massa total de B-caroteno e PHBV em base livre de solvente organico.
Ressalta-se a pressdo de 80 bar, a temperatura de 40 °C, a vazio de anti-
solvente (CO,) de 40 ml.min” e vazio de solugdo de 1 ml.min”' foram

mantidas constantes.

Tabela 4.4 - Condic¢des experimentais de encapsulamento de B-caroteno
em PHBV empregando diclorometano como solvente organico e CO,

como anti-solvente.

Concentragdo de Concentragdo de
Percentual em massa
Experimento B-caroteno na solucio PHBYV na solugéo
de B-caroteno

[mg.ml'] [mg.ml]
El 2,16 30,17 6,68
E2 4,37 30,75 12,45
E3 8,03 30,22 20,99
E3* 8,18 30,63 21,07
E4 10,24 30,02 25,43
E5 12,22 30,10 28,87
E6 14,09 30,17 31,84
E7 16,05 30,24 34,67
E8 30,11 30,70 49,51

* Duplicata do experimento E3.
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Como citado anteriormente, adotou-se como procedimento
padrio de determinacdo do teor do material encapsulado neste trabalho,
a metodologia empregada por Franceschi et al. (2009a). A mesma
consiste em determinar o percentual e a eficiéncia de B-caroteno
encapsulado através da suspensdo de uma determinada massa deste co-
precipitado em um solvente capaz de extrair somente o B-caroteno e
realizar a quantificacdo do material encapsulado por espectrofotometria
na regido de UV-VIS a 460 nm. Para determinar o teor do p-caroteno
encapsulado, sdo apresentados primeiramente na Tabela 4.5 e Figura
4.15 os valores das concentragdes de P-caroteno utilizadas para a
construgdo da curva de calibracdo e suas respectivas absorbancias

obtidas através de triplicatas das medidas.

Tabela 4.5 - Valores de concentracio de B-caroteno em diclorometano e
absorbancia média (obtida por triplicatas de medida) em espectro de

UV-VIS a 460 nm, utilizados para a constru¢do da curva de calibracio.

Concentragdo de B-caroteno ) ) )
Absorbancia média [UA] Desvio padrio [UA]

[mg.ml™]
0,0050 0,9263 0,0044
0,0040 0,7601 0,0021
0,0030 0,5900 0,0025
0,0010 0,2096 0,0021
0,0008 0,1795 0,0003
0,0005 0,1070 0,0031
0,0003 0,0662 0,0013

0,0001 0,0299 0,0024
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Figura 4.15 - Curva padrdo de absorbancia de p-caroteno em 460 nm em func¢io

da sua concentragdo em diclorometano.

Os resultados do coeficiente de regressdo (R2 = 0,999) indicam
que a curva de calibragc@o pode ser aplicada para realizar a quantificacio
do pB-caroteno das amostras co-precipitadas. Com posse de tais
informacdes, foi possivel determinar o percentual real e a eficiéncia de
encapsulamento (PRE% e EE%, respectivamente) para as amostras co-
precipitadas e submetidas a lavagem com agitacio no tempo 20
segundos e 300 segundos (Tabela 4.6). Ressalta-se novamente, que estes
valores dos materiais co-precipitados foram obtidos na pressdo de 80
bar, temperatura de 40 °C, vazdo de anti-solvente (CO,) de 40 ml.min”

e vazao de solucdo de 1 ml.min” e concentrac¢io de PHBV na solucdo de
30 mg.ml™.
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Tabela 4.6 - Resultados do percentual real de encapsulamento (PRE) e

eficiéncia de encapsulamento (EE) da co-precipitacdo de B-caroteno e

PHBV.
Tempo de Concentragdo de Concentragdo de
. L ~ - PRE EE
Experimento agitagdo B-caroteno na solucio PHBV na solucio (%] [%]
[s] [mg.ml] [mg.ml]

El 2,16 30,17 0,12 1,80

E2 4,37 30,75 0,16 1,29

E3 8,03 30,22 0,20 0,95

E3* 8,18 30,63 0,22 1,09

E4 20 10,24 30,02 0,66 2,59

E5 12,22 30,10 2,24 1775
E6 14,09 30,17 4,53 14,23
E7 16,05 30,24 7,64 22,03
E8 30,11 30,70 27,50 55,54
El 2,16 30,17 0,04 0,66
E2 4,37 30,75 0,05 0,39
E3 8,03 30,22 0,04 0,22

E4 10,24 30,02 - -

300

E5 12,22 30,10 - -

E6 14,09 30,17 - -
E7 16,05 30,24 8,13 2345
E8 30,11 30,70 22,31 45,06

* Duplicata do experimento E3.

Pela tabela acima € possivel verificar a realizacdo da duplicata do

experimento E3, indicando que o aparato experimental e a metodologia

aplicada podem ser considerados vélidos e aceitdveis para a obtencdo

dos resultados da etapa de co-precipitacdo. Na seqiiéncia, a Figura 4.16

apresenta o comportamento da eficiéncia de encapsulamento em funcio
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da concentragdo de B-caroteno nas microparticulas co-precipitadas e

submetidas a diferentes tempos de lavagem e agitacao.
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Figura 4.16 — Gréfico comparativo da eficiéncia de encapsulamento em fungéo
da concentragdo de B-caroteno nas microparticulas co-precipitadas e submetidas

a agitacdo magnética por 20 e 300 segundos.

Pela Figura 4.16 e Tabela 4.6 pode-se observar a influéncia
positiva da concentracdo de Bf-caroteno sobre a eficiéncia do processo de
encapsulamento para ambos os tempos de lavagem usados para a
remoc¢do do B-caroteno nio-encapsulado. Deve-se salientar que, para a
obten¢do destes resultados, foram realizados procedimentos individuais
de lavagem do material co-precipitado para cada condi¢do experimental,
respeitando, obviamente, a varidvel tempo de cada uma das condigdes.
Foi possivel verificar uma considerdvel inclinagdo na faixa de
concentracio de B-caroteno que variava de 8 a 16 mg.ml"' para ambos os

tempos de lavagem, e desta forma, trés novos experimentos em
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concentracdo tedrica de 10, 12 e 14 mg.ml”, foram conduzidos para
verificar o comportamento neste intervalo de concentragdo nas mesmas
condi¢des experimentais citadas no inicio desta se¢do, porém somente
no tempo de lavagem de 20 segundos (Figura 4.17). Na seqiiéncia a
Figura 4.18 apresenta o grifico comparativo da eficiéncia de
encapsulamento em fun¢do da concentracio de [-caroteno nas
microparticulas co-precipitadas e submetidas a agitacdo magnética por
20 e 300 segundos.
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Figura 4.17 — Eficiéncia de encapsulamento em fungdo da concentracido de [3-
caroteno nas microparticulas co-precipitadas e submetidas a agitacdo manual

por 20 segundos.
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Figura 4.18 — Gréfico comparativo da eficiéncia de encapsulamento em funcdo
da concentragdo de B-caroteno nas microparticulas co-precipitadas e submetidas

a agitacdo magnética por 20 e 300 segundos.

Pela Figura 4.18 constatou-se que a concentracdo de P-caroteno
segue uma forma exponencial no intervalo teérico de 8 a 16 mg.ml™.
Outra informacdo importante é com relacdo ao tempo de lavagem: para
todas as concentracdes de B-caroteno estudadas verificaram-se maiores
eficiéncias de encapsulamento para o conjunto de experimentos no qual
o procedimento de lavagem ocorreu somente pela suspensdo das
particulas co-precipitadas na solugio de acetona e agitadas manualmente
no tempo de 20 segundos, com excecdo do experimento conduzido a 16
mg.ml™, que apresentou ordem inversa.

No que diz respeito as percentagens encontradas de [B-caroteno
encapsulado, pode-se concluir que os valores obtidos neste trabalho

estdo de acordo com a literatura cientifica. Exemplos podem ser vistos
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no trabalho de Kalogiannis et al. (2006) onde os autores reportaram
percentuais de encapsulamento de amoxicilina em 4cido poli (L-latico)
na faixa de 0,1 a 21,5% com eficiéncias de encapsulamento variando
entre 0,9 a 429%. Kang et al. (2008) durante o estudo do
encapsulamento de indometacina em uma mistura de 4cido poli (L-
latico) e poli (lactideo-co-glicolideo) chegaram a percentuais de
encapsulamento da ordem de 2,8% e efici€éncia de encapsulamento de
14%. Nestes dois trabalhos os autores procedem a lavagem do material
co-precipitado para a retirada do principio ativo ndo encapsulado
semelhante ao procedimento aplicado neste estudo, submetendo
somente a amostra resultante a andlise do percentual de encapsulamento.
No trabalho de Kalogiannis et al. (2006), as amostras de co-precipitado
foram submetidas a cinco lavagens com etanol e no trabalho de Kang et
al. (2008) as amostras de co-precipitado foram suspendidas em etanol e
agitadas por 10 segundos, filtradas e secas em estufa por 24 horas antes
de serem submetidas a andlise para a determinacdo do percentual de
encapsulamento.

Em comparagdo ao estudo realizado por He et al. (2007),
constatou-se que o percentual de encapsulamento mdximo encontrado
neste trabalho apresentou-se ligeiramente superior ao encontrado pelos
autores, o qual foi de 50 %. Entretanto, deve-se salientar que apds a
realizacdo dos experimentos de co-precipitacdo de caroteno natural e
polietileno-glicol empregando diclorometano como solvente organico e
CO; como anti-solvente, os autores ndo procederam a etapa de retirada
de caroteno ndo-encapsulado, ou seja, realizaram a determinag¢do do
percentual de encapsulamento das amostras co-precipitadas apenas

dissolvendo-as em diclorometano e analisando-as em espectrofotdmetro
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de UV-VIS. Assim, além do material realmente encapsulado
considerou-se caroteno encapsulado aquele fracamente aderido a
superficie das particulas do polimero.

Por fim, ao comparar os valores dos percentuais de
encapsulamento deste trabalho com o de Franceschi (2009) nas mesmas
condi¢des de co-precipitacio, ou seja, na faixa de concentragdes de -
caroteno de 2 a 8 mg.ml”, verificou-se que no intervalo de tempo
estudado pelo autor para a etapa de lavagem de 12,15 a 37,32 segundos,
os percentuais de encapsulamento encontrados neste trabalho
apresentaram-se inferiores. Entretanto, conforme visto em seu trabalho
deve-se ter precaucdo com relagdo ao tempo utilizado na etapa da
lavagem do material co-precipitado, devido ao fato ji mencionado de
que no inicio do procedimento, com algumas microparticulas de [-
caroteno livre ou fracamente adsorvidas na matriz polimérica aliada a
rdpida extrag@o do carotendide pode ocorrer erros superestimar a medida
da eficiéncia de encapsulamento.

A fim de visualizar a estrutura das microparticulas co-
precipitadas que foram submetidas posteriormente a etapa de liberagéo
in vitro, bem como evidenciar o efeito do processo de lavagem com
acetona para remocdo do material ndo-encapsulado, sdo apresentadas
nas Figuras 4.19, 4.20 e 4.21 as micrografias obtidas em alguns
experimentos mencionados na Tabela 4.6, especificamente para o tempo

de lavagem de 20 segundos.
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Figura 4.19 - Micrografias de MEV (ampliacdo de 2000x) das microparticulas
co-precipitadas de acordo com as condi¢des do experimento E8 e submetidas ao

processo de lavagem (20 segundos) para remogao do material ndo-encapsulado.



Co-precipitado

Co-precipitado submetido a

lavagem com acetona

Figura 4.20 - Micrografias de MEV das microparticulas co-precipitadas de
acordo com as condi¢des do experimento E7 e submetidas ao processo de
lavagem (20 segundos) para remog¢do do material ndo-encapsulado: a)

ampliagdo de 1000x e b) ampliagdo de 2000x.
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Figura 4.21 - Micrografias de MEV (ampliacdo de 2000x) das microparticulas
co-precipitadas de acordo com as condi¢des do experimento E6 e submetidas ao
processo de lavagem (20 segundos) para remog¢@o do material ndo-encapsulado:

a) ampliacdo de 1700x e b) ampliagdo de 2000x.

Com base nas micrografias 4.19, 4.20 e 4.21 ¢ possivel inferir
que visualmente, a acetona mostrou-se eficiente na remocdo do material
ndo-encapsulado, pois inicialmente as microparticulas apresentam-se
com maior aglomera¢do, e ao final do tratamento de lavagem a
morfologia é predominantemente esférica, com superficie porosa e
poucas conexdes entre as particulas. Ressalta-se que estas particulas

submetidas a etapa de lavagem para remocdo do material ndo
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encapsulado foram utilizadas na seqiiéncia para a determinacdo dos

comportamentos de liberagdo in vitro.

4.6 — Comportamentos de liberacdo in vitro das particulas de p-

caroteno encapsuladas em PHBV

Nesta secdo sdo apresentados os resultados obtidos referentes aos
comportamentos de liberagdo in vitro das particulas de P-caroteno
encapsuladas em PHBV e submetidas a diferentes meios de dissolugdo,
como acetato de etila, hexano, etanol anidro e solu¢do tampdo fosfato
(pH 7.4) na temperatura de 40 °C e 80 rpm conforme procedimento
experimental citado no item 3.3.4 do Capitulo 3. Ressalta-se que foram
estudados os comportamentos de dissolugdo para os experimentos ES,
E6, E7 e E8 mencionados na Tabela 4.6, uma vez que estes
apresentaram 0s maiores percentuais reais e eficiéncias de
encapsulamento.

O memorial das tabelas e figuras contendo os valores das
concentra¢des de B-caroteno utilizadas para a construgcdo das curvas de
calibracdo e suas respectivas absorbancias médias para os meios de
dissolucdo sdo encontradas no Apéndice A desta tese. Ainda, na mesma
secdo sdo apresentadas as tabelas que contemplam os ensaios de
dissolucdo, contendo as absorbancias médias, as concentracdes liberadas
nos intervalos de tempo e os percentuais de liberacdo (em relagdo as
respectivas massas iniciais de f-caroteno encapsulado utilizada em cada
ensaio).

A Figura 4.22 e 4.23 apresentam os resultados mencionados na

Tabela Al relativos aos comportamentos de dissolu¢do in vitro das
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particulas de B-caroteno encapsuladas em PHBV e submetidas ao meio
contendo acetato de etila na temperatura de 40 °C e 80 rpm em termos
de concentragdo de P-caroteno versus tempo e percentagem liberada
versus tempo, respectivamente. Optou-se por apresentar os resultados
desta forma a fim de estabelecer uma comparacdo entre as diferentes

concentra¢des de f-caroteno estudadas.
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Figura 4.22 — Comportamentos de dissolugdo in vitro das particulas de B-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em acetato de etila na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. (o, E8; a, E7; m, E6; +, ES).

Pela Figura acima constatou-se que os comportamentos de
dissolucdo para todas as concentracdes de f-caroteno apresentaram-se
semelhantes e em aproximadamente 10 minutos o sistema atinge um
patamar de liberacdo constante variando de 26,97 a 71,15 %. Percebe-se
que a concentragdo liberada em ambos os ensaios é proporcional 2

massa inicial de B-caroteno uma vez que a massa de PHBV foi sempre
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mantida constante. Verificou-se também um burst (alta quantidade do
principio ativo liberada rapidamente) inicial nos primeiros minutos de
liberagcdo, o que pode ser explicado pela pronunciada solubilidade do

sistema composto por B-caroteno e PHBV em acetato de etila.
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Figura 4.23 — Comportamentos de dissolu¢do in vitro das particulas de f-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em acetato de etila na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. (e, ES; A, E7; m, E6; ¢, ES).

Com base na Figura 4.23 constatou-se que as percentagens
liberadas apresentam um comportamento diferente em relacdo as
concentra¢des de [-caroteno em fungdo do tempo, ou seja, a partir
destas informagdes € possivel inferir que quanto maior a quantidade
inicial de B-caroteno conseqiientemente maior serd a sua concentraciao

liberada, porém as percentagens do principio ativo ndo seguem
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necessariamente 0 mesmo comportamento em ordem crescente de
liberagao.

Na seqiiéncia, a Figura 4.24 e 4.25 apresentam o0s
comportamentos de dissolu¢do in vitro das particulas de P-caroteno
encapsuladas em PHBV e submetidas ao meio contendo n-hexano na
temperatura de 40 °C e 80 rpm em termos de concentracdo de -
caroteno versus tempo e percentagem liberada versus tempo,
respectivamente. Da mesma forma, os valores detalhados concernentes a
dissolucdo in vitro para este solvente orginico podem ser encontrados

no Apéndice A desta tese.
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Figura 4.24 — Comportamentos de dissolucdo in vitro das particulas de f-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em n-hexano na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. (e, ES; a, E7; m, E6; ¢, ES).
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Figura 4.25 — Comportamentos de dissolu¢do in vitro das particulas de f-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolugdo em n-hexano na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. (e, E8; A, E7; m, E6; ¢, ES).

Para os ensaios de dissolucgdo in vitro das particulas de B-caroteno
encapsuladas em PHBV submetidas a dissolugdo em n-hexano,
percebeu-se um comportamento similar aos perfis obtidos na liberagio
em meio contendo acetato de etila. Em até 10 minutos de liberacio,
ocorreu um burst inicial onde grande concentracdo do principio ativo
encapsulado foi liberada e nos intervalos seguintes a liberacio
permanece constante. Com os resultados encontrados nesta etapa, pode-
se inferir que o B-caroteno apresenta solubilidade semelhante tanto neste
solvente lipofilico quanto em acetato de etila (ver Tabela 3.1). Em todos
os ensaios foi obtida a liberacdo médxima apds os 10 minutos iniciais e

os percentuais de liberacdo também foram semelhantes aos ensaios

conduzidos em acetato de etila, porém neste caso de 42,09 a 55,96 %.
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Novamente para o n-hexano, constatou-se que as percentagens liberadas
do principio ativo ndo seguiram o mesmo comportamento em ordem
crescente de liberacdo na medida em que se aumenta a concentracio
inicial de B-caroteno.

A Figura 4.26 apresenta na seqiiéncia, os perfis de liberacdo in
vitro das particulas de B-caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a
dissolu¢cdo em etanol anidro na temperatura de 40 °C e 80 rpm em

termos de concentracdo liberada versus tempo.
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Figura 4.26 - Perfis de liberacdo in vitro das particulas de [-caroteno
encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em etanol anidro na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. (o, ES; A, E7; m, E6; , ES).

Com base na Figura 4.26 constatou-se que neste em etanol anidro
a liberacdo ocorreu de forma mais lenta em relacdo aquelas realizadas

em acetato de etila e n-hexano e que neste meio ndo ocorreu o burst
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inicial onde grande quantidade do principio ativo encapsulado € liberada
nos minutos iniciais.

No experimento E5 (com concentragdo tedrica de fB-caroteno de
12 mg/ml) foi liberado 45,27 % do material encapsulado e no ensaio E6
(com concentracdo tedrica de B-caroteno de 14 mg/ml) este percentual
atingiu 79,41 %, ambos estabilizando suas liberacdes no tempo de 180
minutos. Para o experimento E7 (com concentragdo tedrica de [-
caroteno de 16 mg/ml) foi liberado 88,23 % do principio ativo em 300
minutos, mantendo-se constante na seqiiéncia dos intervalos.

Especificamente para o experimento E8 (com concentracio
tedrica de B-caroteno de 30 mg/ml) verificou-se que mesmo apds
decorrido o tempo de 480 minutos o material encapsulado continuava a
ser liberado, aumentando sua concentragdo no meio. Desta forma, novos
intervalos foram determinados retirando e analisando as amostras até
sua liberagdo constante. A Figura 4.27 apresenta o comportamento
completo do experimento E8 apds 16 dias de liberacdo em etanol anidro
constatando um comportamento mais lento e controlado, totalizando

82,48 % de liberacdo de todo o principio ativo previamente encapsulado.
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Figura 4.27 - Perfis de liberacdo in vitro das particulas de [-caroteno
encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em etanol anidro na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. (e, E8; —, concentracdo maxima).

Pela Figura 4.27 percebeu-se que este maior tempo de liberagdo
pode ter ocorrido em fungdo de uma menor solubilidade do sistema [3-
caroteno ¢ PHBV em etanol anidro, uma vez que todo o material
encapsulado apresentou longo tempo de liberagdo, ou seja, lentamente o
principio ativo se difunde através das paredes do polimero e é colocado
em contato direto com o meio de dissolu¢do. Em etanol anidro também
foi possivel constatar outras diferencas entre os ensaios, onde nos meios
contendo acetato de etila e n-hexano foi possivel verificar apenas
diferencas entre as concentragdes iniciais de B-caroteno (em relacdo a
concentragdo total liberada), neste verificou-se que a razdo entre a
concentracdo do agente encapsulante e o principio ativo influenciou

diretamente no tempo de liberacdo, ou seja, em funcdo desta varidvel
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pode-se optar por um sistema com liberacdo lenta (gradual) ou rdpida.
Novamente, com objetivo comparativo, a figura abaixo demonstra os
mesmos perfis de liberacdo in vitro em termos de percentagens liberadas

versus tempo.
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Figura 4.28 - Perfis de liberacdo in vitro das particulas de [-caroteno
encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em etanol anidro na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. (e, E8; a, E7; m, E6; », ES).

Pela Figura 4.28 que representa o comportamento de liberagdo in
vitro das particulas de B-caroteno encapsuladas em PHBV em etanol
anidro também foi possivel constatar que as percentagens liberadas
apresentaram um comportamento diferente das concentracdes de [3-
caroteno em funcdo do tempo. Em sintese, para todos os solventes
organicos € possivel concluir que quanto maior a quantidade inicial de
B-caroteno conseqiientemente maior serd a sua concentragdo liberada,

entretanto, as percentagens deste principio ativo ndo seguem
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necessariamente 0 mesmo comportamento. Acredita-se que estes
resultados que confrontam as informagdes concernentes as
concentracdes liberadas e suas respectivas percentagens em funcdo do
tempo sdo de fundamental importancia para auxiliar tanto na escolha da
razdo entre o B-caroteno/PHBV quanto na selecdo do solvente organico
utilizado como meio de liberacao.

Como mencionado anteriormente, nenhum trabalho seqiiencial
foi encontrado na literatura com referéncia a etapa de co-precipitacio de
B-caroteno em PHBV usando a técnica SEDS e seus comportamentos de
liberacio em diferentes meios. Entretanto, trabalhos usando outros
biopolimeros e principios ativos podem ser listados, como o de Kang et
al. (2008) no qual os autores estudaram o comportamento de liberacido
in vitro de indometacina encapsulada em poli(L-4cido latico)/poli(dcido
latico-co-dcido glicdlico) usando a técnica SEDS. Foi encontrada uma
liberagdo de 83,67 % apds 30 dias de ensaios das amostras submetidas a
solucdo tampdo fosfato salino (ph 6,8), agitacio de 60 rpm e
temperatura de 37 °C.

Wang et al. (2009) ao investigarem o comportamento de
liberacdo de p-nitroanilina e rodamina B encapsuladas em microesferas
de e-caprolactona (PCL), constataram que em ambos 0s principios
ativos ocorreu uma liberacdo de aproximadamente 80 % depois de 5
dias quando submetidas a0 meio contendo solucdo tampdo salina (pH
7,4) e temperatura de 37 °C. Os autores mencionam que a solubilidade
dos principios ativos em dgua € um indicativo de sua afinidade com o
polimero usado para seu encapsulamento devido a sua hidrofobicidade,
ou seja, quanto maior a afinidade entre o principio ativo e o polimero,

mais forte € a tendéncia para que o composto se incorpore neste
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polimero  aumentando  conseqilentemente sua  eficiéncia de
encapsulamento. Este fato é evidenciado neste trabalho, pois o [-
caroteno apresenta baixa solubilidade em dgua e foram obtidas altas
eficiéncias de encapsulamento e em paralelo, estas eficiéncias foram
maiores na medida em que se aumentavam as concentragdes de -
caroteno (mantendo-se fixas as concentracdes de PHBV). Por outro
lado, principios ativos com alta solubilidade em d4gua tendem a
localizarem-se préximos a superficie do polimero fazendo com que
rapidamente sejam liberados, provocando o burst.

Em resumo, pode-se inferir que a poli (e-caprolactona) (PCL) e o
poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) sdo biopolimeros que
apresentam caracteristicas semelhantes uma vez que ambos podem ser
considerados como polimeros relativamente hidrofébicos e esta maior
afinidade entre o principio ativo e o agente encapsulante causa forte
tendéncia para que o composto seja incorporado no polimero
aumentando sua eficiéncia de encapsulamento e conseqiientemente seu
tempo de liberagdo.

Visando uma comparacdo global entre os perfis de liberagcdo
mencionados acima e no Capitulo 2, foram conduzidos novos ensaios de
liberagdo para as particulas de B-caroteno encapsuladas em PHBV
submetendo-as ao meio contendo solucdo tampdo fosfato (pH 7.,4) na
temperatura de 40 °C e agitacdo de 80 rpm. A Figura 4.29 apresenta os

perfis de liberacdo referentes aos experimentos ES, E7e E§ em termos

de absorbancia versus tempo.
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Figura 4.29 - Perfis de liberacdo in vitro das particulas de [-caroteno
encapsuladas em PHBV submetidas a dissolucdo em solugdo tampao fosfato

(pH 7,4) na temperatura de 40 °C e 80 rpm. (e, ES; a, E7; ¢, ES).

Pela figura acima nota-se que os resultados sdo expressos em
termos de absorbancia versus tempo de liberacdo, ao contrdrio daqueles
apresentados anteriormente. Tal fato deu-se devido a alta imprecisdo na
determinacdo das concentragdes de f-caroteno liberadas nos intervalos
de tempo. Como o sistema composto por [B-caroteno e PHBV ¢
altamente hidrofébico, as quantidades do principio ativo eram liberadas
lentamente e ao se comparar as absorbancias pontuais com aquelas da
curva padrio, obtinham-se valores préximos aos da soluc¢do tampao pura
(branco) ocasionando erros acumulativos nas determinagdes das
concentracdes de fB-caroteno através da espectrofotometria na regido de
UV-VIS. Porém, visualmente através dos perfis encontrados, constata-se

que o sistema apresentou uma liberacdo controlada e prolongada, onde
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mesmo ap6s 60 dias de ensaio o principio ativo continuou a ser liberado.
Novamente, como nos outros meios estudados, a medida que se aumenta
a concentracdo inicial do B-caroteno (mantendo a concentragio de
PHBYV constante) aumenta sua concentrac¢do liberada nos intervalos de
tempo.

A fim de verificar a repetibilidade dos experimentos de liberacao,
foram conduzidos dois ensaios para o experimento E8 em acetato de
etila e em n-hexano adotando todos os procedimentos mencionados
anteriormente (lavagem e secagem do material encapsulado, preparacio
dos meios e procedimentos de andlise) avaliando sua liberacao.
Ressalta-se que estes novos ensaios foram realizados em dias diferentes,
porém com massas iniciais de material encapsulado préximas aquelas
estudadas nos ensaios anteriores. A Figura 4.30 apresenta ambos os
perfis das particulas submetidas a liberacdo em acetato de etila e em n-
hexano na temperatura de 40 °C e 80 rpm para o experimento E8. Os
resultados das concentragdes liberadas bem como os desvios em relagio

aquelas inicialmente obtidas sdo encontrados no Apéndice A.
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Figura 4.30 — Perfis de liberacdo in vitro das particulas de P-caroteno
encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do na temperatura de 40 °C e 80
rpm para o experimento E8: em hexano: m, concentra¢des iniciais (ver Tabela
4.12); a, réplicas; em acetato de etila: ®, concentragdes iniciais (ver Tabela

4.10); », réplica.

Pela Figura 4.30 percebem-se as proximidades entre as
concentragdes iniciais e as réplicas dos experimentos, confirmados pelos
baixos desvios apresentados na Tabela A7. Para a dissolu¢do em acetato
de etila foram liberados 23,87 % do principio ativo encapsulado, valor
menor aos 31,50 % encontrado inicialmente e, para a liberacdo em n-
hexano, esta diferenca entre os percentuais foi menor, sendo que os
ensaios iniciais apresentaram um percentual de liberacdo de 43,86 % e
sua réplica obteve um valor de 40,15 %. Estes resultados podem ser
considerados satisfatérios uma vez que todas as etapas que envolvem a

liberagdo do principio ativo encapsulado podem influenciar diretamente
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no resultado final, como por exemplo, a lavagem e secagem do material
encapsulado, os procedimentos de retirada e reposi¢do do meio de
dissolucdo e por fim as andlises que determinam a concentracao liberada

do B-caroteno.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1 - CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentados estudos sobre a etapa de
precipitacdo e encapsulamento de B-caroteno em PHBV utilizando
diclorometano como solvente organico e diéxido de carbono
pressurizado como anti-solvente. Os experimentos foram realizados em
uma unidade de bancada empregando a técnica SEDS (Dispersdo da
Solucdo Expandida pelo Fluido Supercritico). Na seqiiéncia, iniciou-se
uma nova etapa de estudos na qual foram obtidas informacdes a respeito
da dissolucdo das particulas co-precipitadas em diferentes meios. As
conclusdes e consideragdes desta tese sdo apresentadas abaixo:

e Na precipitacio do PHBV puro, o efeito da pressdo foi
verificado onde constatou-se que o mesmo apresenta efeito
negativo com relagdo ao tamanho médio das particulas, ou seja,
um aumento da pressdo indica a tendéncia de reducdo no
tamanho médio de particulas. A morfologia néo foi influenciada
pela acdo desta varidvel, apenas obteve-se comportamento
diferente do PHBV nio processado, o qual inicialmente tinha
morfologia fibrosa passando apds a precipitacdo para estrutura
do tipo esfera.

e Para o p-caroteno puro foi investigado o efeito da sua

concentracdo na solucdo e também da pressdo de precipitacdo.
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Verificou-se que mantendo a concentragdo da solucdo fixa,
ocorre um aumento do tamanho médio das particulas de -
caroteno com o aumento da pressdo e que no intervalo de
pressao de 80 a 160 bar as particulas apresentam valores
crescentes ¢ na faixa de 160 a 200 bar o valor médio do
tamanho das particulas decresce.

Na etapa de encapsulamento, na concentracio de solugio de 30
mg.ml” de B-caroteno, foram obtidas as eficiéncias maximas de
encapsulamento de 55,53 % e 45,06 %, respectivamente para os
tempos de lavagem de 20 segundos e 300 segundos. Na faixa de
concentracio de 8 a 16 mg.ml™” de B-caroteno foi observado um
comportamento exponencial da eficiéncia de encapsulamento
em funcdo da concentracdo de -caroteno.

Foi conduzida uma duplicata de experimento (E3) com
concentracdo de B-caroteno de 8,18 mg/ml mantendo-se fixa a
concentra¢do de PHBV na solu¢do (30mg/ml) a fim de verificar
a reprodutibilidade do aparato experimental e da etapa de
determinagdo do percentual real de encapsulamento (PRE).
Constatou-se que o aparato experimental e os métodos de
determinagdo do material encapsulado podem ser considerados
aceitdveis e vdlidos para a obten¢do dos resultados da etapa de
co-precipitagdo.

Os comportamentos de liberacdo in vitro indicaram que em
acetato de etila e n-hexano, as dissolugdes sdo caracterizadas
por um burst inicial (10 minutos) na qual grande parte do
principio ativo é liberada. Para ambos os solventes organicos

contatou-se que a concentragdo liberada € proporcional a massa



119

inicial de B-caroteno. Em média, foram obtidos percentuais de
liberacdo que variaram de 26,97 % a 71,15 %, e de 42,09 % a
55,96 %, para os meios puros contendo acetato de etila e n-
hexano, respectivamente.

Em etanol anidro o comportamento de liberacdo apresentou-se
diferente, pois ndo foi verificado o burst inicial e a liberacdo
ocorreu de forma gradual e lenta. Para as concentra¢des de [3-
caroteno de 12 e 14 mg/ml as concentragdes mdximas foram
obtidas em 180 minutos com percentuais que variaram de
45,27 % a 79,41 % e na concentracdo de 16 mg/mL, este
maximo foi verificado em 300 minutos com percentual de
liberagdo de 88,23 %. Na concentragdo de B-caroteno de 30
mg/ml foi encontrado o maior tempo de liberacdo (16 dias),
sendo que o principio ativo foi 82,48 % liberado.

Em meio contendo solugcdo tampdo fosfato (pH 7,4) ndo foi
possivel obter valores das concentracdes nos intervalos de
tempo. Entretanto, pelos resultados expressos em termos de
absorbincia e tempo constatou-se que as quantidades do
principio ativo foram liberadas de forma controlada e
prolongada (60 dias de ensaio).

Por fim ressalta-se que os objetivos desta tese de doutorado
foram plenamente atingidos obtendo-se particulas de f-caroteno
e PHBV puras precipitadas na faixa micrométrica permitindo a
co-precipitacdo com bons percentuais de encapsulamento. Com
base nos comportamentos de liberacdo in vitro foi possivel

indicar que dependendo do meio de dissolucdo e da razdo entre
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agente encapsulante/principio ativo podem-se obter liberacdes
controladas (gradual ou rdpida) bem como, diferentes
percentuais de liberagdo. Neste contexto, acredita-se que foram
levantadas informagdes relevantes, principalmente em relagio
aos comportamentos de liberacdo, os quais poderdo ser
utilizados em diferentes estudos e aplicagdes industriais no

setor farmacéutico ou alimenticio.

5.2 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Abaixo sdo descritas algumas sugestdes, idéias e hipdteses para

continuidade deste trabalho:

Estudo de outros biopolimeros para possivel utilizagdio como
agentes encapsulantes, como por exemplo, poli-caprolactona,
PHBV:PCL a fim de verificar seu comportamento durante o
processo de precipitacio e co-precipitagao;

Promover outras formas de contato entre o soluto e o solvente
dentro da cimara de precipitagdo e verificar sua influéncia
direta no tamanho de particulas;

Estudar os fendmenos que envolvem o processo de
precipitacdo/encapsulamento;

Desenvolver uma metodologia de retirada do material
precipitado e co-precipitado dentro da camara evitando
possiveis alteragdes;

Realizar estudos com outros solventes na etapa de liberacio,

variando temperatura e agitacao;



121

Desenvolver uma metodologia de aplicagdo do [-caroteno
encapsulado em materiais ou substincias que permitam
verificar a influéncia deste no que diz respeito as caracteristicas
antioxidantes;

Modelagem matematica dos perfis de liberagdo do principio
ativo que contemple as representacdes adequadas dos
mecanismos envolvidos nesta etapa;

Iniciar estudos com outros principios ativos;
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APENDICE A

A.1 — Memorial dos Comportamentos de Liberacdo in vitro das

Particulas de f-caroteno Encapsuladas em PHBV

A Tabela Al e a Figura Al apresentam os valores das
concentra¢des de P-caroteno utilizadas para a construcdo da curva de
calibracdo bem como suas respectivas absorbancias médias (obtida por
triplicata de medida) em acetato de etila. A Tabela A2 apresenta na
seqiiéncia, as absorbancias médias (obtida por quintuplicatas de
observacdo) e as concentragdes liberadas nos intervalos de tempo para
os experimentos ES, E6, E7 e E8 mencionados na Tabela 4.6. Ainda, sdo
apresentados juntamente os respectivos percentuais de libera¢do (em
relacdo as respectivas massas iniciais de [-caroteno encapsulado

utilizada em cada ensaio).
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Tabela A1 - Valores de concentragdo de B-caroteno em acetato de etila e
absorbancia média (obtida por triplicata de medida) em espectro de UV-

VIS a 460 nm utilizados para a construcio da curva de calibragdo.

Concentragdo de B-caroteno Absorbancia média Desvio padrdo
[mg/ml] [UA] [UA]
0,0032 0,6232 0,0062
0,0016 0,2956 0,0037
0,0013 0,2574 0,0035
0,0010 0,2124 0,0031
0,0006 0,1165 0,0025
0,0003 0,0531 0,0045
0,0002 0,0209 0,0044

—  0,0040
'_E] Concentragio = (0,0052*absorbancia) + 0,00002
? R%2=0,9952
E 0,0030
3 0,0020
8
S 0,010 ®
[}
O

0,0000

0,0 0,1 0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbancia

Figura A1l - Curva padrio de absorbancia de -caroteno em 460 nm em funcdo

da sua concentrag@o em acetato de etila.



135

Tabela A2 - Ensaios de liberagdo in vitro das particulas de B-caroteno
encapsuladas em PHBV e submetidas a dissolu¢do em acetato de etila
na temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes

aqueles mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

Ensaios Tempo  Absorbancia Concentragdo Concentragdo  Liberacéo
[min] média [UA] liberada [mg/ml] méxima [mg/ml] [%]
0 0,0000 0,0000 0.00
1 0,1049 0,0005 11.55
3 0,2589 0,0013 29.15
5 0,4064 0,0021 46,01
e 10 0,3833 0,0020 0,0046 4337
15 0,3824 0,0020 4327
20 0,4094 0,0021 46.35
25 0,3994 0,0021 4521
30 0,3776 0,0019 271
0 0,0000 0,0000 0.00
1 0,2814 0,0014 35.37
2 0,4421 0,0023 55.86
3 0,5498 0,0028 69.59
7 0,5374 0,0028
= 10 0,5621 0,0029 0004 .
’ ’ 71,15
15 0,5563 0,0029 7041
20 0,5510 0,0028 69.74
25 0,5505 0,0028 69.68
30 0,5498 0,0028 69.58
0 0,0000 0,0000 0.00
1 0,0479 0,0023 15.30
*E 3 0,0784 0,0039 0,0150 25.95
5 0,0903 0,0045 29.90
10 0,1088 0,0055

36,30
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Continuagdo da Tabela A2 - Ensaios de liberacdo in vitro das particulas de (-
caroteno encapsuladas em PHBV e submetidas a dissolu¢do em acetato de etila na
temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes aqueles

mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

Ensaios Tempo  Absorbancia  Concentragido Concentragdo  Liberagdo

[min] média [UA] liberada [mg/ml] méxima [mg/ml] [%]

15 0,1387 0,0070 46,65
LT e e
’ ’ 4391

30 0,1290 0,0065 4330

0 0,0000 0,0000 0.00

1 0,1008 0,0050 10.49

3 0,1865 0,0095 19.93

5 0,2103 0,0107 22,52

% 10 0,2286 0,0117 0,0408 24,55
15 0,2510 0,0129 26.97

20 0,2365 0,0121 25.38

25 0,2356 0,0121 25.39

30 0,2263 0,0116 248

* Concentragdo obtidas por sucessivas dilui¢des (100ml).

A Tabela A3 e a Figura A2 apresentam, na seqiiéncia, os valores
das concentragdes de B-caroteno utilizadas para a construcido da curva
de calibracdo bem como suas respectivas absorbancias médias (obtidas

por triplicatas de medidas) em n-hexano.
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Tabela A3 - Valores de concentracdo de B-caroteno em n-hexano e
absorbancia média (obtida por triplicata de medida) em espectro de UV-

VIS a 460 nm utilizados para a construcio da curva de calibragdo.

Absorbancia Desvio
Concentragdo de B-caroteno [mg/ml]

média [UA] Padrao
0,0045 0,7283 0,0020
0,0011 0,2042 0,0038
0,0008 0,1600 0,0032
0,0005 0,0776 0,0020
0,0001 0,0062 0,0056

0,0050

Concentragio = (0,0062*absorbancia) - 0,00005
R2=0,9961

0,0040

0,0030

0,0020

0,0010

Concentragdo de B-caroteno [mg/mL]

0,0000

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Absorbancia [ UA]

Figura A2 - Curva padrio de absorbancia de -caroteno em 460 nm em funcdo

da sua concentracido em n-hexano.

Pelo valor do coeficiente de regressdo encontrado para os valores
das concentragdes de [-caroteno e suas respectivas absorbancias

) e 2
constata-se que 0 mesmo apresentou-se proximo ao valor unitério (R” =
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0,9961) podendo entdo ser adotada esta curva para a determinagdo das
concentragdes do principio ativo nos intervalos de tempo estudados. A
Tabela A4 apresenta as absorbancias médias (obtidas por quintuplicatas
de observagdo) e as concentracdes liberadas nos respectivos tempos para
os experimentos E5, E6, E7 e E8 juntamente com os percentuais de
liberagdo (em relacdo as respectivas massas iniciais de [P-caroteno

encapsulado utilizada em cada ensaio).

Tabela A4 - Ensaios de liberagdo in vitro das particulas de B-caroteno
encapsuladas em PHBV submetidas a dissolucdo em n-hexano na
temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes

aqueles mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

Ensaios Tempo Absorbancia  Concentragdo Concentragdo  Liberagdo

[min] média [UA] liberada [mg/ml] méxima [mg/ml] [%]

0 0,0000 0,0000 0,00
1 0,1011 0,0006 13.54
3 0,2354 0,0014 33.08
6 0,2972 0,0018 42,09
3 10 0,2512 0,0015 0,0043 3538
13 0,2556 0,0015 36,02
20 0,2448 0,0015 3445
25 0,2381 0,0014 3348
30 0,2192 0,0013 30.73

0 0,0000 0,0000 0,00
1 0,3307 0,0020 20,42
T
’ ’ 48,43
10 0,5279 0,0032 47.40
15 0,5146 0,0031

46,19
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Continuagdo da Tabela A4 - Ensaios de liberacdo in vitro das particulas de (-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolugdo em n-hexano na
temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes aqueles

mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

Ensaios Tempo Absorbancia  Concentragdo Concentragdo  Liberacéo
[min] média [UA] liberada [mg/ml] mdxima [mg/ml] [%]
20 0,5129 0,0031 46,03
8 25 0,5113 0,0031 0,0068 45,89
30 0,5082 0,0031 45,60
0 0,0000 0,0000 0.00
1 0,0913 0,0052 23.88
3 0,1492 0,0088 40,19
6 0,1776 0,0105 4826
& 10 0,2047 0,0122 0,0218 55.96
15 0,1946 0,0116 53.08
20 0,1900 0,0113 51.79
25 0,1896 0,0113 51.88
30 0,1826 0,0108 49.59
0 0,0000 0,0000 0.00
1 0,1004 0,0057 13.82
3 0,1744 0,0103 25,00
7 0,2575 0,0155 37.49
10 0,2694 0,0162 39.27
% 15 0,2685 0,0159 0,0413 38.63
20 0,2983 0,0180 43.63
25 0,2944 0,0178 43.03
30 0,2999 0,0181 43.86
35 0,2968 0,0179 4339
45 0,2877 0,0173 41,94

* Concentragdo obtidas por sucessivas dilui¢des (100ml).
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A seguir sdo apresentados os valores das concentragdes de [-
caroteno utilizadas para a construg¢iio da curva de calibragdo bem como
suas respectivas absorbancias médias (obtidas por triplicatas de medida)
em etanol anidro (Tabela AS e Figura A3). Novamente verificou-se um

bom valor do coeficiente de regressio (R2 = 0,9984), podendo utilizar

tais padrdes para o cdlculo das concentragdes de B-caroteno liberadas.

Tabela AS - Valores de concentragdo de B-caroteno em etanol anidro e

absorbancia média (obtida por triplicata de medida) em espectro de UV-

VIS a 460 nm utilizados para a construcio da curva de calibragdo.

Concentragdo de [3-caroteno [mg/ml] Absorbancia Desvio
média [UA] padrdo

0,0166 0,7841 0,0026

0,0116 0,5674 0,0023

0,0083 0,4169 0,0060

0,0050 0,2660 0,0040

0,0017 0,1022 0,0034

0,0008 0,0475 0,0067
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0,0200
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£ 00160
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g 0,0120
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0,0000

Concentragio = (0,0214*absorbancia) - 0,0005
R2=0,9984
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbancia

0,8

Figura A3 - Curva padrio de absorbancia de -caroteno em 460 nm em funcdo

da sua concentragao em etanol anidro.

A Tabela A6 apresenta as absorbancias médias (obtidas por

quintuplicatas de observagdo) e conseqiientemente as concentragdes

liberadas nos respectivos tempos para os experimentos E5, E6, E7 e E8

juntamente com os percentuais de liberacdo (em relagdo as respectivas

massas iniciais de B-caroteno encapsulado utilizada em cada ensaio)

para os experimentos de liberagdo em etanol anidro.
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Tabela A6 - Ensaios de liberagdo in vitro das particulas de B-caroteno

encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em etanol anidro na

temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes

aqueles mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

) Tempo Absorbancia  Concentragéo Concentragdo  Liberacéo

Ensaio [min] média [UA] liberada [mg/ml] maéaxima [mg/ml] (%)
0 0,0000 0,0000 0.00

1 0,0328 0,0000 0.00

3 0,0602 0,0000 0.00

5 0,0416 0,0000 0.00

7 0,0201 0,0000 0.00

10 0,0155 0,0000 0.00

15 0,0197 0,0000 0.00

20 0,0284 0,0001 2,51

25 0,0299 0,0001 3.6

el 30 0,0252 0,0000 0,0043 0.91
40 0,0302 0,0001 338

50 0,0403 0,0004 8.39

60 0,0413 0,0004 8.87
70 0,0505 0,0006 13.43

80 0,0520 0,0006 1421
100 0,0569 0,0007 16,62
110 0,0578 0,0007 17.07
120 0,0637 0,0009 19.98
140 0,0730 0,0011 24,60
160 0,0753 0,0011 2571
180 0,0845 0,0013 30.27
200 0,0990 0,0016 37.49
220 0,1148 0,0020 4527
240 0,1114 0,0019

43,60
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Continuagdo da Tabela A6. Ensaios de liberagdo in vitro das particulas de (-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em etanol anidro na
temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes aqueles

mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

- Tempo Absorbancia  Concentracdo Concentragio Liberagdo

Ensaio [min] média [UA] liberada [mg/ml] méxima [mg/ml] [%]
260 0,1131 0,0019 44.46
8 280 0,1114 0,0019 0,0043 43,61
300 0,1105 0,0019 43.18
0 0,0000 0,0000 0.00
5 0,0617 0,0008 10,98
10 0,0900 0,0014 19.06
20 0,0955 0,0015 20,63
30 0,1202 0,0021 27.69
50 0,1262 0,0022 29,42
60 0,1387 0,0025 33.01
80 0,1733 0,0032 42.90
90 0,1829 0,0034 0,0075 45.63
100 0,1910 0,0036 47.97
. 120 0,2117 0,0040 53.87
m 140 0,2473 0,0048 64.06
160 0,2705 0,0053 70,69
180 0,2943 0,0058 77.53
210 0,2941 0,0058 77.46
240 0,2958 0,0058 77.95
270 0,2994 0,0059 78.97
300 0,3009 0,0059 79.41

0 0,0000 0,0000 0,00

5 0,0648 0,0009 7,81
= 10 0,0820 0,0013 00113 11,07

20 0,0995 0,0016 14,38
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Continuagdo da Tabela A6. Ensaios de liberagdo in vitro das particulas de (-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em etanol anidro na
temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes aqueles

mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

. Tempo Absorbancia  Concentragio Concentragio Liberacéo
Ensaio [min] média [UA] liberada [mg/ml] méxima [mg/ml] [%]
30 0,1300 0,0023 20,12
40 0,1421 0,0025 22,40
50 0,1567 0,0029 25.15
60 0,1825 0,0034 30,03
80 0,2180 0,0042 36.72
90 0,2514 0,0049 43.03
100 0,2596 0,0051 44,58
120 0,3027 0,0060 52,71
140 0,3412 0,0068 59.98
E7 160 0,3744 0,0075 0,0113 66,24
180 0,3969 0,0080 70,50
210 0,4089 0,0082 72.75
240 0,4421 0,0090 79.02
270 0,4666 0,0095 83.64
300 0,4883 0,0100 87.75
330 0,4883 0,0099 87.73
360 0,4909 0,0100 $8.23
390 0,4897 0,0100 88.01
420 0,4906 0,0100 88.17
0 0,0000 0,0000 0.00
5 0,0870 0,0014 2.58
1 2 14
& 1(5) g,g; 2,3216 00527 =
’ ’ 3,07
20 0,1241 0,0022 4,09
25 0,1379 0,0025

4,65
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Continuagdo da Tabela A6. Ensaios de liberagdo in vitro das particulas de (-
caroteno encapsuladas em PHBV submetidas a dissolu¢do em etanol anidro na
temperatura de 40 °C e 80 rpm. Ensaios E5, E6, E7 E8 referentes aqueles

mencionados na Tabela 4.6 no tempo de 20s.

~ Tempo Absorbancia Concentragio Concentragio Liberagdo

Ensaio [min] média [UA] liberada [mg/ml] mdxima [mg/ml] [%]
30 0,1545 0,0028 5,32

40 0,1878 0,0035 6,68

50 0,2100 0,0040 7,58

60 0,2335 0,0045 8,53

75 0,2632 0,0051 9,74
90 0,3043 0,0060 11,41
110 0,3368 0,0067 12,73
120 0,3395 0,0068 12,84
150 0,3857 0,0078 14,71
180 0,4428 0,0090 17,03

E8 0,0527

210 0,4684 0,0095 18,07
240 0,5151 0,0105 19,97
270 0,5210 0,0106 20,21
300 0,5468 0,0112 21,26
330 0,5828 0,0120 22,72
360 0,5968 0,0123 23,29
390 0,5905 0,0121 23,03
420 0,6025 0,0124 23,52
450 0,6030 0,0124 23,54
480 0,6055 0,0125 23,64

A Tabela A7 os resultados das concentragdes liberadas bem como
os desvios em relacdo aquelas inicialmente obtidas para os ensaios de

liberacdo in vitro do experimento E8 (B-caroteno: 30mg/ml e PHBV:
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30mg/ml) submetido a dissolugdo em acetato de etila e hexano na

temperatura de 40 °C e 80 rpm.

Tabela A7 - Ensaios de liberagdo in vitro do experimento E8 (f3-
caroteno: 30mg/ml e PHBV: 30mg/ml) submetido a dissolu¢do em

acetato de etila e hexano na temperatura de 40 °C e 80 rpm.

Tempo Concentragdo liberada [mg/ml] Desvio
Ensaio
[min] Inicial* Réplica Padrdo
0 0,0000 0,0000 0,0000
1 0,0057 0,0063 0,0003
3 0,0103 0,0116 0,0007
7 0,0155 0,0170 0,0008
10 0,0162 0,0180 0,0009
n-hexano 15 0,0159 0,0177 0,0009
20 0,0180 0,0174 0,0003
25 0,0178 0,0181 0,0002
30 0,0181 0,0172 0,0004
35 0,0179 0,0184 0,0002
45 0,0173 0,0182 0,0005
0 0,0000 0,0000 0,0000
1 0,0050 0,0063 0,0007
3 0,0095 0,0095 0,0000
5 0,0107 0,0111 0,0002
Acetato de etila 10 0,0117 0,0126 0,0005
15 0,0129 0,0127 0,0001
20 0,0121 0,0129 0,0004
25 0,0121 0,0128 0,0004
30 0,0116 0,0128 0,0006

* Valores das concentragdes liberadas nos meios contendo n-hexano e acetato de

etila expressas na Tabela 4.10 e 4.8, respectivamente.
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