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RESUMO

Nosari, A. B. F. L. Desenvolvimento de microparticulas contendo 6leo de café
verde por spray congealing. 2012. 116f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2012.

Os carreadores micro e nanoparticulados como os lipossomos, nanoparticulas
poliméricas e microparticulas e nanoparticulas lipidicas solidas sao investigadas por
suas vantagens em relagdo as formulagbes tradicionais, tais como: liberagdo
sustentada dos ativos, minimizar efeitos colaterais, aumentar estabilidade fisico-
quimica das moléculas labeis, diminuir a toxicidade entre outras. As microparticulas
lipidicas solidas produzidas neste trabalho sdo compostas de cera de abelha e 6leo
de café verde, este 6leo € um produto rico em &acidos graxos, esteréis, di e
triterpenos e tocoferdis. Para a produgao destas microparticulas foi escolhida a
técnica de spray congealing, que € considerada rapida e ambientalmente correta,
uma vez que nao utiliza nenhum tipo de solvente. As misturas fundidas contendo
concentracbes determinadas de oleo de café verde e cera de abelha foram
atomizadas numa camara de resfriamento onde houve a solidificagdo e formagao
das microparticulas. Foi utilizado um planejamento experimental do tipo Box-
Behnken, que auxiliou na avaliagcdo dos resultados obtidos, verificando a influéncia
das diversas variaveis do processo. As microparticulas foram caracterizadas por
analise térmica, microscopia de varredura eletrbnica, tamanho, atividade
fotocatalitica, eficiéncia de encapsulacdo e estabilidade. A avaliacdo das
microparticulas mostrou que a concentragao do 6leo de café verde foi a variavel que
mais influenciou no processo. Em concentracbes maiores, este 6leo aumenta a
viscosidade da mistura fundida atomizada, aumentando o tamanho da particula
formada e provocando maiores imperfeicbes em sua superficie, o que foi confirmado
por um estudo reolégico das misturas de cera de abelhas e 6leo de café verde. Os
tamanhos das microparticulas obtidas em diferentes condi¢ées de spray congealing
variaram de 50 a 140 uym, e estdo adequadas para que nao ocorra a sua penetracao
cutanea. O estudo de atividade fotocatalitica demonstrou que o 6leo de café verde
microencapsulado apresenta propriedades de protecido antioxidante ao dleo de
ricino muito maiores do que o 6leo puro. A composi¢cdo do 6leo de café verde em
relacdo ao acido linoléico, palmitico, oléico e estearico, determinada por
cromatografia a gas com espectrometria de massa esta de acordo com o encontrado
na literatura. As microparticulas formadas a partir de misturas contendo 40% de 6leo
de café verde apresentaram melhor estabilidade e melhor acdo na protecdo de
outras substancias contra a oxidagao. No teste de estabilidade acelerada, usando o
acido linoléico como marcador quimico, as perdas corresponderam a 27, 6 e 3%
para as microparticulas encapsuladas com 20, 30 e 40% de d6leo de café verde,
respectivamente. No mesmo teste, a perda de acido linoléico foi de 45% para o 6leo
nao encapsulado. Os resultados demonstram que a microencapsulacao do éleo de
café verde pode ser uma excelente alternativa para a protecdo deste contra a
oxidagao e que o processo de spray congealing, bem como a cera de abelhas foram
escolhas adequadas para a sua preparacgao.

Palavras-chaves: oleo de café verde, microparticulas lipidicas sodlidas, spray
congealing.
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ABSTRACT

NOSARI, A. B. F. L. Development of microparticles containing green coffee oil
by spray congealing. 2012. 116f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto,
2012.

The micro and nanoparticulate carriers such as liposomes, polymeric nanoparticles
and solid lipid nanoparticles and microparticles are investigated for their advantages
over traditional formulations such as sustained release of the drugs, minimize side
effects, increase physical and chemical stability of labile molecules, decrease toxicity
among others. The solid lipid microparticles produced in this work are composed of
beeswax and green coffee oil, this oil is a product rich in fatty acids, sterols,
tocopherols and di and triterpenes. For the generation of microparticles was chosen
spray congealing technique, which is considered fast and environmentally friendly,
since it does not use any type of solvent. The molten mixtures containing certain
concentrations of green coffee oil and beeswax were atomized in a cooling chamber
where there was solidification and formation of microparticles. We used an
experimental design like Box-Behnken, who assisted in the evaluation of the results,
checking the influence of various process variables. The microparticles were
characterized by thermal analysis, scanning electron microscopy, size, photocatalytic
activity, encapsulation efficiency and stability. The evaluation of the microparticles
showed that the green coffee oil concentration was the variable that most influenced
the process. At higher concentrations, this oil increases the viscosity of the molten
mixture atomized, increasing the size of the particle formed and causing major
imperfections on its surface, which was confirmed by a study of the rheological
mixture of beeswax and green coffee oil. The sizes of the microparticles obtained at
different spray congealing conditions ranged from 50 to 140 um, and are not suitable
for your skin penetration occurs. The study showed that the photocatalytic activity of
green coffee oil microencapsulated has properties antioxidant protection to castor oil
much higher than the pure oil. The composition of green coffee oil relative to linoleic,
palmitic, oleic and stearic acids, determined by gas chromatography with mass
spectrometry is consistent with findings in the literature. The microparticles formed
from mixtures containing 40% of green coffee oil showed better stability and better
action in protecting other substances from oxidation. In accelerated stability test,
using linoleic acid as a chemical marker, the losses amounted to 27, 6 and 3% for the
microparticles containing 20, 30 and 40% green coffee oil, respectively. In the same
test, the loss of linoleic acid was 45% for the unencapsulated oil. The results show
that the microencapsulation of green coffee oil can be an excellent alternative for
protection against this oxidation and that the spray congealing process, as well as
beeswax were appropriate choices for their preparation.

Keywords: green coffee oil, solid lipid microparticles, spray congealing.
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Introducio 20

1. INTRODUCAO

1.1 Cosméticos e Inovagao Tecnoldgica

Dentre as variaveis relacionadas ao desenvolvimento, pode-se dizer que a
tecnologia exerce um dos papéis mais importantes na competitividade de um
determinado setor. Atualmente as empresas estao se nivelando quanto aos aspectos
de qualidade e produtividade, sendo assim, a gestdo da tecnologia passou a ser um
importante diferencial para esta competitividade (AVELAR; SOUZA, 2006). A
inovacao tecnologica permite um aumento da eficiéncia de um processo produtivo
ou o desenvolvimento de um produto novo ou aprimorado.

A industria de cosméticos € um dos inumeros setores que veem adotando
estratégias tecnoldgicas para o desenvolvimento de novos produtos ou processos.
Desde tempos imemoriaveis os seres humanos fazem uso de produtos cosméticos,
seja para perfumar, embelezar ou cuidar da pele. Nos ultimos anos houve um
aumento da preocupacédo de mulheres e homens com a aparéncia o que levou a um
maior cuidado com a pele, no intuito de corrigir imperfeicbes ou tentar prevenir ou
retardar o aparecimento de sinais de envelhecimento, tornando os cosméticos um
investimento em qualidade de vida e bem estar, melhorando a autoestima. Com
essa nova postura, o mercado de produtos cosmeéticos vem aumentando,
estimando-se um crescimento de 7,4% no setor em 2012 (KUMAR, 2005;
SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005; BRANDT; CAZZANIGA; HANN, 2011).

O crescimento da industria de cosméticos € marcante também no Brasil, que
segundo uma pesquisa feita em 2011 pela Associacao Brasileira da Industria de
Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), ocupa o primeiro lugar na
América Latina no mercado consumidor de produtos de higiene pessoal, perfumaria
e cosmeéticos e o terceiro lugar no mercado mundial, perdendo apenas para Estados
Unidos e Japao, sendo estimado um faturamento anual maior que R$ 27 bilhdes.

O crescimento deste setor e o aumento da competitividade exigem das
empresas a busca constante por produtos inovadores ou a reformulagdes de
embalagens e processos. Esse fato leva as industrias de ponta do setor a investirem
em pesquisas 0 que traz inumeros avangos na area cosmetoldgica permitindo a
formulacdo de produtos mais eficazes e estaveis e também torna possivel a
producao de novos sistemas de liberagdo. Dessa forma considera-se que 0 marco

fundamental para este setor esta centralizado em pesquisas feitas para o
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desenvolvimento de novos sistemas para a incorporacdo de ativos cosméticos
(SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005).

Dentre os avangos tecnoldgicos existentes na area de cosméticos destaca-se
a producao de sistemas micro e nanoparticulados. Segundo Marcato (2009) estes
sistemas sdo investigados por apresentarem diversas vantagens com relagdo as
formulagdes tradicionais, dentre elas: obter uma liberacdo controlada de ativos,
minimizar efeitos colaterais, solubilizar ativos lipofilicos, aumentar estabilidade fisico-

quimica de moléculas labeis, diminuir a toxicidade entre outras.

1.2. O Oleo de Café Verde

Como exemplo de uso dos 6leos vegetais em produtos cosmeéticos, temos o
Oleo de café verde (OCV), o qual é extraido das sementes do café (Coffea arabica
L.) ndo amadurecido, ou verde. Esta planta arbérea da familia Rubiaceae é
mundialmente conhecida por seus frutos elipsdides ou oblongos que fornecem uma
das bebidas mais consumidas do mundo. A planta do café é um arbusto pequeno
que atinge de 3 a 4 metros de altura, encontrada nas regides tropicais da Ameérica do
Sul, Asia e Africa. Pertence ao género Coffea e a familia das Rubiaceas. Essa
familia abriga mais de 10 mil espécies, dentre elas, as duas com maior importancia
comercial sao Coffea arabica Linn. e Coffea canephora Pierre, conhecidas
respectivamente como arabica e robusta (LAGO, 2001).

Recentemente o 6leo extraido das sementes de graos verdes de café vem
sendo bastante estudado por suas propriedades sobre a pele (PEREDA et al., 2009;
SAVIAN et al., 2011). Outra vantagem para o uso deste 6leo é o fato de poder ser
extraido por processos mecanicos nao utilizando nenhum tipo de solvente organico,
sendo portanto uma técnica ambientalmente amigavel.

Cremes e o6leos de café verde sao utilizados ha muito tempo no Canada e
Estados Unidos, porém no Brasil, apesar de ser um grande produtor de café,
produtos com este 6leo chegaram ao mercado ha pouco tempo e ainda existe uma
escassez de dados publicados sobre este assunto em nosso pais. Este 6leo é rico
em fitosterdis que promovem excelente hidratacdo, rapida penetragcdo e boa
aderéncia, além de ser rico em acidos graxos essenciais (PEREDA et al., 2009;
SPEER; KOLLING-SPEER, 2006).

Estudos recentes mostraram que esse Oleo tem efeito regenerativo e

hidratante da pele e por ter efeito estimulante pode ser usado também em
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formulagcbes para reducdo de celulite, além de proteger a pele contra os danos
causados pelas radiagcdes solares, através da sua acdo antioxidante, podendo
aumentar o fator de protec&o dos filtros solares (PEREDA et al., 2009).

A propriedade de protegdo da pele contra as radiagbes solares e
ressecamento provavelmente se deve ao fato do 6leo de café verde (OCV) ser rico
em acidos graxos insaturados com propriedades hidratantes. O OCV é extraido do
grao que por sua vez é constituido de proteinas, agucares e uma fragao lipidica.
Segundo Poisson (1979), esta fracao lipidica pode ser dividida em trés categorias:
acidos graxos derivados de glicerideos e fosfolipidios; constituintes da matéria
insaponificavel, esterdis, di e triterpenos e tocoferdis e constituintes da cera que
recobre o grao.

De acordo com Maier, Matzel (1982) e Folstar (1985), a fracao lipidica do
café tem como principais componentes os triglicerideos (75,2%), ésteres de alcoois
diterpénicos e acidos graxos (18,5%), alcoois diterpénicos (0,4%), ésteres de
esterois (3.2%), esterdis (2,2%), tocoferdis (0,04 a 0,06%), fosfatideos (0,1 a 0,5%) e
derivados de triptamina (0,6 a 1,0%). Segundo Pereda, et al (2009) no éleo de café
verde sdo encontrados os seguintes acidos graxos: acido palmitico (33%), acido
estearico (9,1%), acido oleico (9,0%), acido linoleico (42,9%), acido linolénico
(1,27%) e acido araquidico (3,9%).

Muitos destes compostos apresentam efeito protetor contra danos causados a
pele, tais como queimaduras solares e fotoenvelhecimento, por isso tém sido sérios
candidatos a ativos em composi¢cdes dermocosméticas (NAKAYAMA et al, 2003;
BOELSMA; HENDRIKS; ROZA, 2001).

1.3. Microparticulas e os Cosméticos

O uso das microparticulas (MP) para o preparo de formulagbes cosméticas
nao se restringe apenas ao desenvolvimento de novos sistemas de liberagao,
podendo ser utilizadas também para minimizar efeitos colaterais, solubilizar ativos
lipofilicos, aumentar estabilidade, diminuir a toxicidade ou proteger ativos contra a
oxidagdo (MARCATO, 2009; CAO-HOANG; FOUGERE; WACHE, 2011).
Substancias oleosas liquidas também sao microencapsuladas por matrizes que
podem protegé-las contra a peroxidagdo lipidica que €& a principal causa de
deterioragdo dos materiais graxos (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). As

microparticulas lipidicas solidas (MLSs) sdo um sistema de transporte de farmacos
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muito promissor devido a utilizagdo de lipidios como carreadores, estes possuem
biocompatibilidade favoravel e menor toxicidade em comparagdo com muitos
polimeros (PASSERINI et al., 2010).

Para a obtencao de sistemas microparticulados podem ser utilizadas matrizes
de origem natural, como por exemplo as ceras naturais com diferentes graus de
purificacdo ou ultra refinagdo como a cera de abelha, cera de carnauba, cera de
cupuagu, entre outras, ou podem ser sintéticas tais como polietilenoglicol, parafina,
vaselina, Gelucires®, monoestearato de glicerila, polivinilpirrolidona, acido estearico,
entre outras. Dentre estas destaca-se a cera de abelha purificada, um produto de
origem natural que apresenta caracteristicas fisico-quimicas apropriadas para a

producao das microparticulas contendo 6leo de café verde.

1.4. Métodos de Producao de Microestruturas Contendo Lipidios

Existem diversos métodos para producdo de microparticulas tais como o leito
fluidizado, a coacervagcao, o spray drying, o spray congealing, entre outras. Dentre
estes métodos destaca-se o spray congealing, pois trata-se de uma técnica que
garante inUmeras vantagens quando comparada as tradicionais, uma vez que é
segura, rapida, econbmica e ecologicamente correta pois dispensa o uso de
qualquer tipo de solvente, sejam eles aquosos ou organicos.

O spray congealing é definido como um processo pelo qual ha formagao de
microparticulas a partir da pulverizagdo do ativo dissolvido ou disperso num
carreador fundido (geralmente 10°C acima do ponto de fusdo do carreador) em uma
camera de resfriamento onde as goticulas pulverizadas entram em contato com o ar
frio, causando a solidificacdo do material e a formagdo das microparticulas
(MCCARRON; DONNELLY; AL-KASSAS, 2008). E um método conveniente para
transformar matérias-primas fundidas em fluxo livre de particulas de tamanho
controlado, sendo uma técnica rapida que produz microparticulas em uma unica
etapa (PASSERINI et al., 2006). Apesar de suas inumeras vantagens o spray
congealing ainda é muito pouco estudado no Brasil o que torna importante o estudo
desta técnica no pais, uma vez que encontra aplicacdo na industria quimica,
alimenticia, farmacéutica e de cosméticos.

Espera-se que as microparticulas contendo OCV aliem as valiosas
propriedades cosméticas dos constituintes da fracédo lipidica deste 6leo com as

vantagens dos sistemas microparticulados. Os lipidios fazem parte da composi¢cao
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da membrana extracelular do extrato cérneo e podem ser carreadores apropriados
para ativos dermocosmeéticos.

Sendo os sistemas microestruturados alternativas para a protecéo de ativos
oleosos e uma possibilidade para o desenvolvimento de um novo sistema de
liberacdo se faz necessario estudos nesta area uma vez que o uso de 6leos naturais
€ muito comum na industria cosmética (KAUR; SARAF, 2010; SAVIAN, et al., 2011;
PARDAUIL et al., 2011). Porém estudos utilizando sistemas microparticulados
contendo esses Oleos naturais ainda sdo muito pouco encontrados na literatura
cientifica. Sendo assim pesquisas como esta podem trazer inumeros beneficios,
incluindo o desenvolvimento de novos produtos e/ou novos processos e avangos
tecnologicos permitindo o crescimento e a competitividade deste setor tao

importante para a economia deste pais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Os dleos vegetais e a oxidagao lipidica

Devido a um importante papel na formulagdo de produtos, os 6leos vegetais
sao amplamente utilizados principalmente na industria cosmética, farmacéutica e
alimenticia. Estes lipidios podem agir como emulsionantes, emolientes lubrificantes
ou modificadores de viscosidade em produtos cosméticos (GASSENMEIER et
al.,1998).

Muitos acidos graxos (AG) estdo presentes nos Oleos vegetais como os
acidos linoleico e linolénico que, segundo Beveridge et al. (1999), apresentam
propriedades terapéuticas para o alivio do eczema crénico e da dermatite.

Os oOleos vegetais representam alguns dos principais produtos extraidos de
plantas da atualidade, sdo constituidos principalmente por triacilglicerdis (> 95 %) e
mono e diacilglicer6is em menores quantidades. A obtencdo pode ser feita por
métodos fisicos como prensagem a frio das sementes ou quimicos usando um
solvente extrator (REDA; CARNEIRO, 2007).

Sao insoluveis em agua (hidrofobicas) e formados principalmente por ésteres
de triacilglicerdis (TG), produto resultante da esterificacdo entre o glicerol e trés
acidos graxos (MORETTO; FETT, 1998).

Os triacilglicerdis (Figura 1) sdo compostos insoliveis em agua e em
temperatura ambiente possuem uma consisténcia de liquido para sélido. Quando
sdo solidos a temperatura ambiente sdo chamados de gorduras e quando estédo sob
forma liquida sédo chamados de 6leos (GIESE, 1996).

H-G-0-R
HCOR
HCOR

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Triacilglicerol

Figura 1. Estrutura geral de um triacilglicerideo (tri-éster oriundo da combinac&o entre
glicerol e acidos graxos).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fd/TriacilglicerolGer.png

Revisdo da Literatura 27

Os dleos vegetais apresentam constituintes lipidicos ndo saponificaveis, tais
como hidrocarbonetos, tocoferdis, esterois, alcoois terpenos, além de compostos
fendlicos que podem atuar como agentes antioxidantes (BOSKU; MORTON, 1976).

Estes oleos podem ser classificados de acordo com a quantidade de
insaturagdes (duplas ligagbes) presentes na cadeia carbdnica: saturados, nao
possuem dupla ligacdo; mono-insaturados, uma dupla ligagdo e poli-insaturados,
duas ou mais ligagdes duplas (ASADAUSKAS; PEREZ; DUDA, 1996). A Figura 2

mostra a estrutura dos tipos de acidos graxos.

Ponto

de Insaturacio de Insaturacio

MONOINSATURADOD

POLIINSATURADO
SATURADOD

Fonte:http://www.azeite.com.br/index.php?option=com_content&view=article&id=1414:acidos-graxos-definicao-e-classificacao&catid=71:referencias-
cientificas&ltemid=115

Figura 2. Tipos de acidos graxos

Os acidos graxos sao acidos carboxilicos de cadeia longa, que podem
aparecer livres ou esterificados em uma molécula de glicerol. Os acidos graxos
saturados apresentam apenas ligagdes simples entre os carbonos e possuem pouca
reatividade quimica. Por outro lado, os acidos graxos insaturados apresentam uma
ou mais ligacdes duplas em sua cadeia carbdnica, sendo mais reativos e mais
suscetiveis a oxidagao (GIESE, 1996).

Quando expostos a altas temperaturas ou armazenados em atmosfera de
oxigénio, os Oleos e gorduras se deterioram, promovendo alteragdes como:
autoxidagao, oxidagao térmica, além de modificagdes fisicas, quimicas e nutricionais
(HELLIN; CLAUSELL, 1984). Sendo assim a oxidacado dos acidos graxos ocorre por

diferentes vias, dependendo do meio e dos catalisadores, por meio de mecanismos
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quimicos, como a fotoxidacdo e a autoxidagdo, ou por mecanismos enzimaticos
(SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

A presencga de triglicerideos com insaturagdbes aumenta a velocidade de
oxidacéo nos Oleos vegetais. Esta oxidagao pode ocorrer pelo mecanismo do radical
livre, devido a decomposicao de perdxidos e hidroperdoxidos nos acidos e aldeidos,
sendo esse processo acelerado quando exposto a altas temperaturas. A rancidez
oxidativa € um dos principais tipos de oxidagdo estudados em odleos (Souza et al,
2004).

A rancidez oxidativa € o resultado de complexos processos na oxidagao de
um lipidio. A Figura 3 ilustra a autoxidagéo lipidica, que ocorre em cadeia e esta
associada a reacdo do oxigénio com acidos graxos insaturados, ocorrendo em trés

etapas:

Iniciagio RH — R'+H

Propagacéo R*+0, — ROO®

ROO*+RH — ROOH + R®

Término ROO*+R* — ROOR

ROO'+ROO* — ROOR O, \ Frodutos

Estaveis
R°*+R* — RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R” - Radical livre;
ROO?" - Radical perdxido e ROOH - Hidroperdxido

Fonte: Ramalho; Jorge, 2006
Figura 3. Esquema geral da reacao de autoxidagao lipidica.

* Iniciagdo: esta fase ocorre quando um atomo de hidrogénio é retirado de uma
molécula de acido graxo, formando radicais livres (R¢), em condi¢gbes favorecidas
por luz e calor.

* Propagacéo: envolve a reagao dos radicais livres (R¢), estes sdo muito susceptiveis
ao ataque do oxigénio molecular e atmosférico formando outros radicais e,

consequentemente, o aparecimento dos produtos primarios de oxidacao (peroxidos
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e hidroperoxidos). O radical peréxido (ROO-¢) pode capturar um atomo de hidrogénio
de outro &cido graxo insaturado e propagar uma reacdo em cadeia. Os
hidroperoxidos (ROOH) produzidos podem formar outros radicais como a hidroxila
(HO-) e alcoxil (RO), capazes de propagar ainda mais a oxidacdo. Esses fatores
resultam em um processo autocatalitico.

* Término: ocorre com a reacao entre dois radicais, com a formacgao de produtos
estaveis (produtos secundarios de oxidacdo) (RAMALHO; JORGE, 2006).

Existem véarios fatores que influenciam a taxa de oxidacdo de um lipidio,
entre eles: qualidade do 6leo ou gordura, condigdes de armazenamento (luz, calor),
area superficial exposta ao oxigénio atmosférico, entre outros.

Segundo Jorge, Goncalves (1998) a autoxidacdo de 6leos e gorduras pode
ser evitada pela diminuicdo da incidéncia dos fatores que a favorecem, como por
exemplo:

- Manterem minimos os niveis de energia (temperatura e luz) responsaveis pelo
desencadeamento do processo de formacéao de radicais livres;

- Evitar a presenca de tracos de metais no 0leo;

- Evitar o contato com oxigénio;

- Bloquear a formacéo de radicais livres por meio de antioxidantes.

Os Oleos vegetais contém diferentes variedades de antioxidantes e
estabilizantes naturais como tocoferdis e esterdis que apresentam um papel
importante na inibicdo da degradacao lipidica. Alguns 6leos vegetais apresentam
melhores acdes contra a degradacdo do que outros, devido a uma composicao
especial de acidos graxos, antioxidantes e estabilizantes (BELINATO, 2010).

2.1.1. Avaliagao da estabilidade oxidativa em 6leos e gorduras

A luz e o oxigénio sdo alguns dos fatores que induzem as reagdes de
oxidacdo levando a uma modificacdo nas propriedades fisicas e quimicas de
substancias, entre elas os 6leos e as gorduras. Os lipideos contém varios acidos
graxos que diferem ndo apenas por suas propriedades quimicas e fisicas, como
também na susceptibilidade a oxidacdo. Esta oxidacdo pode ser influenciada
também pela energia térmica, presengca de acidos graxos livres, mono e
diacilglicerois, metais de transi¢cao, peréxidos, pigmentos e antioxidantes (CHOE;
MIN, 2006).

Dessa forma, o desenvolvimento de compostos indesejaveis provenientes da
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oxidagao lipidica € um problema a ser resolvido, com a finalidade de prolongar a
vida util de 6leos e gorduras (GORDON, 2001).

Testes feitos para avaliar a estabilidade oxidativa e a atividade antioxidante de
Oleos e gorduras sao ferramentas indispensaveis para o estudo e solugdo dos
problemas relacionados a oxidagéo lipidica.

Para avaliar a oxidagcao e, consequentemente, os antioxidantes presentes em
Oleos e gorduras, podem ser utilizados testes acelerados de estabilidade oxidativa.
Dentre estes testes destaca-se o Rancimat, que possui ampla aceitagdo devido a
facilidade de uso, baixo custo, reprodutibilidade, além de operar sem a utilizacdo de
reagentes quimicos, sendo considerado um importante método para a determinagao
da oxidacgao térmica em lipidios (JAIN, SHARMA, 2010; MENDONCA, 2009).

O Rancimat foi desenvolvido com base no método do oxigénio ativo (AOM).
Neste método a oxidacdo é induzida por meio de uma corrente de ar e pelo

aquecimento da amostra, ilustrado na Figura 4.

Célula de
Condutividade

|

X ez
Oleo + - cg

Amostra
\&/

T

Aquecimento

Figura 4. Esquema geral do teste Rancimat (adaptado de Jain, Sharma, 2010)
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Durante o processo de oxidacao, sdo liberadas substancias volateis que séo
expelidas para um frasco contendo agua destilada e um eletrodo, para medir sua
condutividade, que aumenta de acordo com a quantidade de substancias volateis
adicionadas.

De acordo com Silva e colaboradores (1999), a avaliagdo do teor de acidos
volateis é feita usualmente por condutometria. Esta analise é feita através do registo
das variagbes da condutividade da agua destilada, na qual se faz a coleta dos
compostos volateis produzidos. Normalmente estes compostos sao formados apds
iniciagdo forcada da oxidagdo, em temperaturas entre 110 a 130°C e com corrente
de ar ou de oxigénio.

Este equipamento € comumente utilizado para o estudo da estabilidade
oxidativa de doleos e gorduras, sendo considerado o principal teste feito nas indutrias
de cosméticos e alimentos (PARDAUIL et al., 2011). O Rancimat também é muito
utilizado para avaliar a estabilidade oxidativa em biodisel, assim como descrito por
Focke et al. (2011).

Uma adaptacao deste aparelho foi utilizada com sucesso por Peverari (2007)
e Lima et al.(2009), onde nanoparticulas compostas de cério foram produzidas e
avaliadas quanto a sua atividade fotoprotetora. Nestes trabalhos o comportamento
das nanoparticulas foi avaliado na presenca de um Oleo vegetal, calor, agitagéo e
exposicao a luz, onde a oxidacdo e/ou degradacdo do 6leo em questao foi
acompanhada pela variagao da condutividade da agua, assim como feito nos testes
Rancimat.

Segundo Esquivel, Ribeiro e Bernardo-Gil (2009), encontrar novas formas de
controle da degradacgao dos lipidios em alimentos e em sistemas biolégicos € um
dos grandes desafios nas industrias de alimentos e cosméticos. Os antioxidantes,
presentes nos Oleos vegetais ou adicionados a ele, podem retardar o processo de
oxidacdo, aumentando a vida util destes produtos. Dessa forma o Rancimat € um
teste importante para a avaliagcdo da estabilidade destes oOleos em altas
temperaturas (até 220° C).

2.2. O café e o 6leo de café verde
No século VI pastores da Abissinia (Etiopia) descobriram os graos de café,
nome proveniente da provincia de Keffa. Os efeitos reparadores do café foram

conhecidos e difundidos pelo mundo Islamico no século Xlll, mas foi apenas
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duzentos anos mais tarde que o café comecgou a ser comercializado na Europa,
onde a bebida passou a fazer parte da vida e costumes dos ocidentais
(YANAGIMOTO et al., 2004).

Hoje o café é uma cultura agricola de grande importancia econémica, sendo
um dos produtos basicos mais negociados nos mercados internacionais. De acordo
com uma estimativa feita pela Organizagdo Internacional do Café (ICO), as
exportagdes mundiais deste produto somaram cerca de 7,11 milhdes de sacas de
60kg em outubro de 2011, destas a producédo de café no Brasil contribuiu com 3,1
milhdes de sacas.

A Figura 5 ilustra as principais fases do desenvolvimento dos graos de cafe,

desde os graos ainda verdes até a fase em que se encontram totalmente maduros.

Fonte: http://coffeetraveler.net/selecionar-e-o-segredo

Figura 5. Fases do desenvolvimento dos graos de café.

A planta do café (Figura 6) € um arbusto pequeno que chega a 3 ou 4 metros
de altura e é nativa das regides tropicais da América do Sul, Asia e Africa. Pertence
ao género Coffea da familia Rubiaceae. Este género é composto por cinco grupos
distintos, porém apenas o grupo Eucoffea contém espécies que apresentam grande
importancia comercial para o cultivo. Estas sdo Coffea arabica Linn (café arabica) e
Coffea canephora Pierre ex Froehner (café robusta) (PEREDA, et al., 2009;
YANAGIMOTO et al., 2004; LAGO, 2001).
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Fonte: http://www.rondonia.ro.gov.br/noticias.asp?id=7546&tipo=Mais%20Noticias

Figura 6. Planta do café.

Segundo Lago, Freitas (2006) os lipidios presentes no café sdo obtidos
industrialmente por processo de prensagem dos graos, porém existem outras
técnicas de extragdo como extragao supercritica e extragcdo com etanol comercial.

Os graos de café arabica diferem em cor e tamanho, quando comparados a
espécie robusta, sendo o primeiro mais valioso por oferecer um maior teor de
lipidios, conforme observado na Tabela 1 (LAGO, 2001; CLIFFORD, 1985).

Tabela 1. Diferengas na composicdo quimica do café arabica e robusta.

Composto C. arabica C. robusta
Cafeina 0,8-1,4% 1,7-4,0%
Carboidratos 50-55% 37-47%
Trigonelina 1-1,2% 0,6-0,7%
Lipideos 12-18% 9-13%
Acidos clorogénicos 5-8% 7-10%
Proteinas 11-13% 11-13%
Minerais 3,0-4,2% 4,0-4,5%

Fonte: (LAGO, 2001)

A maioria dos lipidios do café esta presente na forma liquida no endosperma

do grao. Segundo Folstar (1985) apenas 0,2-0,3% dos lipidios cobre o grao como
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um filme fino, que s&o conhecidos como cera do café.

Os principais componentes dos lipidios do café sdo os triacilgliceréis (75%),
ésteres diterpénicos (até 18%), ésteres de esterdis (1,4-3,4%), esterdis livres (1,5%),
diterpenos livres (0,1-1,2%), fosfatidios (vestigios), cafeina (0,3%), tocoferdis (0,3-
0,7%). Dentre os acidos graxos presentes os principais s&o: linoléico (43,1%),
palmitico (31,1%), oléico (9,6%) e estearico (9,6%). As estruturas destes acidos
graxos principais estdo representadas na Figura 7 (FOLSTAR, 1985; KOLLING-
SPEER; STROHSCHNEIDER; SPEER, 1999).

HO™ s e Acido linoléico
O
(@]
= OH Acido oléico

0]

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\DH Acido estearico

Fonte: http://www.google.com.br/imghp?hl=pt-BR&ie=UTF-8&tab=wi

Figura 7. Principais acidos graxos presentes no OCV, sendo dois acidos graxos insaturados
(linoléico e oléico) e dois acidos graxos saturados (palmitico e estearico).

O ¢dleo de café se destaca pelo alto teor de matéria insaponificavel que é de 9
a 14,4%, enquanto que os 6leos vegetais apresentam em média valores abaixo de
1% (FOLSTAR, 1985).

Segundo Lago (2001) os principais constituintes da porgao insaponificavel sao
dois alcoois diterpénicos, o cafestol e o caveol, constituintes lipidicos tipicos que nao
foram encontrados em nenhum outro alimento, suas estruturas estao representadas
na Figura 8.

Estes diterpenos podem ocorrer na forma livre ou como monoésteres de
acidos graxos, sendo esterificado principalmente com os acidos palmitico e linoléico
(FOLSTAR, 1985; LAGO, 2001). Segundo Lago (2001) o teor de diterpenos em café

verde arabica é de 1,3% e no robusta é 0,2%.
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Figura 8. Estruturas dos principais diterpenos presentes no 6leo de café (LAGO, 2001).

Os diterpenos cafestol e caveol sdo estudados para o uso em formulacdes de
filtros solares pois apresentam propriedades quimioprotetoras contra toxinas de agao
carcinogénica e protegcdo contra os raios solares (CAVIN; HOLZHAEUSER;
SCHARF, 2002; FOLLIER; PLESSIS 1988).

O cafestol também apresenta propriedades anti-inflamatérias. Pode ser
utilizado em quantidades efetivas em uma combinacdo tépica farmacéutica ou
cosmética para a prevengao e ou tratamento de doengas que afetam a barreira
lipidica da pele, tornando-a deficiente ou danificada, como por exemplo: pele seca,
psoriase, queimaduras, bolhas e feridas. Pode ser utilizada também misturas
contendo cafestol e caveol para aplicagbes cosméticas (BERTHOLET, 1988; PELLE,
1999; BERTHOLET, 1987).

Além dos estudos feitos sobre o uso cosmético e farmacéutico do cafestol e
caveol, outros componentes deste oleo sdo estudados e utilizados por sua ampla
aplicagao.

O OCV apresenta propriedades valiosas para a formulagdao de produtos
cosméticos. Tem sido muito utilizado como antioxidante, na protecao UVB e também
como auxiliar na manutengédo da umidade natural de pele. Segundo pesquisas seu
principal acido graxo (linoleico) proporciona alivio para eczemas e apresenta
propriedades terapéuticas no tratamento contra dermatites (WAGEMAKER, 2011;
BEVERIDGE, 1999).

Por apresentar uma rica composig¢ao, o café verde é utilizado por varios
fabricantes na formulacdo de inumeros produtos cosméticos, conforme dados da
Tabela 2.
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Nome Comercial
Creme alisante tioglicolato com éleo de café verde

Mascara hidratante Exxa com oleo de argan e café
verde

Shampoo Exxa com éleo de argan e café verde
Condicionador Exxa com oOleo de argan e café verde
Chronos sérum corporal bio-redutor

Caffe Green creme gel facial - diurno

Caffe Green creme gel facial - noturno

Caffe Green mousse de limpeza facial

Caffe Green emulsao hidratante corporal

Creme de massagem corporal com centella e café
verde

Kolene condicionador com 6leo de café verde

Reduxcel plus crio active duo — redutor de celulite e
gordura localizada

Balsamo anti celulite com café verde

Eyebright eyecream - redutor de olheiras e rugas ao
redor dos olhos

Posto Protect - fluido protetor solar FPS 30
Posto Protect - logao protetora solar FPS 15

Posto Protect - protetor solar hidratante para o rosto
FPS 60

Sabonete vegetal café verde

Creme hidratante Chanty cream

Ginkolis gel revitalizante para olhos

Body Sculpture creme para massagem e drenagem
linfatica

Green coffee sun screen FPS 50

Green coffee lip scrub - esfoliante e hidratante labial

Face essenace with green coffe — revitalizante e
hidratante

Tabela 2. Lista de alguns produtos contendo café verde, com seus respectivos fabricantes.

Fabricante
Salon Line
Salon Line

Salon Line
Salon Line
Natura
Biolab
Biolab
Biolab
Biolab

Aromassagem

Macleny
Adcos

Essencial
Goumet Body Treats

Sol de Janeiro
Sol de Janeiro
Sol de Janeiro

Kapeh
VitaDerm
Bioscreen

Mahogany

SkinFood
SkinFood
Fresh

Tabela preparada com pesquisa usando a ferramenta: www.google.com.br
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2.3. Quantificagao dos acidos graxos por cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa (CG) desde a sua origem, no inicio da década de
1950, tem sido indispensavel para o estudo de misturas complexas de acidos graxos
(ACKMAN, 2002). Com o passar dos anos esta técnica foi se aprimorando e os
avangos contribuiram para uma investigacdo mais detalhada da composi¢cdo de
acidos graxos existentes nos diferentes tipos de Oleos, incluindo a separagao de
alguns isbmeros.

Preferencialmente, os acidos graxos sédo analisados por CG sob a forma de
ésteres metilicos. A eficiéncia da separagdo € dependente, principalmente, do
comprimento da coluna e da temperatura de analise (LEDOUX; LALOUX; WOLFF,
2000).

Para que os acidos graxos se tornem menos polares e mais volateis, €
necessario converté-los em ésteres metilicos de acidos graxos, o que é conseguido
através de uma derivatizagdo classica (FUENTE; DE LA LUNA; JUAREZ, 2006).
Estes ésteres metilicos sdo os derivados de acidos graxos mais utilizados para a
quantificacdo por CG, existindo muitos procedimentos disponiveis na literatura.
(SHANTA; NAPOLITANO 1992; SIMIONATO et al., 2010).

Nos 6leos vegetais, a maioria dos acidos graxos presentes aparece na forma
de ésteres de acidos graxos ligados a uma molécula de glicerol (triglicerideos). O
preparo dos ésteres metilicos de acidos graxos a partir dos triglicerideos pode ser
feito, por exemplo, por reagdes de hidroesterificagdo (reacdes de hidrélise seguidas
de reagdes de esterificagdo) (FUENTE; DE LA LUNA; JUAREZ, 2006; SHANTA;
NAPOLITANO 1992; SIMIONATO et al., 2010).

Basicamente, a reacdo de hidrélise ira ocorrer entre o triglicerideo e a agua,
formando glicerina e acidos graxos. Apos a hidrdlise os acidos graxos gerados sao

esterificados com metanol. A Figura 9 ilustra, de uma forma geral, essas reagdes.
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HIDROLISE
HC-0-C-R, 3HO HO-C-R, H,C - OH
|0 0 |
HC-0-C-R, HO- C-R, HC - OH
|0 0 |
HC-0-C-R, HO-C-R, H,C - OH

Triglicerideo + Agua ) AcidoGraxo Glicerol

ESTERIFICACAO
O Q
HO - C R, CH,OH H,C-0-C-R, H,O

Acido Graxo 4 Metanol messmm) Ester Metilico 4 Agua

Figura 9. Esquema geral das reag¢des que ocorrem na hidroesterificagao.

O uso de padrées é comum para a identificacdo dos componentes da
amostra. A analise com padrdes pode ser feita através da comparagao dos tempos
de retengcdo ou pela adicdo de padrbes internos que sao injetados junto com a
amostra.

Outra forma utilizada para a identificacdo e quantificacdo dos compostos
presentes, é a utilizacdo da espectrometria de massas, o0 que dispensa o0 uso de
padrées (MENDHAM, 2002). A cromatografia gasosa com a espectroscopia de
massa constitui uma técnica analitica altamente sensivel (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999). Segundo Tabosa et al. (2000) a caracterizagao por cromatografia
gasosa quando acoplado a espectrometria de massas dispensa o uso de padroes,
uma vez que a comparacao dos espectros de massas sao feitos com o auxilio de
bancos de dados espectrais via computador.

A anadlise de acidos graxos tem se tornado cada vez mais importante devido
sua importancia associada a beneficios nutricionais e para saude (LALL; PROCTOR,;
JAIN, 2009). Dessa forma, muitos autores descreveram a caracterizagao dos acidos
graxos por cromatografia gasosa, como por exemplo a caracterizagao do perfil de
acidos graxos presentes no azeite de oliva (CARDOSO et al., 2010), composi¢ao da
fragcao lipidica do 6leo de café verde (WAGEMAKER et al., 2011), conteudo de
acidos graxos no oleo de girassol (ZHELJAZKQV et al., 2009), conteudo lipidico da
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semente de roma (PARASHAR; SINHA; SINGH, 2010), caracterizagdo da polpa de
macauba (AMARAL et al., 2011), entre muitos outros.

2.4. Sistemas microparticulados

Nos sistemas microparticulados o ativo € distribuido dentro de pequenas
particulas. As microparticulas podem ser denominadas microcapsulas se o sistema
formado é um reservatério contendo a substancia ativa revestida por uma membrana
de espessura variada. Também podem ser denominadas microesferas quando o
ativo se encontra uniformemente disperso e/ou dissolvido na matriz (SILVA et al.,
2003) e apresentam formato esférico. As microesferas sdo particulas solidas e
esféricas que apresentam tamanho microscépico, variando entre 1 a 1000um
(SARALIDZE; KOOLE; KNETSCH, 2010).

Conforme ilustrado na Figura 10, as microcapsulas sao consideradas
sistemas reservatorio onde € possivel observar o nucleo contendo a substancia ativa
e a matriz (involucro). O nucleo no interior da particula pode apresentar-se dividido
ou nao, sendo denominados polinicleares e mononucleares, respectivamente. Ja as
microesferas sao sistemas onde o farmaco encontra-se disperso e/ou dissolvido em
uma matriz, podendo ser homogénea, quando a substancia ativa encontra-se
dissolvida, ou heterogénea onde o ativo encontra-se suspenso. Trata-se de um
sistema monolitico, onde nédo é possivel identificar um nucleo diferenciado (SILVA et
al., 2003).

Microcapsulas Microesferas
Mononuclear Polinuclear Heterogénea Homogénea

Figura 10. Estrutura dos diferentes tipos de microparticulas (Adaptado de Silva et al., 2003)

A microencapsulagédo € uma tecnologia em que solidos, liquidos ou gases

podem ser recobertos formando particulas microscépicas pela formacao de uma fina
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camada ao redor da substancia ativa, promovendo uma protecdo completa ou
parcial desses ativos contra a agcdo de fatores externos (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2007; CHAMBI et al., 2008).

O uso das microparticulas visa melhorar as caracteristicas de um ativo e suas
formas farmacéuticas, como por exemplo: reduzir a frequéncia de dose, diminuir a
toxicidade, aumentar a estabilidade, converter liquidos em solidos, mascarar sabor,
cor e/ou odor, controlar o tamanho das particulas, entre outros. Esses sistemas
permitem ainda o controle da liberacdo desses ativos, além de oferecer protecao
contra os efeitos deletérios causados pelo meio ambiente, provocados por acdo da
luz, calor e umidade, que podem levar, por exemplo, a oxidacdo do ativo (MAGILL,
1991; SILVA et al., 2003).

Dessa forma, varios setores como o farmacéutico, cosmético, quimico e
alimenticio tém utilizado sistemas microparticulados para o desenvolvimento de
novos produtos, entre eles, protetores solar, vacinas e nutracéuticos (CHAMBI et al.,
2008).

Existem inumeros materiais de revestimento que podem ser utilizados para a
producdo de microparticulas, tais como: polimeros naturais ou sintéticos, ceras,
proteinas e polissacarideos. Dessa forma, a escolha da matriz carreadora ira
depender do método utilizado para a formacdo das microparticulas, bem como do
tipo de aplicacdo do produto e de sua acdo. A liberacdo do ativo pode ser por
estimulo mecéanico (rompimento por pressdo) ou por outros estimulos como a
variacdo de temperatura e pH, dependendo do meio em que se encontram as
microparticulas (RE, 2000).

Essa grande variedade de materiais de revestimento permite a produgao de
sistemas diferenciados como as microparticulas lipidicas sélidas (MLS), que sao
particulas onde a matriz utilizada € um lipidio, sendo uma alternativa para a
encapsulacido de ativos lipofilicos. Sao sistemas promissores para o transporte de
ativos principalmente por que sdo biodegradaveis, quimicamente estaveis e
fisiologicamente compativeis. Sdo estudadas como alternativa ao uso dos polimeros,
pois os lipidios apresentam biocompatibilidade favoravel e menor toxicidade quando
comparados a muitos polimeros (PASSERINI et al., 2010; PERGE et al., 2011;
NANJWADE et al., 2011).

As MLS sao capazes de incorporar grande quantidade de ativos lipofilicos

além de permitir uma produgcdo em larga escala a um custo relativamente menor do
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que os lipossomas (NANJWADE et al., 2011).

O estudo das microparticulas produzidas com a finalidade de veicular ativos
tépicos deve considerar as barreiras impostas pela pele, uma vez que esta age
como uma barreira mecanica nanoporosa. Muitos fatores podem influenciar na
distribuicdo desses ativos como o tamanho da microparticula, o material de
revestimento, a escolha da formulagéo, lipofilicidade, quantidade de carga, entre
outros (BARRY, 2001; TOLL et al., 2004). Dentre esses, um fator muito estudado é o
tamanho das microparticulas, onde estudos mostraram que a penetracdo cutanea
através dos apéndices da pele é proporcional ao seu tamanho (TOLL et al., 2004).
Segundo Schaefer et al. (1990) e Toll et al., (2004) particulas que apresentam
diametro em torno de 3 a 10um s&o capazes de penetrar seletivamente nos
foliculos, enquanto que particulas maiores que 10um permanecem na superficie da
pele, ndo penetrando pelos orificios foliculares ou pela camada coérnea. Particulas
com 7um podem ser observadas no canal folicular, mas raramente conseguem
penetrar o estrato corneo. No entanto, particulas menores que 3um podem ter boa
penetracdo nesse apéndice cutaneo e também nas camadas superficiais do estrato

cérneo, porém nao sao observadas na epiderme viavel.

2.4.1. Técnicas utilizadas para a produgao das microparticulas
Muitas técnicas séo utilizadas para a producdo das microparticulas, sendo
gue o método ideal deve ser simples, reprodutivel, rapido e facil de transpor para a
escala industrial (GIUNCHEDI; CONTE, 1995). Alguns exemplos dessas técnicas
séo:
e Coacervacado: consiste na obtencdo de duas fases liquidas imisciveis, uma
fase de coacervado contendo concentracao elevada de uma macromolécula e
a outra fase de equilibrio, onde a mesma estd em baixa concentracdo. Pode
ser induzida por alteragbes de condi¢cdes, causando a dessolvatacao da
macromolécula (coacervacao simples) ou pela criacdo de forcas eletrostaticas
(coacervacao complexa). As microcapsulas se originam a partir da gelificacao
de capsulas embribnicas formadas pela deposicdo do coacervado em volta
das pequenas particulas insolliveis no liquido de equilibrio. (SILVA et al.,
2003; KAS; ONER, 2000). A Figura 11 ilustra a representacdo esquematica
das etapas do processo de microencapsulacao por coacervacao.
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(a) (b) (c) (dl) (e)

Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

Figura 11. Etapas do processo de microencapsulagcao por coacervacao (SUAVE et al.,2006).

Leito Fluidizado: Ocorre quando um fluxo ascendente de um fluido atinge
velocidade suficiente para suspender as particulas sem expulsa-las da
corrente do fluido. As particulas que irdo compor o nudcleo, contendo a
substancia ativa, sdo suspensas em uma camara e o material de revestimento
€ atomizado, depositando-se sobre estas particulas (AZEREDO, 2005).

Hot Melt: O material de revestimento é mantido a uma temperatura suficiente
para sua fusado (forma liquida), com isso é preparada uma dispersdo contendo
a substancia ativa e o material fundido. Esta dispersdo € atomizada num
processo de fluizacdo ou sistema de jorro para a producdo das
microparticulas. E utilizada para o revestimento de alimentos e farmacos, e
também para novas aplicacbes envolvendo a producdo de granulados.
(KULAH; KAYA, 2011; BORINI; ANDRADE; FREITAS, 2009).

Spray drying: Consiste na atomizagdo em pequenas gotas de um fluxo de
liguido em uma camara de secagem, onde sdo submetidas a interacdo com
um gas aquecido em temperatura adequada (normalmente ar). Dessa forma,
o solvente contido na dispersdo de cada goticulas € vaporizado, resultando
na formagao de particulas solidas. Recentemente, o spray drying esta sendo
utilizado também para o desenvolvimento de novos produtos, destacando a
preparagcao de microparticulas de dispersao sélida (FREITAS et al., 2010;
KRZYSZTOF; KRZYSZTOF, 2010).

Spray congealing: Consiste na atomiza¢do de um fluxo liquido composto pela
substancia ativa que pode estar dissolvida ou dispersa num veiculo fundido.
Esta atomizacéo é feita em uma camara de resfriamento, onde a temperatura
€ mantida abaixo do ponto de fusdo do veiculo. As goticulas fundidas se

solidificam ao entrar em contato com o ar resfriado, produzindo assim as
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microparticulas (PASSERINI et al, 2010). Por ser a técnica escolhida para o
desenvolvimento das microparticulas produzidas no presente estudo, o spray

congealing ser& revisado com mais detalhes.

2.5. Spray congealing

A técnica de spray congealing € semelhante a de spray drying, sendo os
principios basicos similares. Dessa forma, 0 mesmo equipamento pode ser utilizado
desde que sejam feitas algumas adaptagdes (Figura 12), uma vez que o fluxo de
energia é diferente. No spray drying o calor aplicado provoca a evaporagdo do
solvente presente nas goticulas, ou seja, o calor é transportado do ar quente para as
gotas atomizadas. Ja no spray congealing, o ar resfriado remove calor das goticulas
quentes, levando a solidificacédo do veiculo fundido (ILIC et al., 2009; KILLEN, 1993).

Bomba
Oleo Bomba Peristéltica 2
aquecido Peristaltica 1 |J"| U [M
J Ativo +

veiculo fundido

/]\Sal'da do ar frio

Camara de Resfriamento

Ciclone de separacéo

Frasco Coletor

Figura 12. Esquema das adaptacdes feitas no spray dryer para o uso da técnica de spray
congealing.

As modificagdes necessarias no equipamento de spray dryer para a técnica
de spray congealing, sao: (1) Para o transporte da mistura fundida até o bico
atomizador € necessario que haja o aquecimento desta mangueira, que é feito
através do recobrimento da mesma por uma fita aquecedora. Dessa forma, a
temperatura se mantera constante por todo o percurso, evitando a solidificacdo da
mistura e consequentemente o entupimento da mangueira. (2) Para manter o bico

nebulizador aquecido, outra bomba peristaltica € responsavel pela circulagdo de um
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Oleo aquecido em alta temperatura (acima do ponto de fusdo do veiculo), o que
permitira uma temperatura constante no bico evitando a solidificacdo da mistura e
consequentemente o entupimento do bico.

De maneira geral, as etapas basicas do processo de produgdao das
microparticulas por spray congealing consistem (ILIC et al., 2009):

1. Fusao do veiculo por aquecimento, em temperaturas ao menos 10°C acima
do seu ponto de fusao;

2. Adicao da substancia ativa no veiculo fundido (matriz carreadora), podendo
estar dissolvida ou dispersa no carreador;

3. Com o auxilio de uma bomba peristaltica a mistura contendo o ativo e o
veiculo fundido é conduzida até o bico nebulizador, onde sera atomizada
numa camara de resfriamento.

4. Ao entrar em contato com o ar resfriado dentro da cadmara as goticulas do
material fundido se solidificam. Essa solidificagdo deve ocorrer antes das
goticulas entrarem em contato com as paredes da camara.

5. Através do fluxo de ar essas particulas séo levadas até um ciclone onde
ocorrera a separagao das particulas e do fluxo de ar. As microparticulas
produzidas sao armazenadas em um frasco coletor.

A técnica de spray congealing é utilizada para a produgao de microesferas,
onde a substancia ativa é distribuida uniformemente dentro de todo o volume da
particula. Por ndo envolver a evaporagao do solvente, as microparticulas produzidas
sdo, normalmente, densas e nao porosas (ILIC et al., 2009).

Existem inumeras variaveis que podem influenciar no processo de producao
das microparticulas por spray congealing, sendo as mais importantes: temperatura
do material fundido, temperatura do ar de refrigeracéo, pressao e temperatura do ar
de atomizagao e a vazao de alimentacao do liquido (ILIC et al., 2009).

O spray congealing tem atraido atencao crescente nos ultimos anos. Trata-se
de uma técnica ambientalmente amigavel, pois ndo requer o uso de solventes
organicos ou aquosos. Outras vantagens sao o menor consumo de energia e tempo
de processo, além de ser facilmente empregada em escala industrial, uma vez que
pode ser operado continuamente (ALBERTINI et al., 2009; EMAS; NYQVIST, 2000;
PASSERINI et al., 2009).

Esta técnica encontra aplicagao principalmente nas industrias farmacéuticas

e de cosméticos, onde foi empregada com sucesso por muitos autores, conforme
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alguns estudos descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Alguns estudos realizados com sucesso utilizando a técnica de spray congealing.

Estudo Autor
Microparticulas contendo avobenzona ALBERTINI et al., 2008
(utilizado na fabricagao de protetores
solar)
Producao de microparticulas contendo ALBERTINI et al., 2008
Vitamina E
Microparticulas contendo nitrato de PASSERINI et al., 2009
econazol para uso topico
Producao de microparticulas contendo MARTINS, R. M., 2010
carbamazepina
Producao de microparticulas contendo MACHADO, M. O., 2011

dispersdes solidas de praziquantel

2.5.1. Matérias primas utilizados em spray congealing

Existem inumeros excipientes que podem ser utilizados como matriz
carreadora ou material de revestimento para a produgdo de microparticulas por
spray congealing. As caracteristicas ideais desses materiais devem assegurar que o
carreador seja estavel sob as condi¢des tipicas do spray congealing, a pulverizagao
deve ser facil e as temperaturas empregadas devem ser moderadas para evitar a
degradagao da substancia ativa (ILIC et al., 2009).

Os excipientes mais utilizados para este fim sdo os polioxilglicerideos,
poloxamer, polietilenoglicdis, éteres de polietilenoglicois, além de cera de abelha,
cera de carnauba, cera microcristalina, parafina e acido estearico (ILIC et al., 2009).

O uso das ceras como carreador € muito comum em técnicas que utilizam
matrizes fundidas para a preparacdo de microparticulas. Estas apresentam uma
composi¢cao ampla de substancias quimicas, tais como acidos graxos, ésteres de
acidos graxos e glicerideos. Sdo amplamente utilizadas para liberagdo controlada de
ativos e apresentam boa estabilidade em varia¢des de pH e niveis de umidade, além
de ser biocompativel (RANJHA, KHAN, NASEEM, 2010). Dependendo de sua
natureza as ceras apresentam diferentes pontos de fusdo, sendo este um dos
fatores que devem ser considerados na escolha do melhor carreador.

A escolha da cera de abelha (CA) para a producado das microparticulas
produzidas no presente trabalho deve-se as vantagens que as ceras oferecem para
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a microencapsulagdo de ativos, além de apresentar fusdo em torno de 62 a 67°C
(ZHU et al., 2010), considerado apropriado para o estudo.

De um modo geral, as ceras se apresentam de forma parecida, umas com as
outras, em seu aspecto fisico, porém sdo muito diferentes em seu aspecto quimico.
Em especial, a cera de abelha € uma matéria prima usada ha muito tempo na
formulacdo de cosméticos, apresentando cor amarelada e consisténcia plastica
(PEREIRA; ZOVARO, 2010; MICHALUN; MICHALUN, 2010).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil
(BRASIL, 2001), a cera de abelha é classificada em:

e Cera de abelha bruta, quando esta nao tiver sofrido nenhum processo de
purificacdo, apresentando coloragdo amarelada, untuosa ao tato, odor de
mel, mole e plastica ao calor da mao.

e Cera de abelha branca ou pré-beneficiada, quando a CA tiver sido
descolorida por acado da luz, ar ou processos quimico, apresentando
coloragéo branca ou creme, € isenta de restos de mel, fragil, pouco untuosa
e de odor acentuado.

A cera de abelha € um produto fisiolégico produzido dentro da colmeia,
através de glandulas cerigenas das abelhas. Para a sua elaboracdo as abelhas
engolem e digerem o mel, transformam o alimento em gordura e em 24 horas
comecam a fornecer a cera. As glandulas cerigenas expelem a cera na forma liquida
e esta se solidifica ao entrar em contato com a temperatura ambiente (PEREIRA;
ZOVARO, 2010).

Apo0s extracdo, a CA deve ser purificada, eliminando totalmente as impurezas,
posteriormente esta pode ser clarificada, através de processos naturais (exposicao
aos raios solares), ou por processos quimicos, onde apés ser derretida sé&o
aplicados produtos quimicos, como por exemplo, acido cloridrico ou cloreto de célcio
(PEREIRA; ZOVARO, 2010).

A Figura 13 mostra algumas formas comercializadas da CA, tais como:
amarela (13a), branca (13b e 13d) e clarificada (13c).

A cera de abelha branca apresenta grau cosmeético, esta passa por processos
de purificacdo tornando-a mais clara e apropriada para o uso em formulacbes
cosmeéticas. Esta pode ser encontrada na forma de pedacos ou flocos (13b e 13d). A
CA clarificada (13c) também passa por processos quimicos de clareamento, porém
seu uso € mais apropriado para aplicagao em ceras depilatorias.
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Fonte: http://www.gmceras.com.br/cera-de-abelha-pura.html

Figura 13. Alguns tipos de cera de abelha comercializados.

Tradicionalmente a CA é utilizada em cosméticos como emulsificante para
emulsdes agua em o6leo e também como agente de consisténcia. Esta € usada em
formulacbes cosméticas como parte da composi¢cdo de produtos solidos e pastas
(cremes, batons, pomadas). E insoltvel em agua, muito pouco soltvel em etanol e é
solivel em cloroféormio e éter. Na superficie da pele a CA pode formar uma
reticulagcdo e ndo um filme, como ocorre com a parafina. Algumas propriedades sao
atribuidas para a CA, como anti-inflamatério, antioxidante, antibacteriana e
germicida, porém ainda nao existem comprovagdes cientificas. Como antioxidante a
CA apesenta capacidade em sequestrar radicais livres. Esta matéria prima
raramente causa sensibilidade e reagdes alérgicas sdo pouco intensas (MICHALUN,;
MICHALUN, 2010).

2.5.2. Estudos reolégicos e suas influéncias

Estudos reoldgicos sdo essenciais para o entendimento do comportamento
dos materiais. Sendo assim, sdo indispensaveis para o desenvolvimento de muitos
produtos, tanto para a industria de alimentos quanto farmacéutica e de cosméticos.
Estes exercem um importante papel para o preparo e utilizacdo de formas
farmacéuticas e cosméticas (FERREIRA, 2008; NETZ; ORTEGA, 2002).

A viscosidade é a propriedade fisica que caracteriza a resisténcia dos fluidos
ao escoamento, ou seja, € o atrito das camadas internas do fluido que impde
resisténcia a fluir. Sendo assim, a viscosidade descreve as propriedades de
escoamento de um fluido.

A reologia é a ciéncia que estuda a deformacédo e o escoamento da matéria.
Os estudos reoldgicos sao feitos para verificar a maneira que 0s materiais
respondem a aplicacdo de forcas, que podem ser de tensdo, compressao ou
cisalhamento (STEFFE, 1996; TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2005).
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Alguns conceitos e terminologias usados em estudos reologicos estdo descritos na

Tabela 4.

Tabela 4. Terminologias e conceitos basicos em reologia.

Tenséao de
cisalhamento
(shear stress)

Taxa de
cisalhamento
(shear rate)

Viscosidade

Tensdo de
deformacéo inicial
(yield stress)

Definicao

Quantidade de forga aplicada
ao fluido, em uma area
determinada.

Gradiente de velocidade de
cisalhamento por uma
determinada distancia

Descreve as propriedades
de escoamento do
material

Tensao minima necessaria
para iniciar o fluxo do
material

Formula

t=forca F
area A

vy = velocidade
distancia

Viscosidade= Tensao de cisalhamento
Taxa de cisalhamento

Unidade
Pa

Pa.s

Fonte:http://www.fcf.usp.br/Ensino/Graduacao/Disciplinas/Exclusivo/lnserir/Anexos/LinkAnexos/reologia%20brookfield.pdf

A viscosidade pode ser utilizada para auxiliar a classificagao dos fluidos. Em

fluidos Newtonianos a viscosidade é influenciada apenas pela temperatura e

composic¢ao do fluido, mantendo constante a relagao entre a tensao de cisalhamento

e a taxa de cisalhamento. Outros fluidos, que ndo apresentam este comportamento,

sdo chamados de fluidos ndo-Newtonianos, nos quais a viscosidade é dependente

da taxa de cisalhamento. Dessa forma, as propriedades dos fluidos néo-

Newtonianos sao influenciadas pela temperatura, composicdo do fluido e também

pela taxa de cisalhamento. Com isso, estes fluidos apresentam varias viscosidades

aparentes, que sao correspondentes a determinadas taxas de cisalhamento (RAO,
1999; TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2005).

Além disso, os fluidos ndo-Newtonianos podem ser classificados em

diferentes categorias. A Figura 14 mostra um esquema conciso desta classificagao.
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Nao

Newtoniano Newtoniano

Dependentes Independentes

Viscoelasticos
do tembno do tembo

Sem tensao Com tensao
de de
cisalhamento cisalhamento

Tixotrépicos Reopéticos

Pseudoplas- Plasticos

Dilatantes .
ticos

Adaptado de: http://www.setor1.com.br/analises/reologia/cla_ssi.htm

Figura 14. Breve esquema da classificagéo reoldgica dos fluidos

Dessa forma, os fluidos ndo-Newtonianos sao divididos em duas categorias:
dependentes e independentes do tempo (HOLDSWORTH, 1971; RAO, 1999).
Quando para uma temperatura constante a viscosidade aparente depende somente
da taxa de cisalhamento, os fluidos séo classificados como independentes do tempo.
Por outro lado, quando a viscosidade aparente depende também da duracdo do
cisalhamento, estes sdo classificados como fluidos dependentes do tempo (RAO,
1999).

A Tabela 5 mostra os reogramas tipicos para cada tipo de fluido, bem como
faz uma breve descricdo de cada comportamento de escoamento dos fluidos.

Conforme descrito na Tabela 5, na classificacdo dos fluidos nao-newtonianos
independentes do tempo, existem subdivisbes que levam em consideragédo o
aumento ou a diminuicdo da viscosidade aparente do material e se este exige uma

tensdo minima para comecar a fluir.
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Tabela 5. Breve descri¢cao da classificagao do comportamento de escoamento dos fluidos

Shear Strass
(aynasicm?)

T
Shear Stress
(dynessm?)

Shear Stress
(dynes/cm?)

Fonte:http://www.fcf.usp.br/Ensino/Graduacao/Disciplinas/Exclusivo/Inserir/Anexos/LinkAnexos/reologia%20brookfield. pdf

7Y Shear Rate (sec”)

Y Shear Rate (sec”)

Y Shear Rate (sec’)

Descricao dos fluidos
NEWTONIANO

Viscosidade igual, independente da taxa de
cisalhamento (medido em temperatura
determinada).

PSEUDOPLASTICOS
(ndo-Newtoniano independente do tempo)

A viscosidade decresce com o aumento da taxa
de cisalhamento.

DILATANTES
(ndo-Newtoniano independente do tempo)

A viscosidade aumenta com o aumento da taxa
de cisalhamento

PLASTICOS
(ndo-Newtoniano independente do tempo)

Comporta-se como solido em condi¢des de
repouso, comecgando a fluir apds a aplicagao de
uma determinada forga. Apds o inicio, o fluxo
pode ser newtoniano, pseudoplastico ou
dilatante.

TIXOTROPICOS

(ndo-Newtoniano dependente do tempo)

Sob condi¢des constantes de taxa de
cisalhamento, acontece uma diminuicao da
viscosidade em funcao do tempo.

REOPETICOS
(n&o-Newtoniano dependente do tempo)

Sob condi¢des constantes de taxa de
cisalhamento, acontece um aumento da
viscosidade em funcao do tempo.

50
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Portanto, os fluidos ndao-Newtonianos independentes do tempo podem ser
subclassificados como fluidos pseudoplasticos, dilatantes e plasticos. Ja os fluidos
nao-Newtonianos dependentes do tempo podem ser subclassificados em fluidos
tixotropicos e reopéticos (BRASEQ, 2011).

Existem equacdes matematicas que podem relacionar as propriedades
reolégicas de um fluido com outras grandezas como concentracdo, temperatura ou
pH. Estas sdo chamadas de modelos reolégicos e sao indispensaveis para o
dimensionamento de equipamentos, estudos de processos e também para o
controle de qualidade e de processo. Alguns exemplos destes modelos reol6gicos
séo: o modelo Newtoniano; o0 modelo de Bingham e o modelo de Herschel-Bulkley. A
escolha do modelo ideal ira depender do tipo de material estudado (HOLDSWORTH,
1971).

Os estudos reoldgicos sao feitos em instrumentos denominados redmetros.
Existem dois tipos de reGmetros, os rotacionais e os tubulares. Dentre os redmetros
do tipo rotacional os mais conhecidos sdo: redbmetro de cilindros concéntricos, onde
a amostra esta contida em um cilindro copo e um segundo cilindro, de diametro
menor, € imerso no primeiro; redmetro cone e placa, composto por uma placa
circular e um cone que quase toca a superficie da placa, ficando a amostra entre a
placa e o cone (RAO, 1999; TABILO-MUNIZAGA; BARBOSA-CANOVAS, 2005;
HOLDSWORTH, 1971).

Estudos reoldgicos apresentam um papel importante para o entendimento dos
fatores que afetam o processo e a formacdo das microparticulas por spray
congealing, pois a reologia do material fundido pode afetar desde o tamanho das
goticulas formadas na atomizacdo até na sua adesdo nas paredes da camara.
Dependendo da viscosidade estas goticulas podem aumentar ou diminuir a adesao
na camara, alterando o rendimento do processo. Além disso, a viscosidade da

mistura pode influenciar também na morfologia e no tamanho das microparticulas.

2.6. Planejamento Experimental

As escolhas adequadas dos excipientes, das concentragdes utilizadas e das
condi¢des do processo afetam o tamanho das particulas, a estabilidade do produto
final durante o armazenamento, além de influenciar no comportamento de liberacao
e consequentemente na acao do ativo. Sendo assim, existe uma formulacéo ideal

para cada ativo e sua forma farmacéutica. Esta condicdo ideal pode ser obtida
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através da investigacdo das variaveis do processo, tendo em vista as condigdes
desejadas (KHERADMANDNIA et al., 2010).

Um planejamento de experimentos consiste em ensaios com a finalidade de
investigar um processo produtivo ou um sistema. As variaveis de um processo sao
alteradas e as respostas obtidas sdo analisadas, com 0 objetivo de determinar as
condi¢cBes que mais influenciam neste processo (SEOLATO et al., 2009).

Para lidar com varios fatores uma abordagem adequada € a realizagdo de um
experimento fatorial. Nesta estratégia experimental os fatores sao variados em
conjunto ao invés de um de cada vez (RIBEIRO FILHO, 2011).

Essas ferramentas permitem a otimizacdo de processos, além de reduzir o
namero de experimentos que precisam ser executados e o consumo de materiais.
Permitem também o desenvolvimento de modelos matematicos que avaliam a
pertinéncia, a significAncia estatistica dos efeitos do fator estudado e os efeitos de
interacdo entre os fatores (FERREIRA et al., 2007).

Para essas metodologias estatisticas, sdo consideradas dois tipos de
variaveis: as respostas e os fatores. As respostas sdo as variaveis dependentes,
onde seus valores irdo depender do nivel dos fatores. Dessa forma, conhecendo a
natureza das relagfes entre as respostas e os fatores (superficie de resposta), 0s
valores 6timos destes fatores podem ser determinados (FERREIRA et al., 2007).

Para um melhor esclarecimento, seguem as definicdes de alguns termos
utilizados no planejamento estatistico de experimentos:

e Resposta: Variavel dependente observada pelo resultado obtido nos testes
realizados em um conjunto especifico de niveis dos fatores.

e Fatores: Conjunto de variaveis independentes que possivelmente ira interferir
na resposta de um processo ou sistema.

e Niveis: Conjunto de valores definidos para cada fator.

Existem planejamentos fatoriais completos e fracionados, onde os fatores
estudados variam de forma planejada e constante, sendo representados por x", onde
X representa os niveis e n o numero de fatores.

Nos planejamentos completos entdo incluidos todas as combinagdes
possiveis entre os diferentes fatores, sendo apropriado para experimentos menores,
com baixo namero de fatores e niveis.

J& planejamentos fatoriais fracionados sdo utilizados quando existem muitos

fatores a serem investigados. Estes planejamentos permitem estudos maiores com
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um menor nimero de ensaios realizados. Os ensaios no ponto central, feitos no
minimo em triplicata, permitem o célculo do erro experimental e consequentemente
a avaliacdo da reprodutibilidade do processo. Um modelo matematico pode ser
elaborado para a obtencdo da superficie de resposta, 0 que permite determinar as
condicbes otimizadas, a qual é fornecida pela significancia estatistica das respostas
(RODRIGUES; LEMMA, 2009).

Um exemplo de planejamento fatorial fracionado € o Box-Behnken que
permite quantificar adequadamente uma resposta com um numero reduzido de
experimentos. Em geral, este planejamento requer trés tipos de niveis para cada
fator.

Dessa forma, o planejamento Box-Behnken, visto de um cubo (Figura 15), é
caracterizado por um conjunto de pontos centrais de cada aresta, com replicatas no

ponto central.

-
>

X

Figura 15. Representacdo esquematica dos pontos de um Planejamento Box-Behnken
(adaptado de SOUZA, SANTOS, FERREIRA, 2005).

Este planejamento ndo contém combinagbes onde os fatores estéo,
simultaneamente, em seus niveis baixos ou altos, o que evita a realizacdo de
experimentos sob condicbes extremas, nas quais podem ocorrer resultados
insatisfatorios (SOUZA; SANTOS; FERRERIA, 2005; FERREIRA et al., 2007).

Diante do exposto, o estudo da produgcdo de microparticulas contendo OCV
por spray congealing, bem como a caracterizacdo de suas caracteristicas fisico-

quimicas, farmacotécnicas e a avaliacdo de sua estabilidade, é de grande
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importancia, uma vez que trata-se de um 6leo vegetal com uma rica composi¢ao e
amplamente utilizado em cosmeéticos. Além disso, apesar de ser uma técnica
bastante promissora, a produ¢do de microparticulas por spray congealing ainda é
pouco explorada em nosso pais, 0 que justifica a realizacdo de estudos com esta
técnica. Estudos como este podem permitir avangos tecnolégicos em diversos
segmentos, como no caso de produtos cosméticos, onde poderdo ser elaborados
produtos mais eficazes, seguros e com maior protecdo contra as acdes do meio

ambiente.






Objetivo 56

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi produzir e avaliar microparticulas lipidicas
sélidas contendo o6leo de café verde por spray congealing e verificar suas

caracteristicas fisico-quimicas, farmacotécnicas e sua estabilidade.

3.2. Objetivos Especificos

Estudar as variaveis do processo de producdo das microparticulas soélidas
contendo 6leo de café verde através do Planejamento Experimental Box-Behnken.
Além de determinar algumas propriedades fisico-quimicas das MLSs, como

morfologia, tamanho de particula e estabilidade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Matérias-primas

Oleo de café verde - Distriol Comércio de Insumos Ltda (S&o Paulo, SP)

Cera de abelha - Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (Sao Paulo, SP)

4.2. Reagentes e solventes

Acido sulfarico - Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (Sdo Paulo, SP)
Agua deionizada

Cloreto de aménio - Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (S&o Paulo, SP)
Cloreto de sodio - Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (Sao Paulo, SP)
Etanol - Merck Quimica do Brasil (Sdo Paulo, SP)

Hidréxido de sodio - Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda (S&o Paulo, SP)
Metanol - Merck Quimica do Brasil (Sdo Paulo, SP)

n-Hexano - Vetec Quimica Fina LTDA (Sao Paulo, SP)

4.3. Equipamentos e acessorios

Agitador de tubos - MA 162 (Marconi, Brasil)

Analisador de tamanho de particula - LS 13 320 (Beckman Coulter, EUA)
Balanca analitica - OHAUS Explorer (OHAUS Corporation, EUA)
Balanca eletrénica - OHAUS Explorer (OHAUS Corporation, EUA)
Balanga determinadora de umidade - MB45 (OHAUS Corporation, EUA)
Bomba peristaltica - Masterflex 7524-50 (Cole Parmer, EUA)
Condutivimetro - C708 (Analion, Brasil)

Cromatografo a gas - GC-MS GCT Premier (Waters, EUA)

Calorimetro de Varredura Diferencial - DSC 50 (Shimadzu, Japao)
Estufa - 400/3ND (Nova Etica, Brasil)

Lampada de Xendnio - Xenarc D-H4R-35W (OSRAM, Brasil)
Microscopio Eletrénico de Varredura - FEG XL 30 (Philips, Holanda)
Placa de aquecimento - TE0851 (Tecnal, Brasil)

Rebmetro - R/S-CPS (Brookfield, EUA)

Spray dryer - MSD 0.5 (Labmagq do Brasil Ltda, Brasil)
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4.4. Métodos

4.41. Preparo das microparticulas contendo éleo de café verde por spray
congealing

Para a obtencdo das microparticulas lipidicas solidas foi idealizado um
planejamento experimental do tipo Box-Behnken, onde cada fator é estudado em
trés niveis, nivel alto (+1), nivel médio (0) e nivel baixo (-1), e trés variaveis, X4, Xz €
X3, num total de 15 experimentos. As variaveis estudadas foram vazao de disperséo
(VD), vazao do ar de resfriamento (VAR) e a concentracdo do 6leo de café verde
presente na mistura (C). O planejamento com as variaveis codificadas e nao

codificadas estado ilustrados na Tabela 6.

Tabela 6. Planejamento experimental do tipo Box-Behnken, com as variaveis nao
codificadas (VD, VAR e C) e codificadas (X1, X5, X3).

EXP VD VAR C X4 X, Xs
(mL/min’ (m¥min) (%) (VD) (VAR) (C)
1 2 0,75 30 -1 -1 0
2 6 0,75 30 1 -1 0
3 2 1,25 30 -1 1 0
4 6 1,25 30 1 1 0
5 2 1,00 20 -1 0 -1
6 6 1,00 20 1 0 1
7 2 1,00 40 -1 0 1
8 6 1,00 40 1 0 1
9 4 0,75 20 0 -1 -1
10 4 1,25 20 0 1 -1
11 4 0,75 40 0 -1 1
12 4 125 40 0 1 1
13 4 1,00 30 0 0 0
14 4 1,00 30 0 0 0
15 4 1,00 30 0 0 0

VD é vazdo de dispersdo (mL/min), VAR é vazao do ar de resfriamento (m3/min) e C é concentracéo
do dOleo de café verde (%). X;, X, e X; s&o as variaveis codificadas para VD, VAR e C,
respectivamente.
Os valores fixados no processo de microencapsulagao foram:
e Pressao de atomizacéao: 6 bar
e Vazdo do ar de atomizagao: 50 mL/min
e Temperatura de saida: 23,5 + 1,5°C
e Temperatura do 6leo de aquecimento (circulagdo responsavel pelo
aquecimento do bico): 150°C
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e Temperatura da fita aquecedora responsavel por manter a mistura fundida:
80°C
e Temperatura da cera mais oleo: 80°C
Um aparelho de spray dryer (Figura 16) foi modificado para o uso da técnica
de spray congealing foi utilizado para a producdo das MLSs de OCV. Um bico
nebulizador atomiza a mistura fundida formando goticulas liquidas que se solidificam

ao entrarem em contato com o ar resfriado, dentro de uma camara de resfriamento.

Fonte: http://www.b2babimag.com.br/maquinas_empresas.asp?cod_empresa=802

Figura 16. Mini Spray Dryer 0.5 (Labmaq do Brasil), sendo: (1) bico atomizador; (2) cAmara
com ar resfriado, para o uso da técnica de spray congealing; (3) ciclone de separagao; (4)

frasco coletor.

As concentracdes escolhidas para as misturas foram de 20, 30 e 40% de
OCV. Dessa forma foram calculadas as quantidades de cera de abelha adequada
para obter 50g de cada mistura.

Apo6s o calculo das quantidades necessarias de OCV e CA para cada
amostra, a CA foi levada a uma placa de aquecimento. Esta foi aquecida até atingir

uma temperatura em cerca de 10°C acima de seu ponto de fus&o (entre 75 a 80°C).
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Posteriormente foi adicionado o OCV e a temperatura foi mantida constante. A
mistura fundida foi conduzida até um bico atomizador com auxilio de uma bomba
peristaltica com vazao controlada (2, 4 e 6mL/min). O material nebulizado foi
solidificado em uma cédmara de resfriamento com vazdo de ar de resfriamento
controlada (0,75, 1,00 e 1,25m%min). As MLSs formadas foram coletadas com o

auxilio de um ciclone em um frasco coletor.

4.4.2. Determinacgao do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado em balanga com sistema de aquecimento
por luz halégena (marca OHAUS, modelo MB45), onde aproximadamente 500mg de
cada amostra foram utilizadas e o teor de umidade foi determinado a uma
temperatura de 105°C até peso constante. As analises foram realizadas em duplicata

e o teor de umidade fornecido em porcentagem.

4.4.3. Morfologia das MLSs

Primeiramente as amostras receberam um banho de ouro e posteriormente a
morfologia das microparticulas foi determinada pela técnica de microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Foi utilizado o microscépio PHILIPS modelo FEG XL
30, em aumentos de 2.000, 5.000 e 10.000 vezes para a obtencéo das imagens das
amostras analisadas. As amostras analisadas foram as microparticulas obtidas a
partir da cera de abelha e das misturas contendo 20, 30 e 40% de 6leo de café

verde.

4.4.4. Determinacao do tamanho e distribuicao das microparticulas

Para a determinagao do tamanho das microparticulas foi utilizada a técnica de
difracdo a laser (Beckman Coulter modelo LS 13 320). Uma pequena quantidade de
amostra foi suspendida em etanol e agua (sob agitagdo constante) e a distribuigéo

do tamanho de particula obtida.

4.4.5. Estudo do comportamento térmico

As amostras das microparticulas obtidas a partir da cera e das misturas
contendo 20, 30 e 40% de 6leo de café foram submetidas a analises por calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) no equipamento DSC 50 Shimadzu. Cada amostra foi

pesada e selada em cadinho de aluminio. Estas foram submetidas a um
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aguecimento de 10°C por minuto até atingir 150°C, em atmosfera de nitrogénio a 50
mL/min. Os dados obtidos foram avaliados com o software TA60 da Shimadzu.

4.4.6. Estudos Reoldgicos

Primeiramente foram realizados estudos de viscosidade em funcdo da
temperatura (através de uma rampa de aquecimento) de amostras contendo apenas
cera de abelha e de misturas contendo 20, 30 e 40% de Oleo de café verde. As
misturas foram fundidas a 80°C e depois colocadas em redmetro modelo R/S-CPS
(Brookfield Ltd, EUA) com sistema Peltier de controle de temperatura. As amostras
foram submetidas a uma taxa de cisalhamento constante de 1.000s™ e gap de
0,06mm. A andlise foi dividida em 8 passos de um minuto, onde em cada passo
ocorriam 10 medicGes e decréscimo de 5°C na temperatura.

Em seguida, foram realizados estudos reolégicos das amostras contendo
apenas cera de abelha e de misturas contendo 20, 30 e 40% de 6leo de café verde.
As misturas foram fundidas a 80°C e depois colocadas em redmetro modelo R/S-
CPS (Brookfield Ltd, EUA) com sistema Peltier de controle de temperatura. As
amostras foram submetidas a uma taxa de cisalhamento constante de 0 a 200 s e
de 200 a 0s™?, gap de 0,05mm e temperatura constante de 80°C. A anélise foi
realizada em sextuplicata e dividida em 2 passos de um minuto, onde em cada
passo ocorriam 20 medicBes. Para a analise dos resultados foram observadas as

viscosidades no ponto maximo de cisalhamento.

4.4.7. Estudo da atividade fotocatalitica

Este estudo foi realizado no laboratério de Terras Raras do Professor Osvaldo
Antonio Serra, da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, com o
auxilio de sua aluna de doutorado Juliana Fonseca de Lima. Para esta analise foi
utilizado o método da determinagdao condutométrica com irradiagdo de luz, através
de uma adaptagcao do RANCIMAT (Metrohm, Reino Unido). Neste estudo, o método
avalia o comportamento das amostras na presencga de um 6leo, no caso o 6leo de
ricino, fluxo de ar, calor, agitagao e luz.

Um sistema foi montado para simular, de maneira eficaz, o RANCIMAT,
conforme ilustrado na Figura 17. Para esta analise foram utilizados: lampada de
xendnio (Xenarc D-H4R-35W); condutivimetro C708 ANALION; célula C801/01.

Foram pesados 40mg de amostra e adicionado 3,0mL de d6leo de ricino, a mistura foi
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mantida a 120°C com fluxo de ar e irradiagdo de luz com uma lampada de xendnio.

w. g e

Figura 17. Sistema para simular o Rancimat, sendo: (1) lampada de xenénio; (2) dleo de

ricino com ou sem amostra; (3) agua; (4) condutivimetro.

Os produtos volateis de oxidacdo formados foram transferidos, pela vazao de
ar empregada, para um frasco contendo agua destilada (17mL), a conduténcia foi
monitorada por 7 horas e em tempos determinados a condutividade foi registrada.

O indice de atividade fotocatalitica foi calculado pela seguinte equagao:

ltc = (0 amostra — o branco)  onde: ¢ = condutancia (uS cm™)

o branco



Material e Métodos 64

4.4.8. Caracterizacao cromatografica do OCV

A caracterizagdo cromatografica do OCV puro foi feita através da preparagéo
dos ésteres metilicos de acidos graxos a partir dos triglicerideos presentes neste
Oleo. Para isso foi utilizada a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008)
aplicada a preparacao de ésteres metilicos de acidos graxos com 8 ou mais atomos
de carbono, através de reag¢des de hidrolise seguidas de reagdes de esterificagéo.

Para esse procedimento foi pesado 100mg do 6leo de café verde em tubo
falcon seguido pela adigdo de 3mL de n-hexano, para a solubilizagcdo da amostra.
Apoés solubilizagdo, foram adicionados 4mL de uma solugdo 0,5M de hidréxido de
sodio e aquecido em banho de agua com temperatura entre 65 e 70°C por 3
minutos. O tubo foi resfriado em agua corrente e entdo adicionado 5mL da solugao
esterificante, contendo cloreto de amoénio, metanol e acido sulfurico. O tubo foi
fechado, agitado por 30 segundos e aquecido novamente por 5 minutos. Em
seqguida, resfriou-se rapidamente o tubo em agua corrente e adicionou-se 4mL de
uma solugao saturada de cloreto de sddio. O tubo foi agitado vigorosamente por 30
segundos em agitador tipo vortex. Finalizando, foram adicionados 3mL de n-hexano
e o tubo foi novamente agitado em vortex por mais 30 segundos. Os tubos foram
deixados em suportes adequados para que ocorresse a separagao das fases. A fase
superior formada foi retirada para a analise por cromatografia gasosa.

Para a analise cromatografica foi utilizado um cromatégrafo a gas acoplado a
espectrometro de massa, GC-MS GCT Premier (Waters), utilizando coluna HP5 MS
de 30m de comprimento, 0,25mm de espessura e 0,25um de diametro interno.

As analises foram feitas nas seguintes condigdes:

e Temperatura inicial em 130°C, com aumentos de 10°C por minuto até atingir
230°C, mantendo esta temperatura por 5 minutos. Apds esse tempo foram
feitos aumentos de 20°C por minuto até atingir 280°C, onde se manteve por
mais um minuto.

e Tempo total de analise: 18,5 minutos

e Temperatura do injetor: 250°C

e Split 20

e Injetor automatico: 1uL de amostra

e Fluxo 1mL/min

e Faixa de massa molar: 40 a 450 g/mol
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e Delay: 6 minutos
A cromatografia gasosa com a espectroscopia de massa constitui uma técnica
analitica altamente sensivel, que pode dispensar o uso de padrbes, uma vez que a
comparagao dos espectros de massas € feita com o auxilio de bancos de dados
espectrais via computador (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999; TABOSA et al.,
2000; MENDHAM, 2002). Dessa forma, a caracterizacdo do OCV neste trabalho foi

feita sem a utilizagao de padroes.

4.4.9. Quantificagao de OCV nas microparticulas

Para a verificacdo da quantidade de OCV presente em cada lote de
microparticulas derivados dos experimentos fatoriais, foram realizadas analises por
cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa.

As 15 amostras do planejamento experimental foram analisadas por
cromatografia gasosa seguindo as mesmas condigdes e metodologia descrita para a
caracterizagao do OCV.

Esta analise foi feita através de uma quantificacido relativa entre os resultados
obtidos para concentragcdes conhecidas das misturas contendo CA/OCV e aqueles
obtidos para os lotes de microparticulas que foram produzidas. Para isso, uma curva
analitica foi preparada com os resultados obtidos das areas do pico do acido
linoleico presente no OCV, nas amostras contendo concentragdes conhecidas de
cera de abelha e OCV, sendo estas feitas em ftriplicata. Estas foram preparadas e
analisadas nas mesmas condi¢gdes descritas no item 4.4.8.

O uso do acido linoleico como parametro de comparacéo justifica-se pelo fato

deste nao ter sido observado, em concentracdes detectaveis, na cera de abelha.

4.4.10. Estabilidade Preliminar

Foram realizados testes de estabilidade preliminar, seguindo as normas da
ANVISA (2004) para produtos cosméticos.

Para o teste de estabilidade, foram pesadas 500mg de cada amostra e
acondicionadas em frascos de vidro transparente com batoque e tampa de rosca,
para garantir boa vedacao. As amostras ocuparam parte do frasco, ndo completando
0 seu volume total, para assim permitir possiveis trocas gasosas.

Este estudo teve duracdo de 15 dias e submetidas a condicbes de estresse,

visando acelerar possiveis sinais de instabilidade (ANVISA, 2004). Este estresse foi
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feito submetendo as amostras a ciclos alternados de aquecimento em estufa e
resfriamento em refrigerador.
As condi¢des adotadas foram:
e Temperatura estufa: 45 + 2°C
e Temperatura refrigerador: -7 + 3°C
e Ciclos de 24 horas
e Total de 15 dias
Para avaliar a estabilidade das microparticulas foram feitos estudos
cromatograficos seguindo as condicbes e metodologia descrita para a
caracterizagao do OCV.
Uma amostra de OCV foi pesada e mantida nas mesmas condigdes, a fim de

comparar a estabilidade das microparticulas com o OCV liquido e puro.

4.4.11. Forma de analise dos resultados

Os resultados foram analisados estatisticamente pela analise de variancia por
superficie de resposta aplicada as variaveis dos planejamentos experimentais
utilizados. Foi utilizado o software Statistica® (Statsoft, EUA) modulo Visual General
Linear Model, com o objetivo de verificar as condigdes operacionais para a produgao
dos sistemas micro e nanoestruturados, sendo considerados como valores

significantes aqueles em que p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Preparo das microparticulas do 6leo de café verde por spray congealing

O rendimento do processo foi determinado pela razdo entre a massa de

microparticulas obtidas e a massa das misturas de cera de abelha e 6leo de café

verde, dados em porcentagem. Os rendimentos variaram de 21 a 32% e sé&o

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Rendimento do processo
EXP VD

1 2
2 6
3 2
4 6
5 2
6 6
7 2
8 6
9 4
10 4
11 4
12 4
13 4
14 4
15 4

VAR

(mL/min)  (m%min)

0,75
0,75
1,25
1,25
1,00
1,00
1,00
1,00
0,75
1,25
0,75
1,25
1,00
1,00
1,00

C
(%)
30
30
30
30
20
20
40
40
20
20
40
40
30
30
30

Rend
(%)
23,3
21,3
27,6
24,4
26,0
21,7
29,9
27,0
21,2
23,6
21,0
21,2
23,5
32,0
29,2

A analise de variancia (ANOVA) ndo mostrou diferenga significativa para a

analise das variaveis com relagdo ao rendimento do processo. Estes dados podem

ser observados na Tabela 8.
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Tabela 8. Nivel de significancia dos rendimentos obtidos

Somados Graude Quadrado F p
quadrados liberdade médio
vD 0,38610 1 0,38610 0,033106 0,862768
VDA2 0,09256 0,09256 0,007937 0,932469
VAR 67,66621 67,66621 5,802116 0,060957
VARA2 66,43103 66,43103 5,696204 0,062645

1
1
1
C 16,72945 1 16,72945 1,434486 0,284709
CA2 18,55410 1 18,55410 1,590943 0,262838
VD*VAR 0,36000 1 0,36000 0,030869 0,867428
vD*C 0,49000 1 0,49000 0,042016 0,845673
VAR*C 1,21000 1 1,21000 0,103753 0,760403
Error 58,31167 5 11,66233

A Figura 18 mostra o grafico de superficie de resposta do rendimento em
funcdo da vazéo de dispersédo (VD) e a vazédo do ar de resfriamento (VAR). Para
este estudo sdo considerados significantes os valores obtidos com p < 5%, dessa
forma, apesar dos valores para VAR nao terem apresentado diferencas
significativas, pelo grafico de superficie podemos observar uma tendéncia para um

aumento de rendimento com um valor intermediario de VAR (1m*min).

Il 23
B 26
124
=22
BN 20

(5/5) PUSH

Figura 18. Grafico de superficie de resposta do rendimento em fun¢cdo da vazao do ar de
resfriamento (VAR) e vazao de dispersao (VD).
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Os rendimentos ficaram abaixo de 35% provavelmente devido as
propriedades aderentes da cera de abelha com a associagdo do OCV. Assim como
observado por Qiyun (2008), o baixo rendimento do processo também pode ter sido
causado pelas gotas que aderiram a parede da camara antes de serem solidificadas.
Isso indica que as mesmas n&o foram rapidamente e/ou suficientemente resfriadas
antes de entrarem em contato com a superficie da camara, levando a uma perda
consideravel de material. Dessa forma, o sucesso do processo de
microencapsulagao por spray congealing € altamente dependente da capacidade de
solidificacdo da mistura fundida. Outro fator importante, que deve ser considerado
para a técnica de spray congealing, € a reologia das ceras e de suas misturas com
os ativos, esta pode afetar o tamanho das goticulas formadas na atomizacédo e
também a adesdo destas nas paredes da camara, pois viscosidades mais altas no
momento da colisdo podem aumentar esta adesédo e consequentemente, diminuir o
rendimento. A reologia pode afetar também a morfologia das microparticulas,
conforme sera discutido no item 5.3.

Outro fator que pode influenciar no rendimento desta técnica é a quantidade
de pés muito finos que podem ser encaminhados para a tubulagdo de escape do
ciclone de separacéo ao invés de serem coletadas no frasco (QIYUN, 2008).

Segundo Elkordy, Essa (2010), baixos rendimentos podem ser aceitaveis
quando consideramos a escala laboratorial. Equipamentos de pequena escala
podem resultar em adesao das particulas na camara e o ciclone de separagao pode

nao ser capaz de prender particulas pequenas.

5.2. Determinacgao do teor de umidade

O teor de umidade é um indicador de qualidade de materiais secos. De um
modo geral, sdo aceitos teores de umidade abaixo de 5%. Estes valores garantem
uma diminuicdo significativa do crescimento microbiolégico e das reagdes de
degradagao quimica, o que promove maior estabilidade do material (PAGLIARUSSI;
BASTOS; FREITAS, 2006).

No estudo de teor de umidade os valores obtidos variaram entre 0,39 e
0,79%, no entanto o tratamento estatistico (ANOVA) ndo mostrou significancia, ou
seja, nenhumas das variaveis estudadas influenciaram os valores de teor de

umidade, como mostra a Tabela 9.
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Tabela 9. Tratamento estatistico para o teor de umidade

Somados Graude Quadrado F p
quadrados liberdade médio
VD 0,029811 1 0,029811 1,819402 0,235252
VDA2 0,000283 1 0,000283 0,017253 0,900619
VAR 0,019857 1 0,019857 1,211890 0,321111
VAR”2 0,015006 1 0,015006 0,915824 0,382524
C 0,002723 1 0,002723 0,166176 0,700400
CA2 0,003052 1 0,003052 0,186263 0,684021
VD*VAR 0,040000 1 0,040000 2,441257 0,178941
vD*C 0,016900 1 0,016900 1,031431 0,356419
VAR*C  0,005625 1 0,005625 0,343302 0,583379
Error 0,081925 5 0,016385

Ja era esperado que o resultado dos parametros analisados nao seriam
significantes, uma vez que o processo de obtencado dos microparticulados por spray
congealing nao utilizam solventes aquosos. Porém, o estudo foi realizado, pois o
teor de umidade poderia ter sido modificado pela variagcdo da umidade relativa do ar
NO processo e por possiveis propriedades higroscopicas dos constituintes do produto

final.

5.3. Morfologia das MLSs
A Figura 19 mostra as fotomicrografias das MLSs com 20, 30 e 40% de OCV

e cera de abelha pura, produzidas nas mesmas condi¢gées experimentais, com VD
de 2mL/min e VAR de 1m®min.

As MLSs contendo apenas cera de abelha apresentaram-se um pouco
agregadas com morfologia esférica e levemente rugosa (Figura 19a). Ja as MLSs
contendo 20% de 6leo de café verde apresentaram maior agregagdo e um maior
nivel de irregularidade na sua superficie (Figura 19b), o que comprometeu
parcialmente seu formato esférico. Isso também foi observado nas MLSs contendo

30 e 40% de d6leo de café verde (Figura 19c e 19d, respectivamente).
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Figura 19. Imagens obtidas por microscopia eletrOnica de varredura das microparticulas
contendo apenas CA (a), 20% OCV (b), 30% OCV (c) e 40% OCV (d).

A maior agregacao entre as particulas e a maior deformidade na sua
superficie pareceu ser proporcional ao aumento da concentracdo do 6leo de café
verde adicionado em cada preparacao.

A morfologia das microparticulas depende das for¢as de contragdo durante a
secagem das gotas e da viscosidade do material liquido. O enrugamento e o
aparecimento de dobras nas microparticulas podem ser decorrentes de forcas de
contragao irregular durante o processo de secagem. A viscosidade do material
liguido é um parametro importante na determinacdo da morfologia das
microparticulas. O aumento da viscosidade do material liquido atomizado aumenta a
tendéncia do enrugamento ou aparecimento de dobras nas microparticulas formadas
(RAFFIN et al., 2006; FOSTER; LAETHERMAN 1995). Essas dobras ou
enrugamento das microparticulas podem ser observadas nas Figuras 20a, 20b, 20c.
O aumento da concentragdo de OCV aumenta a viscosidade do material liquido
atomizado e consequentemente aumenta a deformidade nas microparticulas. Estas

dobras menos pronunciadas nas microparticulas contendo apenas cera de abelha
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(Figura 20d), pode ser devido ao fato destas apresentarem uma menor viscosidade
quando comparadas aquelas contendo misturas de OCV e CA, considerando a

temperatura da mistura fundida (80°C).

AccVY  Spot Magn Det WD Exp F—— 2pm AccV SpotMagn Det WD Exp FH——— 2um

500kV 3.0 10000x SE 94 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG 10.0kV 3.0 10000x SE 100 1 UFSCar - DEMa- LCE - FEG

&
i 38 Ve 4 € A
AccV  Spot Magn Det WD Exp —— 2um A\ tMagn Det WD Exp 1 Gmm
5.00 3.0 10000x SE 100 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG € 3.0 5000x SE 100 1 UFSCar - DEMa - LCE - FEG
e = . g
> - { S

C
Figura 20. Fotomicrografias das microparticulas contendo 20% OCV (a), 30% OCV (b), 40%
OCYV (c), apenas CA (d).

A viscosidade critica para evitar o surgimento de dobras ou enrugamento das
microparticulas pode ser determinada, se esta for considerada como parametro
necessario (FOSTER e LAETHERMAN 1995).

A presenca de fissuras, rachaduras, poros ou rompimentos pode
comprometer a protegdo das substancias ativas (SANTOS; FAVARO-TRINDADE;
GROSSO, 2005). As microparticulas formadas pela mistura de OCV e CA
apresentaram dobras ou enrugamento em sua superficie, porém nao apresentaram
fissuras ou poros, o que é fundamental para garantir menor permeabilidade de

gases e consequentemente uma maior protegao da substancia ativa.
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5.4. Determinacao do tamanho e da distribuicao das microparticulas

A distribuicdo de tamanho das microparticulas € um fator importante no
controle da liberagdo e também na protecédo da substancia ativa. Quanto menor for o
seu didametro, maior sera a superficie de contato e consequentemente mais rapida
sera a liberagao do ativo.

A andlise de tamanho de particulas por difracdo a laser é rapida, facil de
operar e de ampla leitura. Neste método, as particulas sdo dispersas num fluido em
movimento o que causa descontinuidade no fluxo do fluido, que é detectada por uma
luz incidente e correlacionada com o tamanho de particula. Ao atingir a particula, a
luz incidente sofre diferentes fenébmenos (reflexdo, difragdo, absorgédo e refragdo)
formando um invélucro de luz tridimensional (PAPINI; LEAL NETO, 2006).

Uma das principais influéncias sobre o tamanho de microparticulas esta
associada com a viscosidade do liquido. As misturas de menor viscosidade resultam
em tamanhos menores de particulas, enquanto que as de maior viscosidade
resultam em particulas de tamanhos maiores (ILIC et al., 2009). Desta forma,
conforme observado na Tabela 10, o aumento da concentracdo de OCV fez

aumentar o didametro médio (d50) das microparticulas.

Tabela 10. Valores obtidos para d50 e suas respectivas variaveis feitas no planejamento.
VAR C d50

m
x
o
<
)

1 2 0,75 30 88

2 6 0,75 30 75,28
3 2 1,25 30 58,78
4 6 1,25 30 100,1
5 2 1 20 51,41
6 6 1 20 112,2
7 2 1 40 94,93
8 6 1 40 100,8
9 4 0,75 20 74,08
10 4 1,25 20 77,56
11 4 0,75 40 140,1
12 4 1,25 40 112,7
13 4 1 30 72,28
14 4 1 30 81,93
15 4 1 30 63,92

A andlise de variancia do tamanho médio das microparticulas (d50) mostrou

que, dentre as variaveis estudadas, apenas a concentragao de OCYV foi significante a
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5%, apresentando um efeito linear e quadratico, conforme dados da Tabela 11.

Tabela 11. Analise de varidncia do tamanho médio das microparticulas contendo OCV.

Somados Graude Quadrado F p
quadrados liberdade medio
Intercept 15860,23 1 15860,23 80,34795 0,000288
VD 1134,31 1 1134,31 5,74641 0,061837
VDA2 10,96 1 10,96 0,0555 0,823103
VAR 100,25 1 100,25 0,50788 0,507925
VARA2 336,92 1 336,92 1,70686 0,248258
C 2220,44 1 2220,44 11,24877 0,020242
Cn2 1311,61 1 1311,61 6,64463 0,049569
VD*VAR 730,08 1 730,08 3,69859 0,11247
VD*C 754,05 1 754,05 3,82003 0,108047
VAR*C 238,39 1 238,39 1,2077 0,321865
Erro 986,97 5 986,97

O grafico de superficie (Figura 21) mostra que com o aumento da
concentracdo do oleo de café verde as microparticulas apresentaram um maior
tamanho. Os resultados variaram de aproximadamente 50 a 140um. No grafico
observa-se também o aumento do tamanho de particula conforme o aumento da
vazao de dispersao (VD), porém a analise de varidancia ndo mostrou significancia.

Neste trabalho é considerado como valor significante aquele que obter p < 5%.

B 120
I 100
[ a0
B 50

Figura 21. O grafico de superficie mostra que com o aumento da vazéo de dispersao e da
concentracao do 6leo houve um aumento no tamanho das microparticulas.
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Uma vez que apenas a concentragcdo de OCV ofereceu diferengas
significativas para d50, foram feitas as médias dos valores obtidos para o volume
diferencial das particulas, para cada concentragéo (20, 30 e 40% de OCV), a fim de
melhorar a visualizagao desta diferenga no grafico de distribuicdo do tamanho da

particula (Figura 22).
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Figura 22. Distribuicao do tamanho de particulas, nas diferentes concentragcdes de OCV.

O aumento da concentracdo de OCV aumentou o tamanho médio das
microparticulas. As microparticulas contendo 40% de OCV além de apresentarem o
maior d50, também mostraram uma maior variagao na distribuigdo granulométrica.

O tamanho das particulas € um dos fatores que influencia a penetracdo da
substancia ativa através da pele. Os ativos podem transpor as barreiras do extrato
cérneo de trés maneiras: (1) permeacao transfolicular, que é feita através dos
foliculos pilosos; (2) permeacgéo transcelular, é feita de forma direta através das
células cérneas e da matriz lipidica intracelular; (3) permeagéao intercelular, onde as
substancias difundem-se ao redor das células cérneas.

Dessa forma, a determinacdao do tamanho das particulas € um dos muitos
parametros que devem ser estudados para poder determinar se o produto aplicado
na pele tera acao local ou sistémica.

De acordo com Toll et al. (2004) e Schaefer et al. (1990), as microparticulas
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maiores que 10um permanecem na porcao superficial da pele. Dessa forma,
considerando apenas o didametro médio das microparticulas produzidas neste
trabalho, que variaram entre 50 e 140pm, provavelmente elas n&o tenham a
capacidade de penetrar na pele, ficando apenas em sua superficie. Isto demonstra
que seu tamanho é adequado a finalidade proposta neste trabalho, de liberacdo do

OCV na superficie da pele, ja que ndo se objetivou a penetragéo cutanea.

5.5. Estudo do comportamento térmico

Na Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) a substancias analisada e um
material de referéncia sdo submetidos a uma programacdo controlada de
temperatura, permitindo a avaliacdo das variacbes entalpicas que ocorrem
(IONASHIRO, 2005).

Através do DSC qualquer fendbmeno fisico ou quimico que provoque variacdes
de entalpia pode ser detectado. Nos graficos a representacdo € feita através de
picos ascendentes para eventos exotérmicos, e descendentes para eventos
endotérmicos (CARVALHO FILHO, 2000).

Desta forma, a técnica de DSC foi utilizada para detectar possiveis interagdes
entre a cera de abelha e o Oleo de café verde, através da andlise das
microparticulas contendo apenas cera de abelha e daquelas contendo cera mais 20,
30 e 40% de dleo de café verde.

A Figura 23 mostra o perfil calorimétrico de todas as amostras analisadas.
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Figura 23. Perfil calorimétrico das microparticulas contendo apenas cera de abelha e
daquelas contendo cera mais 20, 30 e 40 % de 6leo de café verde.
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Os termogramas mostraram de maneira geral um evento endotérmico
aproximadamente na faixa de 30 a 60°C, com pico de fusdo em torno de 50 a 55°C.

De acordo com o perfil calorimétrico houve uma pequena diminuigdo no ponto
de fusao das misturas quando comparadas a cera de abelha pura. Houve também
um alargamento do pico que foi maior conforme o aumento da concentragéo do oleo
de café verde. Através destes eventos pode-se observar a influéncia de impurezas
no perfil calorimétrico dos materiais.

Métodos calorimétricos tém sido muito empregados para avaliar o grau de
pureza das substancias (HAYS, 2005). A cera de abelha &€ composta por varias
substancias, isto pode ser observado em seu pico que apresenta uma larga faixa de
fusdo. Quando se adiciona o 6leo de café verde pode-se observar um alargamento
maior do pico e uma diminuicdo no ponto de fusdo o que mostra o aumento da
quantidade de impurezas adicionadas ao material.

Na Tabela 12 estdo os pontos de fusdo de cada amostra e a respectiva
variacdo de entalpia (AH). A entalpia € uma grandeza fisica capaz de mensurar a
maxima energia removida, na forma de calor, de um sistema termodinamico. As
variagdes de entalpia nos sistemas podem ser mensuradas através da medida do

calor absorvido ou liberado pelo sistema.

Tabela 12. Variacbes de entalpia a fusdo das microparticulas contendo 20, 30 e 40% de
OCV e naquelas contendo apenas CA.

Ponto de AH
Fusio (°C) (J/g)
Cera Abelha 59,04 -134,67
20% 57,01 -108,28
30% 56,17 -98,97
40% 54,55 -83,51

Como visto anteriormente o aumento da concentragdo de OCV diminui o
ponto de fusdo da mistura. Sendo assim, quanto maior a concentracdo de OCV

menor sera a quantidade de energia recebida para sua fusdo do sistema.

5.6. Estudos Reoldgicos

De acordo com a Figura 24 observa-se que a cera de abelha comecga a
solidificar em torno de 59°C, enquanto que as misturas iniciam a solidificagdo em
torno de 56°C.
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Assim como no estudo do comportamento térmico feito por DSC, pode-se
observar a diminuicdo do ponto de fusédo da cera de abelha quando o éleo de café
verde é adicionado. Conforme visto anteriormente a presenca de impurezas levou a

uma diminui¢gao do ponto de fuséo.
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Figura 24. Grafico de viscosidade x temperatura das misturas fundidas a 80°C.

A solidificacdo da cera de abelha acontece mais rapidamente do que as
misturas contendo OCV. Apéds a solidificacdo, as misturas apresentam viscosidades
menores conforme adigdes maiores de OCV.

Como visto, a viscosidade do material fundido interfere na formacao das
microparticulas. Estas interferéncias podem alterar o tamanho e a morfologia destas
particulas. Diante disso o estudo da viscosidade e do comportamento de fluidez das
misturas é de fundamental importancia para a compreensao dos resultados.

A reologia estuda o escoamento e a deformagdo de uma matéria. O
comportamento de fluidez de alguns produtos pode ser diferente, dependendo de
alguns fatores como a temperatura e o cisalhamento. O estudo reolégico da cera de
abelha é complexo e muito dependente da temperatura, uma vez que o seu estado
pode ser solido, em temperaturas menores que 62°C, ou liquido acima de 67°C.

Os reogramas obtidos estdo ilustrados na Figura 25, onde 25a é a amostra
contendo apenas OCV, 25b amostra contendo apenas cera de abelha e na figura

25c estédo os reogramas das misturas contendo 20, 30 e 40% de OCV.
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Figura 25. Reogramas das amostras contendo apenas OCV, apenas CA e das misturas
contendo 20, 30 e 40% de OCV, a temperatura de 80°C.
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Nos reogramas pode-se observar que, na temperatura de 80°C, todas as
amostras analisadas apresentam uma tensdo de deformacao inicial (yield stress),
que € a tensao minima exigida para que o material comece a fuir. Apés comecar a
fluir as amostras contendo apenas cera de abelha e apenas 6leo de café verde,
apresentam um comportamento Newtoniano, uma vez que sua viscosidade
permanece constante, independente da taxa de cisalhamento. Por outro lado, as
amostras contendo as misturas de CA e OCV apresentaram viscosidade dependente
do tempo, mostrando uma leve tixotropia, onde as leituras ascendentes foram
diferentes das leituras descendentes, ou seja, a viscosidade decresce com o tempo.

Os valores obtidos em sextuplicata para as viscosidades no ponto maximo de
cisalhamento para todas as amostras estdo na Tabela 13, assim como a respectiva

meédia e desvio padrao.

Tabela 13. Viscosidade das amostras no ponto maximo de cisalhamento

1 2 3 4 5 6 Média Desvio
20% 8,56 7,91 8,36 8,56 8,54 8,32 8,38 0,25
30% 6,87 7,57 8,11 8,36 7,91 8,17 7,83 0,54
40% 9,14 9,29 8,24 9,29 9,34 9,56 9,14 0,46
CA 8,80 7,34 7,65 8,94 7,32 8,35 8,06 0,72
ocv 4,10 5,07 7,18 6,88 6,58 5,73 5,92 1,18

Observa-se um aumento da viscosidade das misturas contendo CAe OCV em
comparagao as amostras puras, contendo apenas CA e apenas OCV. Na Figura 26

esta o grafico em barras destas viscosidades.
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Figura 26. Viscosidades obtidas em maximo cisalhamento.
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Segundo teste T, as amostras contendo 40% de OCV e apenas OCV
apresentaram diferenga significativa em comparagdo a todas amostras, conforme
dados da Tabela 14.

Tabela 14. Diferencas significativas entre os valores de viscosidade obtidos em
cisalhamento maximo.

P value Diferenca
significativa (P < 0.05)
20% x 30% 0,0727 N&o
20% x 40% 0,0169 Sim
20% x CA 0,2753 Né&o
20% x OCV 0,0034 Sim
30% x 40% 0,0070 Sim
30% x CA 0,5712 N&o
30% x OCV 0,0016 Sim
40% x CA 0,0185 Sim
40% x OCV 0,0027 Sim
CA x OCV 0,0182 Sim

Esses resultados mostram um aumento significativo da viscosidade da
mistura contendo 40% de OCV. Como visto anteriormente, o aumento na
viscosidade pode influenciar algumas caracteristicas na formacado das
microparticulas, como por exemplo o tamanho e a morfologia.

Dessa forma, o aumento da concentracdao de OCV na mistura fez com que
esta apresentasse uma maior viscosidade e isto pode ter influenciado a formagao
das microparticulas, alterando seu tamanho e morfologia.

Segundo Aliseda et al. (2008), os processos que envolvem a atomizagado das
amostras, como spray drying e spray congealing, sdo complexos e influenciados por
muitos parametros. A distribuicdo do tamanho das goticulas atomizadas juntamente
com os parametros operacionais do spray podem influenciar a morfologia da
microparticula formada.

Tanto o comportamento do fluido quanto a sua viscosidade, influenciam a
formacdo das microparticulas, porém este € um estudo complexo que exige a
avalicao de outras variaveis. Sendo assim, modelos podem ser desenvolvidos para
avaliar as propriedades reoldgicas dos fluidos nas condicdbes que mais se
aproximam do processo de atomizacao (ALISEDA et al., 2008).

Portanto, outros estudos reolégicos aliados a previsdo de modelos
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matematicos seriam necessarios para avaliar as propriedades reologicas dessas
misturas, nas mesmas condigdes em que foram atomizadas. Porém, os estudos
feitos neste trabalho tiveram como objetivo avaliar a viscosidade das diferentes
misturas e com isso verificar sua influéncia em outros parametros como o tamanho e

a morfologia das microparticulas.

5.7. Atividade fotocatalitica

Neste estudo foram utilizadas as microparticulas contendo 20, 30 e 40% de
OCV e cera de abelha pura, produzidas nas mesmas condi¢cdes experimentais, com
VD de 2mL/min e VAR de 1m*/min. Além de avaliar também o OCV puro.

A atividade fotocatalitica foi avaliada pela variagdo da condutividade da agua
na presenga dos compostos volateis, que sdo produtos da degradacao do 6leo de
ricino, quando este foi submetido ao aquecimento e irradiagao de luz.

A Figura 27 mostra uma analise comparativa da variagdo de condutividade da
agua na presenca dos produtos de degradacao do o6leo de ricino (controle) na

presenca e auséncia das substancias avaliadas.
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Figura 27. Grafico da condutividade em fungédo do tempo das amostras contendo somente
CA; somente OCV; e as misturas contendo 20, 30 e 40% de OCV. Controle: 6leo de ricino.
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Nos primeiros minutos o Oleo de ricino apresentou grande variagcdo na
condutividade, diferentemente das amostras analisadas que apresentaram uma
menor variagao na condutividade mantendo-se de forma constante em praticamente
todo o intervalo de tempo estudado. Essa diminuigdo da condutividade indica uma
menor formagao de compostos volateis produzidos na oxidacao lipidica, o que pode
indicar uma possivel atividade antioxidante das amostras estudadas. Esta
propriedade € observada uma vez que a adigdo das amostras contendo somente
OCV, somente CA e as misturas contendo OCV e CA apresentaram menores valores
de condutividade quando comparados ao 6leo de ricino puro, indicando uma menor
presencga dos produtos volateis de degradagédo na agua. Observa-se também que os
graficos apresentam um perfil semelhante com relagédo a protecédo do 6leo de ricino
contra a degradagao

O aumento da degradacao do éleo de ricino aumenta a atividade fotocatalitica
e consequentemente aumenta a condutividade da agua. Dessa forma, a atividade
fotocatalitica é diretamente proporcional a condutividade medida.

Sendo assim pode-se dizer que todas as amostras agiram como antioxidante
apresentando atividade fotocatalitica menor do que o 6leo de ricino puro. Porém,
apenas com os valores de condutividade da agua nédo se pode determinar qual
amostra apresentou melhor protecdo para o d6leo de ricino, uma vez que a
condutividade inicial da agua pode variar. Além disso, existem variacbes da
condutividade em funcdo do tempo. Dessa forma, a comparagao deve ser feita
analisando o grau de atividade fotocatalitica em fungdo do tempo, sendo estimado
pela mudanca de condutancia (o) apds algumas horas.

O indice de atividade fotocatalitica das amostras foi normalizado pela

seguinte equacao:

l.sc = (0 amostra — o branco) onde: o = condutancia

o branco

Usou-se como branco o 6leo de ricino puro. Os resultados obtidos do indice
de atividade fotocatalitica em fungao do tempo, com suas respectivas médias, estao

descritos na Tabela 15, onde o menor |l indica a menor atividade fotocatalitica.
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Tabela 15. indice de atividade fotocatalitica em funcéo do tempo e a média do indice para
cada amostra.
Tempo (h)

CA

ocv
20%
30%
40%
Vit E

1
-0,070
-0,065
-0,065
-0,028
-0,072
-0,044

2
-0,068
-0,066
-0,059
-0,029
-0,073
-0,035

3
-0,086
-0,084
-0,072
-0,048
-0,093
-0,048

4
-0,087
-0,084
-0,070
-0,048
-0,096
-0,047

5
-0,094
-0,093
-0,081
-0,057
-0,104
-0,053

6
-0,107
-0,100
-0,094
-0,065
-0,117
-0,070

7
-0,103
-0,102
-0,099
-0,066
-0,121
-0,069

Média
-0,088
-0,085
-0,077
-0,049
-0,097
-0,052

Para comparar a agao antioxidante das substancias estudadas neste trabalho,

foi feito uma analise da atividade fotocatalitica da Vitamina E. Esta foi escolhida por

ser um antioxidante lipossoluvel muito estudado e utilizado em produtos cosméticos.

A Figura 28 mostra o indice de atividade fotocatalitica em fungdo do tempo

das amostras contendo somente CA, somente OCV, das microparticulas contendo

as misturas de CA com 20, 30 e 40% de OCV e também das amostras contendo a

vitamina E, utilizada como referéncia.
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Figura 28. Grafico do indice de atividade fotocatalitica em func&o do tempo.

Com excegdo da amostra contendo 30% de OCV, todas as outras

apresentaram um indice de atividade fotocatalitica menor do que os valores obtidos

para a vitamina E, indicando que, nessas condi¢cbes, as amostras do presente

estudo apresentaram uma melhor protecao do 6leo de ricino contra a degradacéo. E
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dentre as amostras estudas, aquela contendo 40% de OCV apresentou a melhor

atividade.

5.8. Caracterizagao cromatografica do OCV

A caracterizacdo do OCV puro foi feita através da preparacdo dos ésteres
metilicos de acidos graxos a partir dos triglicerideos presentes neste 6leo. Para isso
foi utilizada a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) aplicada a
preparagao de ésteres metilicos de acidos graxos com 8 ou mais atomos de
carbono, através de reacdes de hidrolise seguidas de reag¢des de esterificagdo. Em
seguida as amostras foram analisadas por cromatografia gasosa.

A Figura 29 mostra o cromatograma do 6leo de café verde.
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Figura 29. Cromatograma do OCV

A identificagdo dos picos foi feita por espectrometria de massa. Este método
identifica os diferentes atomos que compbe uma substancia, através do
bombardeamento de uma substancia com elétrons para produzir ions, ou atomos
eletricamente carregados. A identificagcdo e caracterizagéo estrutural dos compostos
em espectrometria de massa em geral, dependem da medicdo da massa do ion
precursor, que sera relacionada com uma molécula de forma conhecida
(MCLUCKEY; MENTINOVA, 2011)

As Figuras 30, 31, 32, e 33 mostram respectivamente 0s espectros de massa
obtidos para os picos 1, 2, 3 e 4. Estes foram comparados com espectros de massas
pesquisados na biblioteca do equipamento. Em cada figura o primeiro espectro
corresponde ao obtido na analise do OCV e o segundo corresponde ao espectro de
massa pesquisado na biblioteca que apresentou maior semelhangca com relagdo ao

estudado.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Subst%C3%A2ncia
http://pt.wikipedia.org/wiki/El%C3%A9tron
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Don
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Figura 30. Comparacgao entre os espectros de massa do primeiro pico obtido no OCV com o
encontrado na biblioteca.

Pico 2 — acido octadecadiendico (acido linoleico)
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C19H3402; MF: 806; RMF: 807, Prob 22.0%; CAS: 13038-47-6; Lib: mainlib; ID: 27108.
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Figura 31. Comparagao entre os espectros de massa do segundo pico obtido no OCV com
0 encontrado na biblioteca.
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Pico 3 — acido octadecendico (acido oleico)

Unknown: G1 707 (10.936) Cm (707-(673+827))
Compound in Library Factor = -709
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Figura 32. Comparagéo entre os espectros de massa do terceiro pico obtido no OCV com o
encontrado na biblioteca.

Pico 4 — acido octadecandico (acido estearico)
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Hit 1 : Qctadecanocic acid, methyl ester
C19H3802; MF: 736; RMF: 741; Prob 53.0%; CAS: 112-61-8; Lib: replib; ID: 9040.
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Figura 33. Comparacao entre os espectros de massa do quarto pico obtido no OCV com o
encontrado na biblioteca.

Os resultados obtidos da analise da composi¢cao do 6leo de café verde por
cromatografia gasosa e os resultados citados em literatura (Folstar, 1985), estéao

apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Porcentagens dos principais acidos graxos presentes no OCV

Acidos Graxos

Acido linoléico
Acido palmitico
Acido oleico
Acido estearico

Composicao obtida (%)

45,6
27,5
15,1
11,7

Composicao descrita em
literatura*(%)
42,6 a 46,2
32,1a33,2
8,2a12,5
7,5a8,2
*Fonte: Folstar (1985) citado em Lago, 2006

Os resultados obtidos assemelham-se aos descritos por Folstar (1985), onde

0s principais acidos graxos presentes neste oleo sdo o acido linoléico, palmitico,

oléico e estearico. Porém houve variagdes nas quantidades de cada componente

que podem ser atribuidas a diversos fatores como época de colheita, clima, solo,

meétodos extrativos, producao e recuperacao dos ésteres metilicos, entre outros.

5.9. Quantificagao de OCV nas microparticulas

A linearidade da metodologia para a deteccdo dos acidos graxos presentes no

Oleo de café verde foi verificada pela curva analitica preparada conforme descricdo

no item 4.4.9. Na Figura 34 esta representada a curva analitica quando amostras

contendo concentracdes conhecidas de CA e OCV foram analisadas por CG. A

linearidade do método foi avaliada pelo coeficiente correlagcdo determinado pela

regressao linear.
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Figura 34. Curva analitica preparada a partir de amostras contendo concentracdes

conhecidas de CA e OCV.
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Para a construcdo da curva analitica foi considerado as areas dos picos
obtidos para o acido linoleico, uma vez que este nao foi detectado na cera de abelha
pura, em analises preliminares realizadas.

A regressdo linear dos dados experimentais apresentou um valor de
coeficiente de correlacdo (R2) que esta de acordo com as normas estabelecidas
pelo INMETRO, em que valores superiores a 0,90 indicam que existe uma resposta
linear e também pelas normas estabelecidas pela ANVISA, que € de 0,99. Sendo
assim, a metodologia utilizada indica a existéncia de uma resposta linear para as
concentracbes de OCV presentes nas microparticulas, nas condigbes estudadas
(INMETRO, 2003; ANVISA 2003).

Através da equacdo da reta obtida na curva analitica, foi calculada a
porcentagem de OCV presente em cada microparticula preparada no planejamento

experimental. Os resultados estdo descritos na Tabela 17.

Tabela 17. Porcentagem de acido linoleico presente nas microparticulas

Experimento Area obtida (CG) OCV (%)
1 59 26,81
50 22,80
3 81 36,62
4 79 35,73
5 57 25,92
6 71 32,17
7 128 57,58
8 87 39,30
9 44 20,13
10 91 41,08
11 89 40,19
12 85 38,41
13 65 29,49
14 60 27,26
15 58 26,37

A linearidade da metodologia analitica utilizada garante que, neste intervalo,
os resultados obtidos sdao diretamente proporcionais a concentragdao do analito na
amostra (ANVISA, 2003). Porém, ao calcular as porcentagens de acido linoléico
presente em cada lote de microparticulas, alguns pontos mostraram-se discrepantes
(outliers ou valor atipico), conforme ilustrado no grafico boxplot (Figura 35).

Os graficos do tipo boxplot sdo utilizados para avaliar a distribuicdo empirica

dos dados, onde a haste inferior se estende até o menor valor (n&o inferior ao menor
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limite) e a haste superior se estende até o maior valor (n&o superior ao maior limite).
O grafico é formado também pela mediana e também mostra os valores que sao
considerados discrepantes, estes sdo denotados por asterisco.

Os dados do grafico mostram que as concentragdes obtidas de OCV presente
nas microparticulas estdo entre a faixa esperada, entre 20 e 40% de OCV. Porém,
os dados apontam para um limite inferior acima de 25%, que pode ter acontecido
pela falta de sensibilidade do método na quantificacdo das microparticulas contendo
20% de OCV.

60

50

40

30

% OCV

10+

Figura 35. Grafico boxplot para a concentragédo de OCV em cada lote de microparticulas.

Outro grafico do tipo boxplot (Figura 36) foi construido a partir dos dados da
eficiéncia de encapsulacdo para cada concentracdo de OCV estudada (20, 30 e
40%). A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada através da raz&o entre a
concentracdo de OCV final encontrado por analise CG e a concentracdo de OCV
inicialmente colocada para o preparo das microparticulas. Este calculo foi feito

utilizando a seguinte equacao:

%EE =]]final x 100

[] incial
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Figura 36. Grafico boxplot para a eficiéncia de encapsulagdo em concentra¢des de 20, 30 e
40% de OCV

Assim como observado por Amarante et al. (2001), menores valores de
concentracdo causam maior dispersdao dos dados. A Figura 36 confirma que a
quantificacdo do 6leo presente nas microparticulas de menor concentragcéo (20%)
apresenta grande variagao nos resultados, por outro lado essa variagao diminui ao
adicionar maiores concentragdes de OCV, como pode ser observado para a
concentracao de 40%.

A Tabela 18 mostra os resultados obtidos para eficiéncia de encapsulagédo em

cada experimento feito no planejamento Box-Behnken.
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Tabela 18. Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas produzidas.

Experimento []inicial []final EE (%)
ocv ocv
1 30 26,81 89
2 30 22,80 76
3 30 36,62 122
4 30 35,73 119
5 20 25,92 130
6 20 32,17 161
7 40 57,58 144
8 40 39,30 98
9 20 20,13 101
10 20 41,08 205
11 40 40,19 100
12 40 38,41 96
13 30 29,49 98
14 30 27,26 91
15 30 26,37 88

Segundo estudo publicado por Passerini et al. (2002), os valores obtidos para
a eficiéncia de encapsulagao das microparticulas contendo carbamazepina feitas por
spray congealing, variaram entre 89 e 120%. Sendo assim, diante da complexidade
do processo de separacdo entre o OCV e a CA produzidas no presente estudo,
aliado as diversas reacbes necessarias para a produgdo dos metil ésteres na
quantificacdo por CG e a dificuldade em se avaliar as menores concentragdes de
OCV, foram considerados aceitaveis as eficiéncias de encapsulacdo menores que
130%, sendo assim os experimentos 6, 7 e 10 foram classificados como pontos
discrepantes, com valores atipicos ndo condizentes com o real.

A analise de variancia da eficiéncia de encapsulagdao mostrou que, dentre as
variaveis estudadas, a concentracdo de OCV e a vazao do ar de resfriamento foram

significantes a 5%, conforme dados da Tabela 19.
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Tabela 19. Analise de varidncia da eficiéncia de encapsulagdo das microparticulas contendo
OCV.

Somados Graude Quadrado F p
quadrados liberdade medio
Intercept 25613,28 1 25613,28 212,6622 0,000027
VD 118,45 1 118,45 0,9835 0,366876
VDA2 259,24 1 259,24 2,1524 0,202264
VAR 3876,40 1 3876,40 32,1850 0,002368
VARA2 2,69 1 2,69 0,0224 0,886960
C 3112,61 1 3112,61 25,8434 0,003823
CA2 3872,05 1 3872,05 32,1489 0,002374
VD*VAR 27,04 1 27,04 0,2245 0,655594
vD*C 1480,33 1 1480,33 12,2909 0,017177
VAR*C 2981,16 1 2981,16 24,7520 0,004193
Erro 602,21 5 120,44

O grafico de superficie (Figura 37) mostra que com a diminuicado da
concentracido do 6leo de café verde e o aumento da vazao do ar de resfriamento as

microparticulas apresentaram maior eficiéncia de encapsulagéo.

B 220
Bl 200
I 180
[ 160
] 140
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B 100
B 20

Figura 37. Grafico de superficie para a eficiéncia de encapsulagéo das microparticulas.

No grafico observa-se também que valores intermediarios para a
concentracdo de OCV juntamente com VAR menores, parecem diminuir a eficiéncia
de encapsulagao. Por outro lado, concentragcdes maiores de OCV associadas a VAR
menores, parecem melhorar a eficiéncia de encapsulacao.

De maneira geral, pode-se dizer que houve uma eficiéncia de encapsulagao
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satisfatéria para as microparticulas produzidas neste estudo, uma vez que, com
excecao dos pontos considerados como outliers, os resultados obtidos foram em
média de 98%.

5.10. Estabilidade Preliminar

Os testes preliminares para a avaliagao da estabilidade foram feitos seguindo
as normas sugeridas pela ANVISA. Este teste, também conhecido como teste de
triagem ou estabilidade de curto prazo, tem como objetivo auxiliar e orientar a
escolha das formulagdes. Estes estudos aumentam a velocidade de degradagao
quimica e promovem modificagdes fisicas em uma substancia, através de condigdes
forcadas de armazenamento. As reacdes de degradagdo sdo monitoradas para a
previsao do prazo de validade do produto (ANVISA, 2004).

Apo6s o0 armazenamento das amostras nas condi¢cdes descritas no item 4.4.10
as amostras foram submetidas a analises cromatograficas e os picos referentes ao
acido linoleico foram avaliados.

A analise da estabilidade para as microparticulas foi feita comparando os
resultados obtidos para a concentragdo de acido linoleico presente nas
microparticulas antes e depois do teste de estabilidade. Foram analisadas as
amostras contendo 20, 30 e 40% de OCV, bem como este 6leo sozinho, para assim
avaliar a melhora na estabilidade dos produtos microparticulados.

Os dados obtidos para este estudo estao ilustrado na Figura 38.

Perda Acido Linoleico

Perda (%)

20% 30% 40% ocv
ocv

Figura 38. Grafico da porcentagem de acido linoleico perdida apds teste de estabilidade
preliminar
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Como pode ser observado as microparticulas contendo CA e OCV
apresentaram uma grande melhora na estabilidade quando comparadas ao OCV
liquido. Concentragdes maiores de OCV presentes nestas microparticulas podem
melhorar ainda mais esta estabilidade.

Esta perda em acido linoléico pode ter acontecido por processos oxidativos,
que como visto anteriormente € um dos principais fatores de deterioragcao dos acidos
graxos. Assim como observado por Tehrany et al. (2011), o encapsulamento dos
acidos graxos pode ser uma alternativa para retardar ou evitar o processo de
oxidagdo dessas substancias. O desenvolvimento de sistemas microparticulados
pode aumentar a estabilidade da substancia ativa além de protegé-la contra a
oxidagcdo (MARCATO, 2009; CAO-HOANG; FOUGERE; WACHE, 2011). De acordo
com Silva, Borges e Ferreira (1999), as substancias oleosas liquidas também podem
ser microencapsuladas por matrizes para protegé-las contra a peroxidacao lipidica
que é a principal causa de deterioracdo dos materiais graxos.

Dessa forma, o estudo e o desenvolvimento de novos produtos contendo
lipidios visando melhorar a sua estabilidade sdo de fundamental importancia para
varios setores, principalmente em cosmeéticos, onde o0s Oleos vegetais sao
amplamente utilizados em suas formulagdes.

Segundo Esquivel, Ribeiro e Bernardo-Gil (2009), encontrar novas formas de
controle da degradacgao dos lipidios em alimentos e em sistemas biolégicos € um
dos grandes desafios em industrias de alimentos e cosméticos. Os antioxidantes,
presentes nos Oleos vegetais ou adicionados a ele, podem retardar o processo de
oxidagao, aumentando a vida util destes produtos.

De maneira geral, além das microparticulas oferecerem uma melhora da
estabilidade dos ativos, elas também permitem o desenvolvimento de novas
formulacdes, seja para controlar a liberagao do ativo, diminuir sua toxicidade ou até

mesmo formar combinag¢des mais potentes, entre ativo e matriz carreadora.



(P



Concluses 98

6. CONCLUSOES

Analisando os resultados obtidos para a producédo e caracterizacdo das

microparticulas contendo 6leo de café verde, pode-se concluir que:

e Apesar de um rendimento aparentemente baixo, cerca de 21 a 32%, a técnica
de spray congealing mostrou ser eficiente para a microencapsulagéo do 6leo
de café verde. Para a escala laboratorial baixos rendimentos podem ser
aceitaveis, tendo em vista que equipamentos de pequena escala podem
resultar em adesao das particulas na camara e o ciclone de separagcéo pode
nao ser capaz de prender particulas pequenas.

e Valores intermediarios da vazdo do ar de resfriamento da camara (VAR)
podem aumentar o rendimento do processo.

e Por nédo utilizar solventes aquosos, a microencapsulagdo por spray
congealing originou produtos com teores de umidade muito abaixo da
porcentagem maxima obtida, o que € excelente, uma vez que a umidade esta
diretamente relacionada com a proliferagdo de microrganismos.

e A maior agregacdo entre as particulas e a maior deformidade na sua
superficie pareceu ser proporcional ao aumento da concentragdao do dleo de
café verde adicionado em cada preparagao.

¢ A morfologia das microparticulas € dependente das for¢cas de contragéo
durante a secagem e também da viscosidade do material liquido atomizado.
O aumento da viscosidade aumenta a tendéncia de enrugamento das
microparticulas formadas.

e Apesar do enrugamento, a superficie das micropartiiculas ndo apresentou
fissuras ou poros, garantindo maior protecao da substancia ativa.

e A viscosidade da mistura liquida atomizada pode influenciar também o
tamanho das microparticulas. As misturas de menor viscosidade resultaram
em tamanhos menores de particulas, enquanto que as de maior viscosidade
resultaram em particulas de tamanhos maiores. Sendo o tamanho das
particulas aumentado conforme adicdes maiores de OCV.

e O tamanho das particulas variou entre 50 a 140um, o que pode ser
importante para a producao de filtros solares, uma vez que estes tamanhos

sao considerados adequados para que nao ocorra a penetracao do ativo
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através da pele.

e O ponto de fusdo da cera de abelha diminui conforme adicdo de maiores
quantidades de OCV.

e Aviscosidade da mistura fundida (a 80°C) aumenta conforme maiores adigbes
de OCV, porém apos solidificagdo do material esta viscosidade passa a ser
menor conforme adicbes maiores de OCV.

e Pela avaliagdo da atividade fotocatalitica pode-se dizer que todas as
amostras agiram como antioxidantes. Nessas condi¢gdes, de uma maneira
geral, as microparticulas de OCV apresentaram maior agdo protetora do que
a Vitamina E. Sendo que dentre as microparticulas estudadas, aquela
contendo 40% de OCV apresentou valores melhores na protegcédo do 6leo de
ricino (controle) contra a degradacéo.

e A eficiéncia de encapsulacdo depende da concentragao de 6leo e da vazao
do ar de resfriamento da camara, sendo que concentragdes menores de OCV
e o0 aumento da VAR aumentam a eficiéncia de encapsulagdo. Porém,
concentracdes intermediarias de OCV parecem diminuir esta eficiéncia.

e As microparticulas contendo CA e OCV se mostraram muito mais estaveis
nas condicdes estudadas do que o OCV liquido. Sendo que as
microparticulas contendo concentracdes maiores de OCV podem melhorar

ainda mais esta estabilidade.

De maneira geral, o aumento da concentragdgo de OCV aumenta a
viscosidade da mistura fundida atomizada que, consequentemente, aumenta o
tamanho da particula e provoca maiores deformacgdes em sua superficie. Porém, as
microparticulas contendo 40% de OCV apresentaram melhor estabilidade e melhor
protecao do éleo de ricino contra a degradagéo.

O planejamento experimental Box-Behnken foi de extrema importancia para a
avaliagdo das variaveis do processo, sendo este dependente principalmente da
concentracdo de OCV e da vazao do ar de resfriamento (VAR).

Os resultados obtidos na microencapsulacdo do 6leo de café verde foram
muito satisfatérios, apresentando uma acentuada melhora na estabilidade do OCV.
Além disso, a combinacgao entre a CA e o OCV parece melhorar a acdo antioxidante

deste O6leo. Portanto, a microencapsulagdo de O6leos vegetais pode ser uma
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alternativa para o desenvolvimento de novos produtos, seja para protegé-los contra
a oxidacao, aumentando sua estabilidade, ou para potencializar a atividade de

produtos ja comercializados.
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X 1]11.2 Procuraggio . 1 fs. |/X 11.6 Reivindicagdes | 4ps
1111.3 Documen{os de prioridade fls. } 17 besenhos 3 fls. -
'111.4 Doc. de contrato de Trabalho fls. |/X]11.8 Resumo ' 1 fls,
2 j‘11‘9 Outros que néo aquel.es definidos no campo 11 (especificar): h 37 fls.
AUTORIZACAQ DE INVENTORES / ESCLARECIMENTOS ;
12. Tofal de folhas anexadas (referentes aos campos 10 e 11): 37 fls,
13. Declaro, sob penas da Lei, que todas as informagdes acima prestadas sio completas e

verdadeiras
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/5 ANEXO DE INVENTORES
Titulo: "MICROPARTICULAS E NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS" Pagina: 1

Nome: ANNA BEATRIZ FREJUELLO LIMOLI NOSARI

Qualificagic BRASILEIRA CASADA FARMACEUTICA CNPJ/CPF: 27981188330
Enderego:  AV. DOS PEONEIROS, 750, APTO 211 BLOCO C

Bairro: PQ VILA FLORES Cidade: RIBEIRAQ PRETO

CEP: 13175668 Estado: Pais

Telefone: (11)30911580 Fax:  (11)30310922




