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RESUMO

GONGALVES DOS SANTOS, FABIANA. Producdo de Micro/Nanoparticulas de
Poliuretano Biodegradavel Carreadoras de Oleo de A¢ ai e a-Tocoferol. Porto
Alegre. 2014. Dissertacdo. Programa de PoOs-Graduacdo em Engenharia e
Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO
GRANDE DO SUL.

Pesquisas em nanotecnologia aliada aos estudos dos biopolimeros
possibilitaram avancos para aplicacdo na area medica/farmacéutica. Sistemas de
micro/nanoparticulas (NP) com polimeros biodegradaveis sdo promissores na
liberacdo controlada de farmacos na forma de nanocépsulas (NC) ou de nanoesferas
(NE), capaz de proteger/liberar a substancia gradativamente. Este trabalho tem
como objetivo preparar NP de poliuretano (PU- Mw= 224.973 g/mol e Mn=134.670
g/mol) para o encapsulamento por emulsdo mdultipla do farmaco a-tocoferol (a-TOC)
com e sem Oleo de acai e com diferentes técnicas de agitacdo (ultra-turrax (TR) e
ultrassom (SM) ), bem como, o estudo de liberacédo controlada em meio fisioldgico.
Os tamanhos médios das NP obtidas foram entre 600nm e 10 um utilizando o SM e
entre 2-15 um utilizando o TR e apresentaram morfologia esférica e distribuicdes
variaveis em funcdo da presenca ou ndo de 6leo de acai. Também foi possivel
detectar a presenca de a-TOC e 0leo de acai (Qquando presente) em todas as NP’s,
assim como a degradacéo do PU e liberacdo do a-TOC atraves das técnicas de UV-
Vis, TGA e IV. A eficiéncia de encapsulamento do a-TOC foi moderada, variando
entre 15 a 34% para as NP’s obtidas por TR e entre 18 a 44% para as NP’s obtidas
por SM, devido a afinidade deste composto hidrofébico pelo PU. A quantidade de a-
TOC inicialmente adicionada nas formulacfes obteve também elevadas taxas de
recuperacédo, variando entre 93-96%. As NP’s apresentaram uma perda de massa
abaixo de 4% quando expostos a degradacao hidrolitica até 30 dias. As amostras
TR S/OLEO e SM C/OLEO apresentaram liberacdo crescente de a-TOC a partir do
12° dia, enquanto que as NP’s TR C/OLEO e SM S/OLEO apresentaram liberacéo
constante ate 30° dia. Os resultados indicam que a presenca de 0Oleo e utilizacdo de
SM mostraram-se mais eficiente na formacao das NP'’s.

Palavras-Chaves: nanoparticulas, poliuretano, a-tocoferol, 6leo de acai.
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ABSTRACT

GONCALVES DOS SANTOS, FABIANA. Production of Micro / nanoparticles
biodegradable polyurethane carrier acai oil and a-tocopherol. Porto Alegre.
2014. Master. Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Searches in nanotechnology allied to studies of biopolymers advances for
application in the medical / pharmaceutical field. Micro / nanoparticles (NP) with
biodegradable polymer systems are promising for the controlled release of drugs in
the form of nanocapsules (NC) or nanospheres (NS), able to protect / release the
substance gradually. This work aims to prepare NP polyurethane (Mw = 224,973 g/
mol and Mn = 134 670 g / mol) for the encapsulation by multiple emulsion of the
pharmaco a-tocopherol (a-TOC) with and without acai oil and different stirring
techniques (ultra-turrax (TR) and ultrasound (SM)), as well as the study of controlled
release in physiological medium. The average sizes of the obtained NP were
between 600 nm and 10 pm using the SM and between 2-15 ym using the TR and all
presented spherical morphology and variables distributions depending on the
presence or absence of acai oil. It was also possible to detect the presence of a-TOC
and acai oil (when present) in all NP's, as well as the degradation of PU and release
of a-TOC through the techniques of UV-Vis, IR and TGA. The encapsulation
efficiency of a-TOC was moderate, ranging between 15-34% for NPs obtained by TR
and between 18-44% for NPs obtained by SM, due to the affinity of the hydrophobic
compound with the PU. The amount of a-TOC initially added in the formulations
obtained high rates of recovery ranging from 93-96%. The NPs showed a mass loss
of less than 4% when exposed to hydrolytic degradation up to 30 days. The ultra-
turrax samples without acai oil and ultrasound with acai oil showed increased release
of a-TOC from the 12" day, whereas NP's ultra-turrax with acai oil and ultrasound
without acai oil showed constant release up to day 30. The results indicate that the

presence of oil using the MS showed more efficiency in the formation of NPs.

Key-words: nanoparticles, polyurethane, a-tocopherol, acai oil.
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1. INTRODUCAO

Muitos estudos na area de biomateriais tém mostrado que nanoparticulas
poliméricas sao sistemas adequados no uso de liberacdo controlada de farmacos,
drogas ou substancias ativas para inimeras aplicacdes na medicina como na terapia
do cancer (Liechty et al., 2012), em vacinas (Jain et al., 2009), em contraceptivos
(Sun et al. 2008), em liberacdo de antibioticos (Alphandary et al., 2000) e compostos
com caracteristicas nutricionais (substancias nutracéuticas) (Braithwaite et al., 2014),

entre outras.

O grande desafio € sintetizar nanoparticulas combinando as propriedades
fisicas e mecanicas dos polimeros com as propriedades hidrofilicas e lipofilicas das

substéancias que seréo liberadas controladamente (Mohanraj et al., 2006).

As nanoparticulas séo divididas em nanocapsulas e nanoesferas, esses dois
grupos diferem entre si pela presenca ou auséncia de O6leo e pelas suas
composicdes (Schaffazick et al., 2003). As nanocapsulas possuem uma parede
polimérica envolvendo um nucleo (oleoso) e as nanoesferas sao constituidas por

uma matriz polimérica (Rao et al., 2011).

As nanoparticulas séo interessantes como sistemas de liberagdo, pois a
substancia a ser liberada ndo esta em contato direto com os tecidos e, portanto a
irritacdo no local de administracao sera reduzida. Da mesma forma, a substancia &
protegida contra a degradacao direta tanto durante o armazenamento quanto apos a
administracdo (Mohanraj et al., 2006). Esta caracteristica € de grande interesse para

0 encapsulamento de vitaminas, como a vitamina E na forma de a-tocoferol.
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A vitamina E possui quatro isbmeros de tocoferois diferentes representados

pelas letras gregas a, B, y e O, entre estes isdbmeros o a-TOC apresenta maior
bioatividade e biodisponibilidade (Hatanaka et al., 2010), é amplamente utilizada em
varios segmentos desde antioxidantes de alimentos até a area de cosméticos
(Zaragoza et al.,, 2013; Hatanaka et al.,, 2010). O a-TOC é uma substancia
nutracéutica com um forte carater antioxidante, possui sensibilidade a luz e ao calor
e € um medicamento lipofilico podendo ser solubilizado em nucleo oleoso para

liberacdo controlada (Khayata et al., 2012).

Um exemplo de liberacédo controlada foi descrito por de Byun et al. (2011) e
Noronha et al., (2013) onde produziram particulas com o polimero policaprolactona
(PCL) para encapsular a-TOC, através do método de nanoprecipitagdo e
evaporacao de solvente, a eficiéncia de encapsulamento foi satisfatéria (> 50% e
>75% respectivamente) e tamanhos da particulas apresentaram-se na faixa

nanomeétrica.

Dentro deste contexto, este trabalho apresenta a preparacdo e estudo de
liberacdo controlada de micro/nanocapsulas de poliuretano comparando as técnicas
de ultra-turrax e ultrassom, onde o a-TOC sera encapsulado em presenca ou nao de
ndcleo oleoso utilizando como veiculo oleoso o 6leo de acai, uma substancia

originaria da biodiversidade brasileira e com caracteristicas também nutracéuticas.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de micro/nanocapsulas
de poliuretano biodegradavel com a- tocoferol (a-TOC) e o estudo de liberacéo

controlada em meio fisiolégico.

2.1. Objetivos Especificos

* Preparar micro/nanocapsulas de poliuretano e vitamina E (na forma de
a-TOC) com e sem nucleo oleoso de 6leo de acai utilizando a técnica

de emulsédo multipla e evaporacdo do solvente;

* Avaliar duas técnicas de agitacdo para formacdo da emulsdo, o
Ultrassom (SM) e o Ultra-turrax (TR);

» Avaliar as propriedades térmicas e morfolégicas das nanocépsulas
obtidas;

» Comparar as técnicas de UV-Vis (espectroscopia no ultravioleta visivel)
e CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) quanto a quantificacdo

de eficiéncia de encapsulamento e liberagéo da vitamina E;

* Avaliar a eficiéncia de encapsulamento da vitamina E no sistema

PU/Gleo de acai;

* Avaliar a liberacdo controlada da vitamina E em meio tamponado que

simula o meio fisiolégico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biomateriais Poliméricos

Biomateriais, segundo Concensus Conference of the European Society for
Biomaterials, é definido como todo material fabricado ndo vivo utilizado em

dispositivos médicos para a interacdo com o sistema biolégico (Williams, 1987).

O termo biomateriais também é utilizado para descrever materiais derivados
de fontes bioldgicas ou materiais utilizados para tratamento de qualquer tecido,
orgao ou funcéo do corpo humano (Vert, 2007; Jaffe et al., 2003; Griffith, 2000).

O desenvolvimento de biomateriais poliméricos € de extrema importancia no
avancgo da ciéncia, para aplicacdes médicas e farmacéuticas, pois estes materiais
apresentam caracteristicas adequadas, principalmente na liberacdo controlada de
substancias ativas e outras substancias ativas, tais como, biocompatibilidade,
biodegrabilidade, resisténcia ao atague quimico, baixo peso molecular e baixo custo
(Lorenzetti, 2006). Dependendo da aplicacdo os polimeros devem ter propriedades
fisicas, quimicas, biologicas e de degradacédo especificas para efetivar a acdo do

medicamento (Nair et al., 2007).

No caso dos biomateriais poliméricos para aplicacdo na area meédica ou
farmacéutica € necessario que o0 polimero apresente propriedades fisicas e
mecanicas apropriadas e deve ser biocompativel. A biocompatibilidade pressupde
que a aplicacdo do material polimérico ndo cause reacbes adversas, tdxicas ou

carcinogénicas (Borelli et al., 2010; Lorenzetti, 2006).

A biodegrabilidade também é uma propriedade importante nos biopolimeros,

pois suas moléculas se decompdem gradativamente na presenca de agua ou
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enzimas. Quando estes polimeros sdo combinados com farmacos e implantados no
corpo humano, o polimero dissolve-se lentamente e a droga é liberada gradualmente
no ambiente local, este processo continua até que o polimero complete o processo

de degradacédo sem necessidade de intervencao cirargica (Halliday et al., 2012).

3.2. Poliuretano

O poliuretano (PU) € um polimero amplamente utilizado nas mais diversas
areas do mercado, tais como: espumas, adesivos, fibras, cosméticos e

medicamentos (Chattopadhyay et al., 2007).

Em funcdo das interessantes propriedades fisicas e mecanicas obtidos
através de modificagcbes na sintese, verificou-se que o0s poliuretanos também
possuem propriedades de biocompatibilidade eficazes se enquadrando na aplicacao

como biomaterial (Bouchemal et al., 2004).

Os poliuretanos sado sintetizados basicamente através de trés componentes:
diisocianatos (alifaticos ou aromaticos), polidis (didis ou tridis, do tipo poliéter ou
poliéster) e os extensores de cadeia (di6is ou diaminas). De um modo geral, 0s
diisocianatos aromaticos sdo mais reativos do que os alifaticos, dessa forma os
materiais produzidos a partir destes diferentes isocianatos apresentam propriedades
diferentes (Cherng et al., 2013). Além disso, a estrutura dos diisocianatos e polidis,
bem como a estrutura dos extensores de cadeia desempenham um papel

fundamental nas propriedades finais dos polimeros (Ibarboure et al., 2009).

O tipo de polidl tem grande influéncia nas propriedades fisico-quimicas e
mecanicas do PU formado, influenciando propriedades como flexibilidade e
caracteristicas de processamento, como por exemplo, os PU’s a base de poliéster
sdo mais sensiveis para a clivagem hidrolitica do que os baseados em poliéter. Para
o PU ser biodegradavel, normalmente o polidl utilizado na sintese € um poliéster
(Bouchemal et al., 2004).
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A obtencdo dos PU’'s se d& a partir da reagdo de policondensacdo dos
diisocianatos e poliéis, o &tomo de hidrogénio do grupo hidroxila, é transferido para o

atomo de nitrogénio do isocianato formando o grupo uretano (Howard, 2002).

Conforme mostra a Figura 3.1 a cadeia do poliuretano é formada pela
sequéncia das unidades uretanicas de segmentos flexiveis (polidis) e segmentos
rigidos (diisocianato) (Chattopadhyay et al, 2009; Cabral, 2012).

0 HN R;
R. + OCN. _NCO
HO” oM 2 T N fﬂ NCO
OCN+R  0—R 0
n

Figura 3.1. Esquema de reacao para formacéo de poliuretano (Chattopadhyay et al, 2009).

Existem na literatura varias pesquisas de sucesso quanto as propriedades e
biocompatibilidade dos PU’s, tais como: o desenvolvimento de suportes de
poliuretanos a partir de PCL (poli (e-caprolactona)) aplicados a engenharia de tecido
0sseo e que mostrou boa biocompatibilidade (Bonzani et al., 2007).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou estudos in vitro (avaliagao
da citotoxicidade e ensaios de bioestabilidade) de biopoliuretanos obtidos a partir de
diferentes misturas de diisocianatos e policaprolactona diol, onde apresentaram
bons resultados, pois os PU’'s testados ndo apresentaram toxicidade e as
propriedades mecanicas foram similares ou superiores a de materiais comerciais,

como o Dacron e PTFE utilizados em proteses cardiacas (Cabral, 2012).

Biopolimeros de PU’s tém sido desenvolvidos como matrizes para aprimorar a
liberacdo controlada de farmaco, onde varios fatores que relacionam o PU e o
farmaco podem favorecer este processo de liberagcdo, os principais sdo: estimulos
como o pH (Zhou et al., 2012) e a temperatura (Chen et al., 2011 e Sun et al., 2011),
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propriedade de inchamento do polimero e intera¢des intermoleculares entre o
polimero e o farmaco (Cherng, 2013).

Com consideravel biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e boas
propriedades mecanicas, os PU’s apresentam um potencial para superar os desafios
biolégicos e uma grande promessa como dispositivos eficazes para administracao

terapéutica.

Pesquisas com poliuretano para liberagdo controlada de substancias ativas
tém sido descritas recentemente, como o trabalho de Gaudin e colaboradores (2008)
que sintetizaram nanocapsulas de poliuretano biocompativel para encapsular o
farmaco ibuprofeno por miniemulsdo de polimerizacdo interfacial com agitacdo de
sonificagdo, onde verificaram que com a duragdo de 5 minutos de sonificagéo
obtém-se o melhor resultado com tamanhos das goticulas de emulsdo em cerca de
160nm o que sugere que 0 excesso de energia foi dissipado sob a forma de calor,
sendo esse o0 tempo utilizado no trabalho descrito nessa dissertacdo para a
preparacao de particulas. Ainda, neste estudo o meio oleoso utilizado foi Migliol 812,
um oleo triglicerideo, 0 que mostrou boa interagdo com poliuretano produzindo

particulas em torno de 170 e 190nm.

Em outro trabalho feito por Huynh et al. 2010, foi desenvolvido sistemas de
liberacdo controlada (filmes e membranas com particulas) & base de poliuretano
biodegradavel para a entrega de diacetato de clorexidina obtidas pela técnica de
casting (consiste em preparar um filme polimérico sobre uma superficie lisa e
evaporar o solvente em condi¢cdes ambiente). Os resultados deste estudo mostraram
gue o polimero poliuretano possui propriedades e caracteristicas consideraveis e
favoraveis para aplicacdo controlada de substancias ativas em suas mais variadas

formas (filmes, membranas e particulas).

3.3. Micro e Nanoparticulas

Com os avangos da engenharia dos materiais e da nanotecnologia, o estudo
das micro/nanoparticulas poliméricas tem despertado grande interesse cientifico e

tecnoldgico, devido a sua principal propriedade de transporte e liberacdo de
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substancias ativas com aplicacdes eficazes nos campos da medicina e da farmécia
(Rao et al., 2011; Huertas et al., 2010).

Inicialmente surgiu conceito de microcapsulas e nanocapsulas da idealizacéao
do modelo celular onde a membrana que envolve e protege o citoplasma e os
demais componentes exerce ao mesmo tempo diversas fungdes como controlar a
entrada e saida de material na célula. De modo semelhante, as microcapsulas e
nanocapsulas consistem em uma camada de polimero que atua como um filme
protetor, isolando a substancia ativa (oleoso, aquoso ou soélido) evitando os efeitos
de sua exposicao inadequada (Cabral, 2004).

As micro e nanoparticulas sédo definidas como particulas solidas formadoras
de um sistema de transporte e liberagdo controlada de substancias ativas, incluindo
micro e nanoesferas e micro e nanocapsulas (Huertas et al., 2010; Schaffazick et al.,
2003). As principais caracteristicas das micro/nanoparticulas (Reis et al., 2006) que
as tornam um diferencial quando comparado a outros sistemas de liberacdo de

substancias ativas sao:

* O didametro em escala nanométrica (< 0,2 pm) e micrométrica (ente 0,2-
5000 pm), o que facilita na interagdo celular para entrega de

substancias ativas;

« A sua biocompatibilidade, pois podem ser sintetizadas a partir de
materiais biocompativeis ou biodegradaveis;

* E a eficiéncia de encapsulamento.

As micro/nanocapsulas e micro/nanoesferas diferem entre si pela presenca de
O0leo em suas composicOes e suas organizacdes estruturais (Schaffazick et al.,
2003), representados na Figura 3.2. As micro/nanocapsulas sdo denominadas como
sistemas vesiculares constituidas por um nudcleo oleoso envolto por uma membrana
polimérica. O farmaco pode estar presente no nucleo ou adsorvido na superficie da

capsula, enquanto que as micro/nanoesferas possuem uma estrutura do tipo matriz
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onde o farmaco pode ser adsorvido na superficie da esfera ou retido na matriz
polimérica (Reis et al., 2006; Huertas et al., 2010; Rao et al., 2011).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede Matriz
polimérica A polimérica
Nicleo—Sp
oleoso X
: a)
Famaco armaco

Figura 3.2. Esquema das nanocépsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco dissolvido no nucleo
oleoso das nanocéapsulas; b) farmaco adsorvido a parede polimérica das nanocépsulas; ¢) farmaco
retido na matriz polimérica das nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na

matriz polimérica das nanoesferas (Schaffazick et al., 2003).

No caso das micro/nanocapsulas a cavidade pode conter a substancia ativa
sob a forma liquida ou solida como uma dispersdo/emulsdo molecular (Radtchenko
et al.,2002). Esta cavidade serve como reservatorio e tem carater lipofilico ou
hidrofilico, de acordo com o caréater de solubilidade do farmaco e com o método de

preparacao (Huertas et al., 2010).

A eficiéncia de encapsulamento € uma propriedade importante das
micro/nanocapsulas, porém depende das caracteristicas do polimero a ser utilizado
como membrana. Bouchemal et al. (2004), realizaram ensaios para encapsular o a-
TOC com poliuretano e poli (éter) uretano e perceberam que quanto maior o
comprimento da cadeia de poliol maior sera o encapsulamento (80 a 93%) atribuindo
a propriedade de rendimento de encapsulamento das micro/nanoparticulas como
uma medida indireta da permeabilidade da parede da NC e uma estimativa da

capacidade do polimero para proteger o contetdo interno das nanocapsulas.

Outro exemplo de eficiéncia de encapsulamento é observado no estudo de
Noronha et al. (2013), onde produziram particulas com tamanhos entre 184 e 219nm
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com PCL amplamente utilizado para encapsular a-TOC, através do método de
nanoprecipitacdo e evaporacdo de solvente, obtendo uma eficiéncia de
encapsulamento na faixa de 55 a 75%. O exemplo citado indica que o poliuretano

utilizado neste trabalho (derivado de PCL) possui afinidade com a-TOC.

3.4. Métodos de Encapsulamento

Existem varios meétodos desenvolvidos para preparacdo de
micro/nanoparticulas utilizando mondémeros dispersos ou na precipitacdo de
polimeros pré-formados (Figura 3.3), as mais citadas na literatura atualmente sao
micro/emulsédo e polimerizacdo interfacial (Gaudin et al.,, 2008), emulsificacao
espontanea (Bouchemal et al., 2004) e emulsdo multipla e evaporacdo do solvente
(Holz, 2012; Xie et al., 2011; Musyanovich et al., 2008).

A escolha do método depende do tipo de aplicacdo, do material ativo e do

mecanismo de liberacdo da droga (Radtchenko et al.,2002).

MONOMERO

EVAPORAGAO SOLVENTE > < EMULSAO

NANOPRECIPITACAO > NP < MINIEMULSAQ POLIER'ZAGAO

- INTERFACIAL
SALTING-OUT > <

Figura 3.3. Representacdo esquematica de algumas técnicas de preparacéo de nanoparticulas

poliméricas. Fonte: Adaptado de Rao, et al. 2011.

A técnica utilizada nesse trabalho é a formagdo de emulsdo/dispersédo do
polimero seguida de evaporacdo de solvente. O procedimento envolve a formacao
de um sistema de emulsdo A/O (fase aquosal/fase oleosa). A fase aquosa consiste

na mistura do surfactante com a agua e a fase oleosa € composta do polimero
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solubilizado em um solvente organico, 6leo nao téxico e a substancia ativa. A
mistura das fases (A/O) induz a difusdo que resulta na formacdo de

micro/nanocapsulas (Radtchenko et al.,2002; Rao et al., 2011).

A funcdo do surfactante é formar e estabilizar o tamanho das particulas e
pode ser adicionado na fase aquosa ou na fase oleosa de acordo com a sua
hidrofobicidade (Surassmo et al., 2010). A Figura 3.4 ilustra a técnica de

emulsdo/evaporacdo do solvente para a encapsulamento de um composto

hidrofdbico.
Ultra-turrax Ultrassom
Surfactante
N
7 B P i
[ Evaporagdo s
do Solvente
— ——
Fase aquosa— v, A : I:> : ) > I:> 9 o t}f
I — ————am o L o< oL F 9. i 2 I p
s o o o O : e’ o ¢
Fase oleosa 5% E ( \_;l RS oo ©‘ Bic O
H Dispersao das
Composto : nanoparticulas
Hidrofobico OO na emulséo

Figura 3.4. Representacdo esquematica da técnica de emulsdo multipla/evaporacéo do solvente.

Fonte: Adaptado de Musyanovych, et al. (2008).

Apés a mistura das fases e a evaporacdo do solvente, as
micro/nanoparticulas formadas podem ser transformadas em micro/nanoparticulas
sélidas a partir da retirada completa do solvente, como por exemplo, a técnica de
liofilizacdo para aumentar a estabilidade fisico-quimica das particulas. A liofilizacao
consiste na remocao da agua (em forma de gelo) da mistura através de sublimacéo
(Khayata et al., 2012).

Para exemplo de preparacdo de micro/nanoparticulas por emulsdo pode-se
citar Holz (2012) que sintetizou micro e nanoesferas de PLGA com mentol através
da técnica de multiplas emuls6es com a evaporacao lenta do solvente por 12 horas

em exaustdo o que resultou em micro e nanoesferas com aroma caracteristico do
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mentol, o que sugere a eficacia da técnica para formacdo de micro e nanoparticulas,

empregada também nesse trabalho.

3.4.1. Técnicas de Agitacdo Ultrassom e Ultra-turra X

Diversas técnicas de agitacdo sdo utilizadas para a preparacdo de emulsao
contendo nanoparticulas, as que mais se destacam sao as técnicas de ultrassom e

ultra-turrax.

O uso do ultra-turrax consiste em cisalhamento da amostra através da alta
velocidade de um rotor, sendo que a formacéo dos tamanhos das goticulas depende
da intensidade desse cisalhamento. Segundo a literatura (Asua, 2002) o ultra-turrax
ndo permite obter uma distribuicdo de tamanhos de goticulas homogéneas geradas,
0 gue resulta em particulas de tamanhos maiores na faixa de micrébmetros como

mostra o estudo de Ibraheem et al. (2014), descrito abaixo.

Ibraheem et al., (2014) produziu microparticulas a partir de PCL pelo método
de dupla emulséo e evaporacao de solvente, onde realizou um estudo da influéncia
de diversos parametros sobre as propriedades coloidais, sendo os principais o
tempo e velocidade de agitacdo do equipamento ultra-turrax. O tempo que
proporcionou o melhor resultado foi 5 min, bem como, a velocidade de agitacao de
20.000rpm. A morfologia das microparticulas (Figura 3.5) apresentaram formas

esféricas, com superficie lisa e distribuicdo de tamanho unimodal.
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Figura 3.5. Micrografias de microparticulas de PCL obtidas por ultra-turrax. Fonte: Ibraheem et al.,
2014.

J& o equipamento de ultrassom baseia-se na aplicacdo de corrente alternada
em um transdutor acoplado ao equipamento produz vibracbes (ondas)
caracteristicas com frequéncias na faixa dos ultrassons (normalmente de 20kHz ou
40kHz), estas ondas séo transferidas para o banho e, consequientemente, para tudo
que nele estiver contido (Korn et al., 2003). A emulsificacdo através de ultrassom
também é muito eficiente na reducédo do tamanho das gotas, mas sO é adequada

para pequenas quantidades.

Um exemplo de utilizagdo de ultrassom é o trabalho de Byun et al. (2011), que
utilizaram PCL como veiculo encapsulador do a-TOC, pelo método emulsao multipla
e evaporacao de solvente, investigando a influéncia do tempo de ultrassom na
eficiéncia de encapsulamento e tamanho das nanocapsulas (Figura 3.6). A
eficiéncia, segundo os autores, diminuiu com o aumento do tempo e o tamanho
meédio das nanoparticulas apresentaram menores valores com o aumento de tempo
no ultrassom, o que revela que a utilizacao do ultrassom é viavel para nanoparticulas

preparadas pelo método de emulsédo multipla e evaporacdo de solvente.
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Figura 3.6. Micrografias de nanoparticulas com a-TOC obtidas por ultrassom, a)1min de agitacéo,

b)2min agitacéo, ¢)3min agitacdo. Fonte: Byun et al., 2011.

3.5. Meio Oleoso - Oleo Acai

As nanoparticulas devem ser preparadas com base numa razao principio
ativo/polimero adequada para a obtencdo de uma eficiéncia de encapsulamento
elevada e toxicidade reduzida. Os 6leos, no caso de nanocapsulas, servem como
veiculo, constituindo o ndcleo oleoso onde o farmaco se encontra disperso ou
dissolvido. Como regra geral, a escolha de um método de preparacéo é determinada
pelas caracteristicas de solubilidade do principio ativo (Souto et al., 2012). Dessa
forma é possivel ressaltar a importancia da escolha do meio oleoso compativel com
0 composto ativo, de forma que possa ser inerte ou atribuir melhores propriedades

ao farmaco, como por exemplo, o 6leo de acai.

Fruta tipicamente brasileira encontrada na bacia amazbnica, o acai da
espécie vegetal palmeira Euterpe oleracea Martius (Figura 3.7) é desde a
antiguidade explorada tanto como alimento quanto como planta medicinal (Kang et
al., 2012).
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Atualmente o extrato e Oleo puro de acai (Figura 3.7) tem apresentado
excelentes resultados para tratamento de complicacbes da pele (Machado, 2010),

de disturbios digestivos e infeccfes (Heinrich et al., 2011).

Figura 3.7. Fruta acai e 6leo acai extraido. Fonte: Beraca, 2012.

Conforme mostra a Tabela 3.1 o 6leo de acai extraido da polpa é rico em
acidos graxos poliinsaturado (acido oléico conhecido como Omega-9) e
monoinsaturado (acido linoléico, conhecido como Omega-6), tocoferdis, antocianinas
e vitamina C, por isso esta substancia € considerada nutracéutica (Machado, 2010;
Beraca, 2012).

Tabela 3.1. Composicao de acidos graxos e tocoferéis (antioxidantes) do 6leo de agai.

Composicao Euterpe oleracea

Acidos Graxos (% totais)

Palmitico 22
Esteéarico 2
Araquidico 2,5
Oléico 60
Linoléico 12
Linolénico tragcos

Tocoferois (% totais)

a-Tocoferol 100%* 67
B-Tocoferol 30%* 15
y-Tocoferol 15%* 1,3

*poder antioxidante. Fonte: adaptado de Machado, 2010
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O acai contém quantidades significativas de uma classe de flavonoides, as
antocianinas, responsaveis pelo pigmento roxo e pela propriedade antioxidante e
antirradical livre do fruto que podem reduzir o risco de doencas cardiovasculares e
canceres (Heinrich et al., 2011). Dentre os 0leos que possuem antocianinas
derivados de frutas, o acai tem 10x mais antioxidantes do que as uvas vermelhas
(Beraca, 2012).

Considerando as importantes propriedades citadas do 6leo de acai vale
ressaltar que o0 seu uso esta proprio para a sintese de nanoparticulas transportadora

de farmacos.

O estudo realizado por Velho (2011) mostrou a influencia do meio oleoso na
producdo de nanocapsulas de poliuretano comparando os o6leos Miglyol 812°®
(DPAU) e 6leo de acai (DMPU). Os resultados indicaram que a natureza do 6leo nao
interferiu significativamente na massa molar, na viscosidade e no teor de solidos,

conforme se pode observar na Tabela 3.2.

Tabela 3.2. Influéncia da natureza do 6leo comparando miglyol 812 e 6leo de acai (Fonte: Velho,
2011).

Amostras DMPU 4 DAPU 1
Natureza do dleo miglyol acal
TP (nm) 185 246
Span 3,00 2,55
Mn (g/mol) 19164 16383
Mw (g/mol) 34026 26371
IP 1,78 1,61
Viscosidade (mPa.s) 4 6
Teor de sélidos (%) 22,4 26,1

DMPU 4: PCL (MM=2000g/mol), 10% miglyol 812, 10% LESS e 5% DMPA.
DAPU 1: PCL (MM=2000g/mol), 10% oleo de agai, 10% LESS, 5% DMPA.
IP= Mw/Mn; Span=(x90-x10)/x50. Fonte: Velho,2011.

Com relagdo ao efeito do meio oleoso no tamanho de particula, pode-se
observar na Tabela 3.2 um pequeno aumento de tamanho de particula (TP) na
dispersdo contendo o 6leo de acai. Entretanto, verificou-se pelas imagens MET

(Microscopia Eletrénica de Transmissao) apresentadas na Figura 3.8, um tamanho
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de particula maior para a dispersdo contendo o 6leo miglyol 812 e com uma
distribuicdo mais heterogénea.

Figura 3.8. Micrografias das dispersdes (A) com 6leo Miglyol 812, escala 0,5 um e (B) com 6leo de
acai, escala 0,5 ym. Fonte: Velho, 2011.

3.6. Substancia Ativa — a-Tocoferol

O a-tocoferol (a-TOC), estrutura quimica representada na Figura 3.9, € uma
das formas mais abundantes na natureza dentre os quatro isémeros tocoforerdis da
vitamina E (a, B, y e &), sendo amplamente utilizado como antioxidante em
aplicagbes médicas, tais como tecido epitelial epiderme (Mavon et al., 2004), em
células musculares cardiovascular (Saldeen et al., 2005) e em tratamento contra
infertilidade (Barbosa, 2009).

A acdo antioxidante de alta concentracdo no a-TOC evita a oxidacao lipidica,
ou seja, evita a formacao de radicais livres que provoca danos nas estruturas e
membranas celulares e proteinas (Byun et al., 2011). Uma molécula de a-TOC pode

“capturar” dois radicais peroxil (ROQ®), responsaveis pelo inicio da oxidacgao lipidica

(Gonnet et al., 2010).
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OH

Figura 3.9. Molécula do a-TOC

O tocoferol reage com os radicais peroxil, impedindo a formacdo de novos
radicais livres e interrompendo a reacdo em cadeia conforme ilustrado na Figura
3.10. O radical tocoferoxil formado é muito instavel e reage novamente com outro

radical peroxil.

K-CII-I-‘I’ + T — = X-CH-Y + o-Te

00+ 0OH
radical hydro- radical
peroxil a-tocoferol peroxil tocoferoxil

a-T* + K-CI—I-"I’ — » X-CH-Y + oTQ

00- 0OH
radical radical hidro- tocofero-
tocoferoxil peroxil peroxil xilquinona

Figura 3.10. Mecanismo da ag¢éo do a-TOC com radicais livres (Djavania, 2011).

A desvantagem do a-TOC é de ser uma substéancia lipofilica e possuir alta
sensibilidade ao calor e luz, o que limita os meios de manipulacao para consumo do

farmaco (Hatanaka et al., 2010).

Diversos autores (Kahayata et al., 2012, Byun, et al. 2011 e Bouchemal et al.,
2004) mostram que sistemas carreadores capazes de encapsular substancias ativas
como, por exemplo, as nanoparticulas (nanocapsulas ou nanoesferas) sé&o
ferramentas para proteger moléculas frageis ou que sofrem degradacéo facilmente
como 0 a-TOC (Figura 3.11 e 3.12).
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Figura 3.11. Micrografias obtidas por MET de nanocapsulas carregadas com vitamina E obtidas por:

(a) escala piloto e (b) escala laboratorial. Fonte: Kahayata et al., 2012.

124.8 nmM

0.5 pm

Figura 3.12. Micrografias obtidas por MEV de nanocépsulas carregadas com vitamina E obtidas por:

(a) escala laboratorial e (b) escala piloto. Fonte: Kahayata et al., 2012.

Existem diferentes rotas de administracdo para os sistemas de liberacao
controlada, entre outros fatores, a escolha da rota de administracdo dependera do
composto ativo, do sitio de acdo desta carga e do tamanho da particula. Para o a-
tocoferol as rotas de administracdo geralmente utilizada com nanoparticulas séo por

via topica e parenteral (Torres, 2011; Leite, 2004).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

O poliuretano (Mw= 224.973 g/mol e Mn=134.670 g/mol) utilizado na
preparacao das micro/nanoparticulas foi sintetizado a partir de uma mistura de HDI e
Hi12MDI e policaprolactona diol (Mn= 10.000 g/mol) conforme descrito na literatura
(Ligabue et al., 2011). Este polimero jA& vem sendo estudado pelo grupo para
aplicacdo meédica cardiovascular e mostrou-se ndo téxico e com bioestabilidade

adequada para a regeneracao de tecido arterial (Cabral, 2012).

A preparacdo das micro/nanoparticulas foi realizada por meio da técnica de

emulsdo multipla e evaporacao do solvente.

Uma das maiores dificuldades encontradas na sintese de
micro/nanoparticulas no processo de emulsdo/evaporacdo € a espuma formada,
devido a necessidade de agitacdo de alta frequéncia (para um melhor controle de
tamanho de particula), nesse caso foi adicionado um antiespumante especifico
(antarol KFO™ 205).

Os reagentes e solventes utilizados neste procedimento e nas analises de

caracterizacao estéo listados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Quantidade dos reagentes utilizados na preparacdo das micro/nanoparticulas

Produto Origem Pureza
Antiespumante (antarol KFO™ 205) Bral?sz:(é?ical info’\rlri(; do
Metanol (grau HPLC) Sigma Aldrich 99,9
Oleo de Agai Beraca ~ Nao
informado
THF (tetrahidrofurano) Vetec 99%
Tween 80 (polissorbato 80) Vetec 70.0 %
SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) Sigma Aldrisch 92%
a-Tocoferol Sigma 96,0%
a-Tocoferol (padrao HPLC) Supelco 99%
4.2. Estudo preliminar da preparagéo das Micro/nano  particulas

A escolha do método para preparagdo das micro/nanoparticulas por emulsao
multipla foi baseada em estudos descritos na literatura com o PU que resultaram na

formacdao de particulas esféricas (Holz, 2012; Khayata et al. 2012).

Para a identificacdo do melhor surfactante na formacéo de particulas de PU e
o melhor tempo de agitacdo (5 ou 10min) foram realizados ensaios preliminares,
para isso foi comparado os surfactantes SDS (i6nico) e Tween 80 (ndo idnico e
muito utilizado na industria farmacéutica) usando agitacdo por ultra-turrax. Apos a
definicdo do melhor surfactante e tempo de agitacdo foi realizado o ensaio para

definir a melhor concentracgéao inicial de PU.

Os melhores resultados obtidos neste estudo preliminar definiram os
parametros que foram usados na preparacdo das micro/nanoparticulas de PU/a-

tocoferol e sdo descritas a seguir.

4.3. Preparagéo das Micro/nanoparticulas de PU

As emulsbes foram preparadas com metodos operacionais diferentes e com e
sem presenca de Oleo de acai. As amostras foram identificadas (Quadro 4.1) com

TR para as micro/nanocapsulas produzidas com ultra-turrax e SM para as
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microcapsulas produzidas com ultra-som e nomeadas C/OLEO para identificar a
presenca de 6leo de acai e S/IOLEO para as microcapsulas sem 6leo de acai.

Quadro 4.1. Identificacdo das micro/nanocapsulas conforme o equipamento utilizado e presenca de

Oleo de acal.
Compostos Equipamento

- Identificagc&o

Oleo de Agai | a-Tocoferol | Ultra-turrax | Ultrassom
X X X TR C/OLEO
X X TR S/OLEO
X X X SM C/OLEO
X X SM S/OLEO

As micro/nanoparticulas de PU/a-TOC foram preparadas utilizando a técnica
de emulséo/dispersao e evaporacdo de solvente partindo de uma solucéo (fase O)
de poliuretano em THF que continha também o o6leo de acai e a-TOC, e
separadamente outra solucéo foi preparada com agua destilada e o surfactante. O
fluxograma (Figura 4.1) apresenta as etapas do procedimento de preparacdo das

nanoparticulas.

Fase Aquosa (A) Fase Organica (O)
H20 Dest. + Oleo Acai + PU+
Surfactante THF + a-TOC

Emulséo Mdltipla
A/O

Evaporacdo Solvente
/12h

Lavagem/
Centrifugagéo

Liofilizag&o

Nanoparticulas
s6lidas

Figura 4.1. Fluxograma etapas sintese NP de poliuretano carregadas de a-TOC.
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Para a preparacdo da fase aquosa (A) misturou-se agua destilada com
surfactante Tween 80. A fase oleosa (O) consistiu na mistura do poliuretano
solubilizado em THF com 6leo de acai e a a-TOC. As massas e volumes dos

reagentes utilizados estédo descritas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Quantidade dos reagentes utilizados na preparacdo das micro/nanoparticulas

Reagente m/m (%)
Agua destilada 69,71
Antarol 0,04
Oleo de Acai 0,04
PU 0,39

THF 29,55
Tween 80 0,08
a-Tocoferol 0,19

A fase aquosa foi adicionada na fase oleosa sob agitacdo de um emulsificador
ultra-turrax (Multitec IKA® T25) a 24000rpm por 5 minutos formando a emulsédo (A/O)
com as microparticulas em suspensao ou por ultrassom 40kHz (ultracleanner
1600A). Devido a alta rotatividade e também por se tratar de uma emulsdo a
formacao de espuma ocorrera naturalmente, nesse momento € necessario a adicdo

de antiespumante em quantidade adequada.

O solvente foi eliminado pelo método de evaporacdo lenta (Holz, 2012). A
emulsdo permanece por 12 horas na capela com exaustao, temperatura ambiente e

pressao atmosférica.

Para a remocdao de residuos e excesso de solvente e surfactante (Tween 80),
as particulas em emulséo sao isoladas por centrifugacédo e lavadas trés vezes com

agua destilada.

ApoOs a lavagem, as micro/nanoparticulas foram congeladas com nitrogénio
liquido para serem submetidas ao processo de liofilizacdo, para isso foi utilizado

aparelho liofilizador do Laboratério de Analises Bromatoldgicas FAQUI-PUCRS.
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A liofilizacdo consiste basicamente, na remocdo da agua (sob a forma de
gelo) através de sublimacéo e tem sido empregada para a secagem de suspensdes
de nanoparticulas, neste trabalho a emulséo passou pelo processo de liofilizagcéo por
24 horas e logo apos sdo armazenadas em um dessecador. A secagem de emulséo
contendo as micro/nanoparticulas utilizando liofilizagdo € uma estratégia que resulta
no aumento da estabilidade fisico-quimica destes sistemas e a forma seca é mais

viavel para realizar maiores caracterizagoes.

4.4. Recuperacgao e Eficiéncia de Encapsulamento

A analise de recuperacdo e eficiéncia de encapsulamento consiste na
quantificacdo de a-TOC (A=292nm) recuperado das micro/nanocapsulas e o teor
livre de a-TOC presente na emulsdo conforme descrito na literatura (Noronha et al.,
2013, Khayata et al., 2012). Esta quantificagdo pode ser obtida por meio de duas
técnicas distintas (UV-Vis ou CLAE). A técnica de CLAE é amplamente utilizada,
porém trata-se de um equipamento e meios analiticos de alto custo, enquanto que a
técnica de UV-Vis consiste em um método simples, mas pouco utilizado para
quantificacdo de EE.

4.4.1. Preparacao das Amostras para Quantificacdo e m UV-Vis e CLAE

Para o calculo de percentual de a-TOC recuperado das micro/nanoparticulas
€ necessario quantificar o teor total de a-TOC presente nas micro/nanoparticulas,
para isso foi dissolvido 1,0mL da emulsdo (micro/nanoparticulas) em 10,0mL de
metanol. Essa solucéo foi sonicada por 30 minutos de modo a extrair o a-TOC para
o solvente e precipitar o polimero, apés foram centrifugadas a 5000rpm durante 30

minutos.

A concentracéo total de a-TOC foi determinada no sobrenadante expressa em
mg de a-tocoferol por mL de emulsdo. O teor recuperado de a-TOC (%) foi
calculado através da comparacdo do teor total de a-TOC com o conteudo inicial

adicionado as formulacdes, conforme representado Equacéao 1.



44

Teor aTOC. . . . — TeorallC, . _, 1
IMicial ;D;ELJI l'D'D ( )

Teor aTOC.

inicial

Recuperacio (%) = (

Para o célculo de eficiéncia de encapsulamento é necesséario quantificar o
teor de a-TOC livre na emulsédo, no qual foi avaliado apds a centrifugacdo de uma
parte (~40ml) da emulséo inicial a 5000rpm por 30 min seguida de filtracdo. A
eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi determinada como sendo a diferenca entre
o teor de a-TOC inicial e do teor de a-TOC livre na emulséo, de acordo com Khayata
et al. 2012, utilizando a Equacéo 3.

Teor al OC.

iniciel

Teor al OC.

inicial

— Teor alT OL},,,..

' )x 00 @

Eficiéncia de encapsulamento (94) = (

A linearidade dos métodos de determinacdo foram quantificadas através das
técnicas de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e UV-Vis
(espectroscopia de radiacéo na regido do ultravioleta e visivel) com solu¢des-padrao
de a-TOC.

Para a técnica de CLAE foram realizadas injecfes de solu¢cbes-padréo de a-
TOC (292 nm) de diferentes concentracdes. As injecbes foram realizadas em
triplicata para cada concentracdo. As curvas de calibracdo para a area de pico em
funcdo da concentracédo a-TOC (Figura 5.1) foram lineares na faixa de concentracao
de 1-50ug/mL O coeficiente de correlacdo R? foi de 0,992. A equacédo de regressado
da curva de calibragéo foi de: y = 7,582x + 3,524.
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Curva Calibragao HPLC

350 1 y=7,582x+3,524
R?=0,993

250 -

Area do Plco (mAU)
Ny
=]
(=]

0 10 20 30 40 50
Concentragao pg/ml

Figura 4.2. Curva de a-TOC obtida por CLAE e a equacéao de regressao.

Para a técnica de UV-Vis as medidas foram realizadas pela leitura em cubeta
de quartzo no equipamento da solugcédo-padrdo de a-TOC (292 nm) de diferentes
concentracdes. As leituras foram realizadas em triplicata para cada concentracéo. As
curvas de calibracdo das absorbancias (AU) em funcédo da concentracdo a-TOC
(Figura 5.2) foram lineares na gama de concentracdo de 1-50ug / mL, com um
coeficiente de correlagdo R? de 0,989. A equacdo de regressdo da curva de
calibracao de foi: y = 0,007x+0,0162.

Curva Calibragido UV-Vis
04 *
035 - y=0,007x + 0,016 .
03 - R?=0,989

025 -
02 -
0,15 -
01 -
0,05 -

Areado Plco (mAU)

0 10 20 30 40 50
Concentragao pg/ml

Figura 4.3. Curva de a-TOC obtida por UV-Visivel e a equacédo de regressao
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4.5. Técnicas de Caracterizacao

4.5.1. Espectroscopia de Infravermelho com Transfor mada de Fourier
(FTIR)

As moléculas (simples ou macromoléculas) sao constituidas de atomos que
formam uma estrutura molecular tridimensional, sendo esta, responsavel por
diferentes propriedades moleculares. A espectroscopia de infravermelho emite
radiacéo fazendo surgir um processo de vibragdo molecular indicando a presenca de
véarios grupos funcionais da estrutura molecular. As micro/nanoparticulas de PU/a-
TOC foram caracterizadas segundo sua estrutura quimica por técnica de
infravermelho empregando um espectrometro Perkin Elmer Instruments Spectrum
One FT-IR Spectrometer Hair Sampling Acessory, no intervalo de 4.000 a 650 cm™.
Para analise das amostras sélidas foram preparadas pastilhas com KBr. Para a
obtencdo de filme de PU os mesmos foram solubilizados em THF e depois

analisados com o auxilio do acessorio para pastilhas.

4.5.2. Termogravimetria (TGA)

As andlises termogravimétricas foram feitas para determinar o perfil de
decomposicdo térmica das micro/nanoparticulas de PU/a-TOC, assim como
possiveis interagcbes entre substancia ativa e matriz polimérica. As curvas
termogravimétricas TG/DTG foram obtidas utilizando um equipamento TA
Instruments modelo Q600, variando da temperatura ambiente até 600°C, com uma
taxa de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de nitrogénio, e porta-amostra de

platina.

4.5.3. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A MEYV foi utilizada para analisar a morfologia e a superficie das amostras das
nanoparticulas, utilizando um microscépio eletrbnico de varredura do instituto
tecnolégico em ensaios e seguranca funcional (ITT Fuse) da Universidade do Vale
do Rio dos Sinos (UNISINOS — Sé&o Leopoldo), marca ZEISS modelo EVO LS15 (no

modo elétron secundario) e faixa de aumentos de 1000 a 8000x, tensdo de
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aceleracéo de 20 kV, utilizando ouro para metalizagcdo das amostras. A distribuicdo
do tamanho de particula e o tamanho de particula médio foram obtidos utilizando-se
o software Imaje J. para contagem e tamanho de particulas através das imagens de
MEV.

4.5.4. Liberagcdo do a-TOC in vitro

Os testes da liberacdo controlada foram realizados através do método de
degradacéao hidrolitica (norma ASTM F1635 (2010)) por um periodo de 4, 6, 10, 12,
20, 25 e 30 dias. As amostras foram colocadas em tubos de ensaios imersos em
solucdo tampao fosfato salino (PBS, pH= 7,4), a 37°C durante o tempo determinado.
Apoés o periodo de tempo as amostras foram retiradas do banho e secas a vacuo
durante aproximadamente 24 horas. A liberacdo de a-TOC foi quantificada pela
técnica de UV-Visivel e CLAE.

4.5.5. Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel (UV-V is)

A espectroscopia de ultravioleta visivel envolve a absor¢cdo da radiagdo UV-
Vis, pela amostra ap0s excitacdo de feixe, causando a promoc¢édo de elétrons do
estado eletronico fundamental ao estado excitado. E aplicada para determinacdes
de compostos organicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificacdo do
principio ativo de farmacos. O equipamento de UV-Vis utilizado nesse trabalho foi da
marca Agilent Technologies® modelo 8453, empregando o comprimento de onda de
292nm. Foram realizadas leituras, em cubeta de quartzo, das amostras obtidas

através do processo descrito no item 5.2.

4.5.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CL  AE)

A andlise cromatografica das amostras foi realizada no Instituto de
Toxicologia (INTOX) da PUCRS. Os sobrenadantes obtidos através do processo
descrito no item 5.2, foram injetados em equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com detector UV-Visivel (Agilent series® 12000, Agilent
Techonologies Inc.), empregando comprimento de onda de 292nm. Foram utilizadas

coluna Lichospher® (Merck) de fase reversa C 18 RP-18 esférica 5um/125x4,0mm
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com pré-coluna Lichospher® (Merck) 5um/4x4mm. A fase moével composta da
mistura de metanol:agua (99:1 v/v) a um fluxo de 1,0 mL/min e o volume de injecao

foi de 40pL.
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5. RESULTADOS

5.1. Estudo da preparagdo das Micro/nanoparticulas

Diferentes ensaios foram realizados para definir o melhor surfactante para a
formacdo das micro/nanoparticulas. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Comparac¢éo dos surfactantes Tween e SDS.

Concentracéo Temoo de
Surfactantes em relacéo & - empo de Tamanho de particula (um)
f agitacado (min)
ase aquosa
25% 5 N&o formou particulas
25% 10 N&o formou particulas
SDS
10% 5 5,6 a12,17
10% 10 10a 18
25% 5 N&o formou particulas
2504 10 Formou filme com as particulas
Tween 80 aderidas
10% 5 2ail5
10% 10 0,835a 17

Observando os resultados da Tabela 5.1 foi possivel notar que o tempo 6timo
para agitacdo foi de 5 minutos para ambos os surfactantes (SDS e Tween 80),
mesmo que os valores do tamanho de particulas tenham sido proximos para o
Tween 80 em 5 e 10min de agitacdo a formacao do produto final para 10min muito
inferior ao rendimento final resultante de 5 minutos. Ainda com os resultados da
Tabela 5.1 foi possivel definir que o melhor surfactante para a preparacdo das
particulas era o Tween 80, pois apresentou menor tamanho de particula e uma

morfologia mais homogénea conforme observado nas figuras de MEV (Figura 5.1),
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este resultado pode indicar que o Tween 80 possui uma melhor afinidade com o PU
para formacao micelar.

SDS 10% 10 min

4. 888 Sarm

TWEEN 80 10% 10min

Figura 5.1. Micrografias das micro/nanoparticulas formadas por PU/a-TOC usando diferentes
surfactantes (SDS e Tween80) e diferentes tempos de agitacéo

Quanto ao teor inicial de poliuretano foram realizados ensaios com 0,2 e 0,4%
de PU inicial, percebeu-se que o rendimento final em massa e tamanho de particula
foram melhores com o percentual inicial de 0,4% de PU além disso a interacéao
polimero/ 6leo/ a-TOC foi mais favoravel com 0,4%, conforme observado a maior
interacdo no termograma da Figura 5.2.
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Figura 5.2. Termogramas das micro/nanoparticulas formadas por PU/a-TOC usando diferentes
percentuais iniciais de poliuretano.

5.2. Recuperacao e Eficiéncia de Encapsulamento

Utilizando as técnicas de UV-Vis e CLAE descritas na metodologia (item 4.3)
foram obtidos os valores para a recuperacao e eficiéncia de encapsulamento (EE)
apresentados na Tabela 5.2 e Tabela 5.3 respectivamente

Tabela 5.2. Recuperacao (%) de a-TOC.

Amostra Recuperado (%) UV-Vis Recuperado (%) CLAE
TR C/OLEO 93 93
TR S/OLEO 93 93
SM C/OLEO 91 92
SM S/OLEO 92 96

Os valores percentuais do a-TOC recuperado referentes ao valor inicial de a-
TOC estéo apresentados na Tabela 5.1. Os resultados obtidos estdo na faixa de 91
a 96% para as duas técnicas de agitacao (SM e TR), sendo excelentes e indicando a

afinidade do composto encapsulado e o polimero.
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Tabela 5.3. Eficiéncia de encapsulamento em % de a-TOC.

Amostra EE (%) UV-Vis EE (%) CLAE
TR C/OLEO 34 34
TR S/IOLEO 14 15
SM C/OLEO 44 41
SM S/OLEO 18 23

Constata-se também, na Tabela 5.2, que as técnicas de UV-Vis e
CLAE apresentaram resultados semelhantes para as duas analises, recuperacao e
eficiéncia de encapsulamento do a-TOC.

A EE obtida pelo método UV-Vis, apresentada na Tabela 5.3 esta na faixa de
14 a 44%, enquanto que para CLAE a EE esta entre 15 a 41%. Estes resultados
mostram que a quantificacdo de a-TOC encapsulado pode ser obtida com
confiabilidade por qualquer uma das técnicas. Baseado nestes resultados, e também
pelo fato de ndo dispormos do equipamento CLAE em todo o periodo de
desenvolvimento deste trabalho, os demais resultados que serdo mostrados foram
obtidos pela técnica de UV-vis.

Também pode ser observado que a EE foi maior quando utilizado a técnica de
ultrassom (EE= 41-44%), em comparagdao com o ultra-turrax (EE= 34%), como
mostrado na Tabela 5.3. A maior eficiéncia de encapsulamento com SM também foi
observada por Byung, et al. (2011) e Khayata, et al. (2012), os quais utilizam PCL
para nanoprecipitacdo com evaporacao de solvente para encapsulamento de a-
TOC, obtendo valores de EE entre 50 a 98%. J& Carneiro et al. (2013), utilizando
biopolimero a partir de goma ardbica para encapsulamento de composto oleoso
(6leo de linhaca) e com técnica de emulsdo multipla com agitacdo através de ultra-
turrax apresentou EE em torno de 60% apresentando aumento na EE devido a

modificacdes da preparagao das NP.

Estes trabalhos corroboram os resultados obtidos neste estudo, nos quais
demonstram que o uso de SM produz maior EE. Dessa forma, é possivel afirmar

gue as micro/nanoparticulas com o polimero PU, produzidas através da técnica de
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ultrassom tém grande potencial como sistema para liberagdo controlada de vitamina
E.

Segundo Stella et al. (2007) e Ameller et al. (2003), fatores como o0 método de
emulsao, propriedades fisico-quimicas do composto ativo e a sua polaridade podem
influenciar fortemente na eficiéncia de encapsulamento. Neste estudo, o maior
percentual de encapsulamento de a-TOC foi obtido nas amostras TR C/OLEO
(WEE= 34%) e SM C/OLEO (%EE= 44%) indicando o efeito resultante da elevada
lipofilicidade da combinacdo de éleo de acai agindo como o nucleo oleoso para o
composto a-TOC.

5.3. Microscopia Eletrénica de Varredura e Distribu icdo de Tamanho de

Particulas

A Figura 5.3 mostra as micrografias das particulas de PU/a-TOC (com e sem
Oleo de acai) com magnitude de 4000 X, exceto a Figura 5.3d (1000 x). Conforme se
pode observar, as micro/nanocapsulas preparadas com ultrassom e ultra-turrax

apresentaram como principal morfologia a forma esférica.
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Figura 5.3. Micrografias das micro/nanoparticulas de PU/a-tocoferol: a) SM C/OLEO (4000 x) b) TR
C/OLEO (4000 x), ¢) SM S/OLEO (4000 x), d) TR S/OLEO (1000 x).

Também pode ser observado que micro/nanoparticulas obtidas com
ultrassom (Figura 5.3a e c) apresentaram tamanhos mais uniformes com distribuicao
mais homogénea quando comparado as micro/nanoparticulas obtidas por ultra-turrax
(Figura 5.3b e d). Foi observado um grau acentuado de aglomeracdo e ma formacéo
na forma esférica entre particulas com auséncia de 6leo (Figura 5.3d). A presenca
de 6leo, neste caso, TR C/OLEO (Figura 5.3b), propiciou a formacdo de

micro/nanoparticulas com morfologia esférica e com certa rugosidade na superficie.

Outra constatacdo importante observada na Figura 5.3 foi o fato da auséncia
de 6leo de acai (como meio oleoso) promover a formag¢do de micro/nanopaticulas
aglomeradas e compactas, em ambas as técnicas (ultra-turrax e ultrassom).

Em relacdo a distribuicdo de tamanho (Figura 5.4) das micro/nanoparticulas

preparadas com ultrassom foi possivel verificar que para as micro/nanoparticulas SM
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C/OLEO os tamanhos obtidos foram na faixa de micrometros (1-10um), enquanto
que SM S/OLEO resultou em particulas com tamanho micro e nanométrico (0,6 e
1,5um) e uma distribuicdo mais estreita e maior homogeneidade quando comparado
ao SM C/OLEO.

Distribuicdo de Tamanho de Particula
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Figura 5.4. Distribuicdo de tamanho de particulas das amostras SM C/OLEO e SM S/OLEO.

Todas as micro/nanoparticulas obtidas com ultra—turrax (Figura 5.5)
apresentaram distribuicdo de tamanho na escala de micrometros. No entanto é
possivel notar que quando ha presenca de Oleo de acai o tamanho das
micro/nanoparticulas TR C/OLEO concentram-se na faixa de 2-6 um indicando maior
homogeneidade quando comparado com as micro/nanoparticulas TR S/IOLEO que
além de apresentarem faixas mais largas (4-15um) formam particulas de tamanhos

maiores.
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Figura 5.5. Distribuicio de tamanho de particulas das amostras TR C/OLEO e TR S/OLEO.

Dados da literatura (Schaffazick et al., 2003) mostram que 0 meio oleoso
pode influenciar no tamanho da nanoparticula em sistemas vesiculares. Neste
estudo percebe-se a influencia do 6leo de acai, porém de maneiras distintas para
cada técnica (ultra-turrax e ultrassom). Para a técnica de TR a presenca de 0leo de
acai proporcionou a producdo de micro/nanoparticulas homogéneas e de tamanhos
menores, entretanto, para a técnica de SM a presenca do Oleo apresentou
micro/nanoparticulas com tamanhos maiores. Estes resultados sugerem que além
da influéncia do meio oleoso a técnica de agitacdo € um fator determinante no

tamanho das micro/nanoparticulas.

5.4. Liberacdo de a-TOC in vitro

Neste item serdo apresentados resultados da liberacdo de a-TOC. A
quantificacdo de mesmo foi feita utilizando somente a técnica de UV-Vis (descrita no
item 4.3), perda de massa, medidas de pH do meio onde o a-TOC foi liberado e a
morfologia das superficies, conforme o tempo em que as micro/nanoparticulas

estiveram sob acéo da degradacao hidrolitica.

A Figura 5.6 mostra a liberacdo de a-TOC durante o ensaio hidrolitico no
periodo de 4, 6, 10, 12, 20, 25 e 30 dias para com as amostras TR C/OLEO, TR
S/IOLEO, SM C/OLEO, SM S/OLEO.
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Figura 5.6. Quantidade de a-TOC liberado (mg/mL) das micro/nanoparticulas no intervalo de 4 a 30

dias via degradacéo hidrolitica.

A liberacdo do a-TOC (Figura 5.6) mostrou dois comportamentos distintos:
liberacdo de quantidades crescentes de a-TOC (TR S/OLEO e SM C/OLEO) e
liberacdo relativamente constante de a-TOC ao longo do periodo de estudo (TR
C/OLEO e SM S/OLEO). Estes comportamentos podem estar associados ao
tamanho médio e a distribuicdo de tamanho das particulas, onde as particulas com
tamanhos maiores (4,95 pm para SM C/OLEO e 15um para TR S/OLEO), bem como
distribuicbes mais alargadas favoreceram a liberacdo de quantidades crescentes de
a-TOC. Por outro lado, particulas com tamanhos menores (0,6um para SM S/OLEO
e 2um para TR C/OLEO) e distribuicdo de tamanho de particula em uma faixa mais

estreita produziram uma liberacdo constante de a-TOC.

Também foi observado na Figura 5.6, que para o grupo com liberacdo
crescente de a-TOC (TR S/OLEO e SM C/OLEOQ) a partir do 12° dia ocorreu um

significativo aumento nas quantidades liberadas.

As micro/nanoparticulas obtidas com 6leo de acai pela técnica de ultrassom
(SM C/OLEO) mostram um maior nivel de liberagcdo de a-tocoferol quando
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comparado com as particulas obtidas com ultra-turrax (TR C/OLEO). Porém, as
particulas preparadas por ultrassom sem a presenca de 6leo de acai (SM S/OLEO)

demonstram maior carater de liberacéo controlada.

Outros trabalhos da literatura utilizaram diferentes polimeros biodegradaveis
para a liberacdo de a-TOC com tempo geralmente em torno de 24h, diferentemente
dos dados do ensaio de liberacdo apresentados neste trabalho, pois este ensaio foi
adaptado para um periodo maior, visto que nas primeiras horas de ensaio ndo houve
nenhuma liberagcdo consideravel, isso se deve ao comportamento de degradacéo do
poliuretano constatado em trabalhos anteriores (Cabral, 2012).

Em relacéo ao teor maximo usualmente recomendado para o fim terapéutico
(via oral e parenteral) do a-tocoferol é em torno de 450mg por dia. J& para a via
topica depende do tipo de tratamento o qual esta destinado o uso do a-tocoferol,
para combater tipos de ferimentos e queimaduras esses pacientes ja possuem a
insercdo medicamentosa oral ou parenteral do a-tocoferol, disponibilizando assim
por via tépica em torno de 100 a 125mg/dia (Nada et al., 2011; Oliveira e Santos,
2011; Alberts et al. 1996). Os resultados apresentados na liberagdo estao abaixo
das doses terapéuticas do a-tocoferol. Entretanto estes resultados podem ser
modificados através da modificacdo de alguns parametros de preparacdo das
micro/nanoparticulas, bem como, pela diminuicAio da massa molecular do
poliuretano. Outro fator que pode influenciar € o pH do meio em que ocorre a
liberacdo, por exemplo, o pH cutaneo é em torno de 5,5 o que pode aumentar a
degradacdo do polimero liberando maior quantidade de substéncia ativa
encapsulada ou retida. Além disso, a formacdo de uma mistura de
micro/nanoparticulas (capsulas e esferas) obtidas neste estudo também deve estar
afetando a liberacdo do a-TOC ja que cada uma possui velocidades de liberacéo

diferentes.

As Figuras 5.8 e 5.8 mostram os resultados de variacdo de massa e pH no

estudo da liberacédo de a-TOC via degradacao hidrolitica.



59

400 - HTR C/OLED
3.50 - & = ATR S/OLEQ
3.00 - ¢S C/OLEQ
2,50 - 9 @350 S/ OLED
2.00 -
150 1 4
1.00 -

0.50 - A
0.00 +— : . :

10 12 20 25 30
Dias

cr ¢
e
e D
>

¢p OCOK

e
>

Variacao de Massa (")

i
fay

Figura 5.7. Variacdo de massa (%) das micro/nanoparticulas com o tempo de degradacéo (4 a 30
dias).

De acordo com a Figura 5.7, pode-se observar que as micro/nanoparticulas
apresentaram uma perda de massa abaixo de 4% quando expostas a degradacéo
hidrolitica no periodo de 30 dias. Além disso, observou-se uma variacéao na perda de

massa apos o0 12° dia para todas as micro/nanopatrticulas.

Para uma comparacdo em relacdo ao percentual de liberacdo no primeiro
periodo de ensaios pode-se citar Luo et al. (2011), que utilizou como veiculo
encapsulador um biopolimero com chitosana para a liberagdo em meio hidrolitico
(PBS), de a-TOC. O estudo dos autores mostram um percentual em torno de 25%
na liberacdo do a-TOC (préximo a 80mg) em 1,5 horas e se permaneceu nesta faixa
ate a ultima hora de ensaio, sendo este comportamento similar ao obtido nos dados
deste trabalho onde nos primeiros periodos de ensaio 0 percentual maximo de
liberacdo para a maioria das amostras ficou em torno de 3 a 5% (em torno de 15mg)

e permaneceu nessa faixa ap0s os primeiros dias de ensaio.
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Figura 5.8. Varia¢do do pH das solucdes de degradacgéo/ liberagéo de a-TOC das

micro/nanoparticulas de 0 a 30 dias.

O comportamento dos pHs (Figura 5.8) das solugbes em que as
micro/nanoparticulas permaneceram imersas mostraram pequenas variagdes (em
torno de 7,3 a 7,7) para todas as amostras e para as solucdes branco (solugéo
tampdao fosfato), todas expostas as mesmas condi¢cdes. Estas variacoes de pH se
devem ao modo de preparo de amostras, bem como pequenas mudancas na

temperatura.

Todas as amostras de micro/nanoparticulas em 30 dias de exposicdo a
degradacdo hidrolitica apresentaram pH maior do que 7,0, o que € um bom
indicativo, pois segundo Gorna e Gogolewski (2002), a queda no pH é considerado

uma desvantagem sobre a degradacéo de materiais produzidos com biopolimeros.

Outro ponto importante a destacar € que a presenca ou nao de Oleo de acai e
o tipo de técnica (ultrassom ou ultra-turrax) ndo influenciam significativamente na
perda de massa, assim como, no pH durante o ensaio de liberagcdo do a-TOC via
degradacdo hidrolitica. Contudo, influenciaram de forma importante no

comportamento de libera¢do do farmaco.
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5.5. Infravermelho das Micro/nanoparticulas de PU/  a-TOC

A espectroscopia de infravermelho possibilitou a identificacdo e determinacgéo
dos grupos funcionais confirmando a presenca de 6leo de acai e a-TOC em todas as
micro/nanoparticulas. A Figura 5.9 apresenta os espectros de IV do a-TOC, 6leo de

acai e PU e a Tabela 5.4 traz as atribuic6es dos mesmos.
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Figura 5.9. Espectros de infravermelho dos materiais: a-TOC, éleo de acai e poliuretano.
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Tabela 5.4. Atribuigbes das bandas referentes aos espectros do poliuretano, a-TOC e 6leo de acai.

N°.onda (cm 1) Atribuicdes
3375 vs N-H Uretano
g 2945-2860 | vsasC-H | CHe
D_c_i 1190-1160 v C-0 Ester
1740 v C=0 Uret./éstel
2923-2855 vas,vs C-H | CHs, CH2
= 1744 v C=0 Ester
o
<_ 1458-1367 8s,asC-H | CHs, CHz
S 1155 v O-C-C Ester
720 das C-H CH2
3355 v O-H OH
2922 vas,vs C-H [ CHs, CH2
B 1456 vasc-c. | nel
é 1366 0s,asC-H | CHs,CH:z
Q
'? | | .
o 1255 e 1077 |[v =C-O-C Eter
\
1244 vs C-H CH:
1148 v C-O Ester

Legenda: v- deformagéo axial, as- assimétrico, s- simétrico, 8- deformacéo angular no plano.

As Figuras 5.10, 5.11, 5.12 e 5.13 apresentam o0s espectros de IV obtidos

para as micro/nanoparticulas obtidas por diferentes de técnicas (ultrassom e ultra-

turrax) e em funcéo do tempo de degradacdo. Os espectros completos de todas as

amostras encontram-se no anexo A.
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Figura 5.12. Espectros de infravermelho das micro/nanocapsulas: TR C/OLEO original e de 6, 12, 20

e 30 dias de liberacéo.
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Figura 5.13. Espectros de infravermelho das micro/nanocéapsulas: TR S/OLEO original e de 6, 12, 20

e 30 dias de liberacéo.

E possivel observar nos espectros de todas as micro/nanoparticulas,
preparadas com e sem 0leo de acai, as bandas caracteristicas de a-TOC por meio
do sinal em torno de 1456 cm caracteristico do esqueleto fendlico, em 1366 cm™ do
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estiramento simétrico de metila e também as bandas de 1255 e 1077 cm®
caracteristicas do grupamento éter ciclico. Estes espectros também apresentam
banda 3375 cm™ que caracteriza o estiramento do grupo NH pertencente ao grupo
uretano, bandas entre 2860-2945 cm™, caracteristica da vibracdo assimétrica e
simétrica do grupo CHz, banda em 1740 cm™ do grupo C=0 dos grupos uretano e
éster e banda entre 1160-1190 cm™ caracteristica da ligagdo C-O do éster
(Silverstein et al. 1979).

De acordo com Velho (2011), os espectros das amostras que possuem 06leo
de acai (Figura 5.10 e 5.12) apresentam bandas caracteristicas do mesmo em, 1744
cm? caracteristico do grupamento C=0O de éster, em 1458 cm™ atribuida a
deformacdo angular no plano de CH, banda em 1155 cm™ é caracteristica da
deformacéo axial do grupamento O-C-C e as bandas de média intensidade
observadas na regido de 720 cm™ que sdo caracteristicas de deformacédo angular no

plano de CHztanto para alcanos como para alquenos.

Os espectros de IV de todas as particulas indicam a presenca de a-TOC e
Oleo de acai (Figuras 5.10 e 5.12), e somente a-TOC (Figuras 5.11 e 5.13 sem a
presenca de 6leo de acai). A regido de 1731 cm! apresentou um alargamento desta
banda nas micro/nanocapsulas, indicativo da sobreposicédo dos sinais C=0 do PU e

Oleo de acai.

5.6. Microscopia de Varredura Eletrbnica das Micro/ nanoparticulas apés a
Liberacdo do a-TOC

As micrografias sdo apresentadas nas Figuras 5.14, 5.15, 5.16 e 5.17 e
representam as amostras submetidas a degradacdo hidrolitica, SM C/OLEO (4-
30dias), SM S/OLEO (4-30dias), TR C/OLEO (4-30dias) e TR S/OLEO (4-30dias),
respectivamente. As imagens de MEV nédo apresentadas nas figuras citadas acima

estao no anexo A.
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Figura 5.14. Micrografias das micro/nanocapsulas SM C/OLEO em 4, 6, 10, 12, 20 e 30 dias no

ensaio hidrolitico.
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Figura 5.15. Micrografias das micro/nanocapsulas SM S/OLEO em 4, 6, 10, 12, 20 e 30 dias no
ensaio hidrolitico.
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Figura 5.16. Micrografias das micro/nanocapsulas TR C/OLEO em 4, 6, 10, 12, 20 e 30 dias no ensaio
hidrolitico.
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Figura 5.17. Micrografias das micro/nanocapsulas TR S/OLEO em 4, 6, 10, 12, 20 e 30 dias no ensaio
hidrolitico.

Em todas as amostras foi possivel notar que as micro/nanoparticulas
apresentaram erosdo da superficie e em algumas ocorreu 0 rompimento das
mesmas. Estes comportamentos sdo caracteristicos do processo de liberacdo do

farmaco.
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Nas micro/nanoparticulas com 6leo de agai (Figura 5.14 e 5.16), observa-se
um maior namero de particulas rompidas indicando, pela morfologia, serem

micro/nanocapsulas.

J& nas micro/nanoparticulas sem a presenca de 6leo de acai (Figura 5.15 e
5.17) poucas particulas possuem nucleos apontados pelo rompimento das mesmas,
enquanto outras micro/nanoparticulas apresentam a morfologia de matriz solida

caracteristica de micro/nanoesferas.

Observou-se também que apds 20 dias ocorreu rompimento em boa parte das
micro/nanocapsulas indicando que houve a liberacdo do a-TOC. Este resultado
confirma o obtido no estudo de liberacdo, onde a partir de 20 dias para todas as
particulas houve um aumento significativo na quantidade de a-TOC liberado até

atingir a liberagéo controlada.

5.7. Andlise Termogravimétrica das Micro/nanoparticulas apos a liberacéo do
a-TOC

As Figuras 5.18, 5.19, 5.20 e 5.21 mostram as curvas termogravimétricas das
micro/nanoparticulas preparadas por ultrassom com 6leo de acai e apos ensaio de
liberacdo de a-TOC, por ultrassom sem 06leo de acai e apos ensaio de liberacdo de
a-TOC, por ultra-turrax com 06leo acai e apds ensaio de liberacdo de a-TOC e por
ultra-turrax sem Oleo de acai e apos ensaio de liberacdo de a-TOC,
respectivamente. Os termogramas com a primeira derivada ndo apresentados nas

figuras estdo no anexo A.
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Figura 5.18. Termogramas de SM C/OLEO e com 6, 12, 20 e 30 dias de degradac&o hidrolitica.
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Figura 5.19. Termogramas de SM S/OLEO e com 6, 12, 20 e 30 dias de degradacéo hidrolitica.
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Figura 5.20. Termogramas de TR C/OLEO e com 6, 12, 20 e 30 dias de degradac&o hidrolitica.
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Figura 5.21. Termogramas de TR S/OLEO e com 6, 12, 20 e 30 dias de degradac&o hidrolitica.
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O poliuretano sintetizado possui uma temperatura inicial de degradacao
térmica proxima de 253°C e temperatura final de degradac¢éo em 359°C e 0 a-TOC
apresenta a temperatura inicial de degradacdo térmica em torno de 220°C e
temperatura final de degradacdo proxima a 343°C o que estad de acordo com a
literatura Arora et al., (2010).

Os termogramas de todas as micro/nanoparticulas (antes da degradacao
hidrolitica) apresentaram um comportamento diferente do PU puro, sobretudo nas
regibes iniciais e finais da curva de degradacdo. Este é um efeito da presenca a-
TOC e Oleo de agai (quando presente). Além disso, as micro/nanoparticulas com
6leo de acai, SM C/OLEO (Figura 5.18) e TR C/OLEO (Figura 5.20) apresentaram
uma segunda etapa de degradacéo visivel (na forma de um ombro) na parte final da

curva indicando nitidamente a presenca do 6leo de acgai.

Nas Tabelas 5.5 e 5.6 sdo apresentados os percentuais de residuos obtidos a
partir das curvas termogravimétricas das micro/nanoparticulas preparadas por
ultrassom e ultra-turrax (com e sem 6leo de acai), antes e ap0s 0s ensaios de

liberacdo de a-TOC.

Tabela 5.5.Tabela de residuos (%) para micro/nanoparticulas preparadas com ultra-turrax.

Tempo de (%) Residuos
degradacéo (dias) TR C/OLEO TR S/OLEO
0 1,14 0,01

6 6,57 1,10

12 7,42 1,10

20 8,87 1,34

30 2,61 3,24




Tabela 5.6. Tabela de residuos (%) para micro/nanoparticulas preparadas com ultrassom.

(%) Residuos

Tempo de

degradagéo (dias) SM C/OLEO SM S/OLEO
0 1,93 0,07

6 14,90 6,26

12 2,53 6,24

20 11,22 7,59

30 5,00 7,93
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E possivel observar nas Tabelas 5.5 e 5.6, que o percentual residual das

micro/nanoparticulas apos o processo de degradacdo é maior quando comparado

com as micro/nanoparticulas sem contato com ensaio hidrolitico (dia 0). Este

comportamento pode estar associado a presenca de sais proveniente da solucdo

tampéao PBS do ensaio hidrolitico e também de impurezas que podem estar presente

durante a secagem das mesmas a vacuo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo ao uso de poliuretano biodegradavel para formacdo de
micro/nanoparticulas e a influéncia do nucleo oleoso e das técnicas de agitacao

(ultra-turrax e ultrassom) foi possivel concluir que:

- A técnica de emulsdo multipla mostrou-se uma técnica mais adequada para
a preparacdo de microcapsulas de PU/a-tocoferol com diferentes técnicas

(ultrassom e ultra-turrax);

- A presenca do O6leo de acai influenciou diretamente a formacdo das
micro/nanoparticulas, porém de forma diferente para as técnicas utilizadas.
Utilizando o ultrassom as particulas apresentaram tamanhos maiores com o0leo de
acai e menores sem a presenca do o6leo (faixa nanométrica), diferentemente do
resultado por ultra-turrax. Dessa forma, é possivel concluir que o conjunto 6leo de

acai e a técnica de agitagdo possuem efeito no tamanho de particula;

- A morfologia das micro/nanoparticulas submetidas as analises de
degradacdo hidrolitica, apresentaram na sua grande maioria rompimentos, sendo o

maior nimero em 12 a 30 dias;

- As analises de IV e TGA indicaram a presenca de o-tocoferol nas
microparticulas sintetizadas, assim como a sua auséncia durante a degradacao
indicando a liberacdo do a-tocoferol. Os espectros e termogramas apontam

nitidamente a presenca ou nédo do 6leo de acai, bem como o efeito do mesmo;

- Quanto a eficiéncia de encapsulamento foi possivel constatar a significativa

efeito do Oleo de acai, sendo a EE obtida na faixa de 14 a 23% sem a presenca de
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Oleo de acai, e 34 a 44% com o Oleo de acai, para ambas as técnicas, indicando-o
como um excelente veiculo para a dissolu¢cao do tocoferol por possuir propriedades

essenciais para atuar nucleo oleoso de micro/nanocapsulas;

- Cabe salientar que o método de ultrassom apresentou melhores resultados
na eficiéncia de encapulamento com ou sem a presenca de 6leo (~20% sem 0Oleo e

~40% com 0leo);

- Ainda em relag&o aos resultados de eficiéncia de encapsulamento percebe-
se a semelhanca quantitativa das técnicas de CLAE e UV-Vis, 0 que torna a técnica
de UV-Vis confiavel, além de se tratar de uma técnica de facil acesso, simples

manejo, e de baixo custo;

A partir dos resultados obtidos deste estudo é possivel afirmar que o
poliuretano sintetizado possui um grande potencial como uma excelente matriz para

a preparacao de micro/nanocapsulas e com boa estabilidade de liberacdo continua
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

« Avaliacdo por RMN-'H das micro/nanoparticulas sintetizadas e apés
estudo de liberacéo;

* Analise in vitro até 270 dias;

* Uso de diferentes farmacos a serem encapsulados pelo poliuretano;

* Combinar outras técnicas de emulsdo e de preparacdo como, por

exemplo, electrospinning;

* Modificacdo de alguns parametros de preparagdo para atingir a escala

manométrica;



78

8. PUBLICACOES DESTE TRABALHO

1. SANTOS, F. G.; Grams, E. ; Einloft, S.; Ligabue, R. Efeito da concentracéo de
surfactante no tamanho de microcapsulas de poliuretano contendo a-
tocoferol. In: 12° Congresso brasileiro de polimeros , 2013, Florianopolis.

Anais 12° Congresso brasileiro de polimeros, 2013.

2. SANTOS, F. G.; Einloft, S.; Ligabue, R. Stability study and controlled release
of PU microcapsules with E vitamin. In: Il Congreso interdisciplinario de
nanotecnologia y biomateriales , 2013, Montevidéu. Anais Il Congreso

interdisciplinario de nanotecnologia y biomateriales, 2013.



79

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AMELLER, T.; Marsaud, V.; Legrand, P.; Gref, R.; Barratt, G.; Renoir, J. M.
Polyester—poly(ethylene glycol) nanoparticles loaded with the pure antiestrogen ru
58668: physicochemical and opsonization properties. Pharmaceutical Research , v.
20, n. 7, 2003.

AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS. Standard Test Method for
in vitro Degradation Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and
Fabricated Forms for Surgical Implants, ASTM F1635. 2010.

ALPHANDARY, H. P.; Andremont, A.; Couvreur, P. Targeted delivery of antibiotics
using liposomes and nanoparticles: research and applications. International Journal
of Antimicrobial Agents , v. 13, p. 155-168, 2000.

ARORA, S.; Bagoria, R.; Kumar, M. Effect of alpha-tocopherol (vitamin E) on the
thermal degradation behavior of edible oils. Journal Therm Anal Calorim, v.102,
p.375-381, 2010.

ASUA, J. M. Miniemulsion Polymerization. Prog. Polymers Science .v. 27, p. 1283-
1346, 2002.

BARBOSA, F. F. S. Influéncia dos antioxidantes na qualidade do sémen de
homens em tratamento de fertilidade.  Lisboa. 2009. 70p. Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Humana e Ambiente). P6s Graduacédo Ciéncias. Universidade de Lisboa

Faculdade de Departamento de Biologia Animal, Portugal.

BERACA SABARA. Oleo de acai refinado — Rain Forest RF4410 . Informe técnico.
2012.



80

BORELLI, V.; Medeiros, F.; Maia, M.; Medeiros, R.; Higa, O. Z. Biocompatibilidade
de Biomateriais: Estudo Exploratério sobre a Aplicacdo da Norma ISO 10.993. In:
COLAOB, The 6th Latin American Congress of Artifici al Organs and
Biomaterials . Disponivel em:.<http://www.ipen.br/
biblioteca/2010/eventos/16145.pdf>. Acesso em 10 outubro de 2012.

BOUCHEMAL, K.; Briancon, S.; Perrier, E.; Fessi, H.; Bonnet, I.; Zydowicz, N.
Synthesis and characterization of polyurethane and poly(ether urethane)
nanocapsules using a new technique of interfacial polycondensation combined to
spontaneous emulsification. International Journal of Pharmaceutics , v. 269, p. 89—
100, 2004.

BRAITHWAITE, M. C.; Tyag, C.; Tomar, L. K.; Kumar, P.; Choonara, Y. E.; Pillay, V.
Nutraceutical-based therapeutics and formulation strategies augmenting their
efficiency to complement modern medicine: An overview. JOURNAL OF
FUNCTIONAL FOODS, v. 6, p. 82-9 9, 2014.

BYUN, Y.; Hwang, J. B.; Bang, S. H.; Darby, D.; Cooksey, K.; Dawson, P. L.; Park,
H. J.; Whiteside, S. Formulation and characterization of a-tocopherol loaded poly -
caprolactone (PCL) nanoparticles. Food Science and Technology, V. 44, p. 24-28,
2011.

CABRAL, P. K. A. Sistemas de liberacdo controlada de drogas: uma rev  iséo.
Campina Grande. 2004. 46p. Monografia (Curso de Medicina Veterinaria- médico
veterinario). Curso de medicina veterinaria. Universidade Federal de Campina

Grande centro de saude e tecnologia rural campus de patos, Paraiba.

CABRAL, E. L. Sintese e caracterizacdo de poliuretanos bioestavei s com
potencial aplicagdo na area cardiovascular . Porto Alegre. 2012. 95p. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia e Tecnologia de Materiais). Programa de Po6s-Graduacao
em Engenharia e Tecnologia de Materiais. Pontificia Universidade Catdlica do Rio

Grande do Sul, Brasil.



81

CARNEIRO, H. C. F; Tonon, R. V.; Grosso, C. R. F.; Hubinger, M. D. Encapsulation
efficiency and oxidative stability of flaxseed oil microencapsulated by spray drying
using different combinations of wall materials. Journal of Food Engineer. v. 115, p.
443-451, 2013.

CHATTOPADHYAY, D.K.; Raju, K.V.S.N. Structural engineering of polyurethane
coatings for high performance applications. Progress in Polymer Science , v. 32, p.
352-418, 2007.

CHATTOPADHYAY, D.K.; Webster, D. C. Thermal Stability and Flame Retardancy of
Polyurethanes. Progress in Polymer Science , v. 34, p. 1068-1133, 2009.

CHEN, Y.; Wang, R.; Zhou, J.; Fan, H.; Shi, B. On-demand drug delivery from
temperature-responsive polyurethane membrane. Reactive and Functional
Polymers. v.71. p. 525-535. 2011.

CHERNG, J. Y.; Hou T. Y.; Shih, M. F.; Talsma, H.; Hennink, W. E. Polyurethane-
based drug delivery systems. International Journal of Pharmaceutics . v.450,
p.145- 162, 2013.

GAUDIN, F.; Zydowicz, N. S. Core—shell biocompatible polyurethane nanocapsules
obtained by interfacial step polymerisation in miniemulsion Colloids and Surfaces
A: Physicochem. Eng. Aspects , v. 331, p. 133-142, 2008.

GONNET, M.; Lethuaut, L.; Boury, F. New trends in encapsulation of liposoluble
vitamins. Journal of Controlled Release , v. 146, p. 276-290, 2010.

GORNA, K.; Gogolewski, S. In vitro degradation of novel medical biodegradable
aliphatic polyurethanes based on E-caprolactone and Pluronics® with various
hydrophilicities. Polymer Degradation and Stability , v. 75, n. 1, p. 113-122, junho
2002.

GRIFFITH, L. G. Polymeric Biomaterials. Acta Materialia , v. 48, p. 263-277, 2000.



82

HALLIDAY, A. J.; Moulton, S. E.; Wallace, G. G.; Cook, M. J. Novel methods of
antiepileptic drug delivery — Polymer-based implants. Advanced Drug Delivery
Reviews, v. 64, p. 953-964, 2012.

HATANAKA, J.; Chikamor, H.; Sato, H.; Uchida, S.; Debari, K.; Onoue, S.; Yamada,
S. Physicochemical and pharmacological characterization of a-tocopherol loaded
nano-emulsion system International Journal of Pharmaceutics , v. 396, p. 188-
193, 2010.

HEINRICH, M.; Dhanji, T.; Casselman, |. Acai (Euterpe oleracea Mart.)—A
phytochemical and pharmacological assessment of the species’ health claims.
Phytochemistry Letters , v. 4, p. 10-21, 2011.

HUYNH, T. T. N.; Padois, K.; Sonvico, F.; Rossi, A.; Zani, F.; Pirot, F.; Doury, J.;
Falson, F. Characterization of a polyurethane-based controlled release system for
local delivery of chlorhexidine diacetate. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics. v. 74, p. 255-264, 2010.

HOLZ, J. P. Preparagdo de Micro e Nanoesferas de PLGA com Mento |. Porto
Alegre. 2012. 83p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Tecnologia de
Materiais). Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais.

Pontificia Universidade Catoélica do Rio Grande do Sul, Brasil.

HOWARD, G.T.; Biodegradation of polyurethane: a review. International
Biodeterioration & Biodegradation , v. 49, p. 245 — 252, 2002.

HUERTAS, C. E. M.; Fessi, H.; Elaissari, A. Polymer-based nanocapsules for drug
delivery. International Journal of Pharmaceutics , v. 385, p. 113-142, 2010.

IBARBOURE, E.; Baron, A.; Papon, E.; Hernandez, J. R. Self-assembly of graft
polyurethanes having both crystallizable poly(e-caprolactone) blocks and soft poly(n-
butyl acrylate) segments. Thin Solid Films . v. 517, p. 3281-3286, 2009.



83

IBRAHEEM, D.; Igbal, M.; Agusti, G.; Fessi, H.; Elaissari, A. Effects of process
parameters on the colloidal properties of polycaprolactone microparticles prepared by
double emulsionlike process. Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng.
Aspects .v. 445, p. 79-91, 2014.

JAFFE, M.; Ophir, Z.; Pai, V. Biorelevant characterization of biopolymers.
Thermochimica Acta , v. 396, p. 141-152, 2003.

JAIN, A. K.; Goyal, A. K.; Gupta, P. N.; Khatri, K.; Mishra, N.; Mehta, A.; Mangal S.;
Vyas, S. P. Synthesis, characterization and evaluation of novel triblock copolymer
based nanopatrticles for vaccine delivery against hepatitis B. Journal of Controlled
Release, v. 136, p. 161-169, 2009

KANG, J.; Thakali, K. M.; Xie, C.; Kondo, M.; Tong ,Y.; Ou, B.; Jensen, G.; Medina,
M.B.; Schauss, A. G.; Wu, X. Bioactivities of acai (Euterpe precatoria Mart.) fruit pulp,
superior antioxidant and anti-inflammatory properties to Euterpe oleracea Mart. Food
Chemistry , v. 133, p. 671-677, 2012.

KHAYATA, N.; Abdelwahed, W.; Chehna, M. F.; Charcosset, C.; Fessi, H.
Preparation of vitamin E loaded nanocapsules by the nanoprecipitation method:
From laboratory scale to large scale using a membrane contactor. International
Journal of Pharmaceutics , v. 423, p. 419- 427, 2012.

KHAYATA, N.; Abdelwahed, W.; Chehna, M.F.; Charcosset, C.; Fessi, H. Stability
study and lyophilization of vitamin E-loaded nanocapsules prepared by membrane

contactor. International Journal of Pharmaceutics , article in press, 2012.

KORN, M.; Andrade, M. S.; Borges, S. S. Procedimentos Analiticos Assistidos por
Ultrassom. Revista Analytica. v.03, p. 34-39, 2003.

LEITE, H. M. E. Formulagao e caracterizagdo de matrizes de polihidr  oxibutirato
para liberacdo controlada de farmacos. dissertacdo (Mestre em Engenharia e

Ciéncias dos Materiais).Campos dos Goytacazes. 2004. 92p. Laboratério de



84

Materiais Avancados do Centro de Ciéncias e Tecnologia. Universidade Estadual do

Norte Fluminense. Brasil.

LIECHTY, W. B.; Peppas, N. A. Expert opinion: Responsive polymer nanoparticles in
cancer therapy. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmace utics , v.
80, p. 241-246, 2012.

LIGABUE, R.; Einloft, S.; Dullius, J.; Gracioli, E.; Dias, G. T. G.; Jahno, V. Uso de
Membranas Biopoliméricas em Préteses Cardiovasculares. 2011, Brasil. Patente:
Privilégio de Inovacdo. Numero do registro: PI111069929, data de deposito:
29/12/2011, Instituicdo de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade

Industrial.

LORENZETTI, S. G. Obtencédo dos Sistemas Bioconjugados Crotoxina/PEBD- g-
PHEMA e Crotoxina/PCL . S&o Paulo. 2006. 96p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia
na Area de Tecnologia Nuclear — Aplicacdes). Instituto de Pesquisas Energéticas e

Nucleares. Universidade de Sao Paulo, Brasil.

LUO, Y.; Zhang, B.; Whent, M.; Yu, L.; Wang, Q. Preparation and characterization of
zein/chitosan complex for encapsulation of a-tocopherol, and its in vitro controlled
release study. Colloids and Surfaces . v. 85, p. 145-152, 2011.

MACHADO, A. C. H. R. Desenvolvimento e avaliacdo da incorporagdo e
liberacdo de Oleo de acai em hidrogéis de poli(N-vi  nil-2-pirrolidona) . Sdo Paulo.
2010. 125p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias na Area de Tecnologia Nuclear —
Materiais). Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares. Universidade de Sé&o
Paulo, Brasil.

MAVON, A.; Raufast, V.; Redoule D. Skin absorption and metabolism of a new
vitamin E prodrug, y-tocopherol-glucoside: in vitro evaluation in human skin models.
Journal of Controlled Release , v. 100, p. 221-231, 2004.

MOHANRAJ, V. J.; Chen, Y. Nanoparticles — A Review. Tropical Journal of
Pharmaceutical Research ,v. 5, p 561-573, 2006.



85

MUSYANOVYCH, A.; Wienke, J. S.; Mailander, V.; Walther, P.; Landfester, K.
Preparation of biodegradable polymer nanoparticles by miniemulsion technique and
their cell interactions. Macromol. Biosci. WILEY-VCH. v. 8, p. 127-139, 2008.

NAIR, L. S.; Laurencin, C. T. Biodegradable polymers as biomaterials. Progress in
Polymer Science , v. 32, p. 762—-798, 2007.

NORONHA, C. M.; Granada, A. F.; Carvalho, S. M,; Lino, R. C.; Maciel, M. V. O. B.;
Barreto, P. L. M. Optimization of a-tocopherol loaded nanocapsules by the
nanoprecipitation method. Industrial Crops and Products . v. 50, p. 896— 903, 2013.

RADTCHENKO, I. L.; Sukhorukov, G. B.; Mo6hwald, H. A novel method for
encapsulation of poorly water-soluble drugs: precipitation in polyelectrolyte multilayer

shells. International Journal of Pharmaceutics , v. 242, p. 219-223, 2002.

RAO, J. P.; Geckeler, K. E. Polymer nanopatrticles: Preparation techniques and size-
control parameters. Progress in Polymer Science , v. 36, p. 887-913, 2011.

REIS, C. P.; Neufeld, R. J.; Ribeiro, A. J.; Veiga, F. Nanoencapsulation I. Methods for
preparation  of  drug-loaded polymeric  nanoparticles. Nanomedicine:

Nanotechnology, Biology, and Medicine , v. 2, p.8— 21, 2006.

SALDEEN, K.; Saldeen, T. T. Importance of tocopherols beyond a-tocopherol:
evidence from animal and human studies. Nutrition Research , v. 25, p. 877-889,
2005.

SCHAFFAZICK, S. R.; Guterres, S. S.; Freitas, L. L.; Pohlmann, A. R.
Caracterizacdo e Estabilidade Fisico-Quimica de Sistemas Poliméricos
Nanoparticulados para Administracdo de Farmacos. Quimica. Nova , v. 26, p. 726-
737, 2003.



86

SILVERSTEIN, R. M.; Webster, F. X; Kiemle, D. J. Spectrometric Identification of
Organic Compouds. 62 ed. Westford: Jhon Qiley and Sons, INC, pp.1-10, 72-108,
2005.

SOUTO, E. B.; Severino, P.; Santana, M. H. A. Preparacdo de Nanoparticulas
Poliméricas a partir de Polimeros Pré-formados — Parte Il. Polimeros . v.22. p.101-
106. 2012.

STELLA, B.; Arpicco, S.; Rocco, F.; Marsaud, V.; Renoir, J.M.; Cattel, L.; Courveur,
P. Encapsulation of gemcitabine lipophilic derivatives into polycyanoacrylate
nanospheres and nanocapsules. International Journal of Pharmaceutics, v. 344, p.
71-77, 2007.

SUN, X.; Gao, H.; Wu, G.; Wang, Y.; Fan, Y.; Ma, J. Biodegradable and temperature-
responsive polyurethanes for adriamycin delivery. International Journal of
Pharmaceutics. v. 412, p. 52-58, 2011.

SUN, Y.; Wang, J. C.; Zhang, X.; Zhang, Z.; Zheng, Y.; Chen, D.; Zhang, Q.
Synchronic release of two hormonal contraceptives for about one month from the
PLGA microspheres: In vitro and in vivo studies. Journal of Controlled Release , v.
129, p. 192-199, 2008.

SURASSMO, S.; Min, S.; Bejrapha, P.; Choi, M. Effects of surfactants on the physical
properties of capsicum oleoresin-loaded nanocapsules formulated through the

emulsion—diffusion method. Food Research International , v. 43, p. 8-17, 2010.

TORRES, P. P. B. F. Terapia nutricional parenteral, aspectos farmacéuti COoS.
Especialista em terapia nutricional pela SBNPE disponivel em: <
www.huwc.ufc.br/arquivos/biblioteca_cientifica/1175295398 90 0.pdf>.  Acessado
em janeiro 2014.

VELHO, F. C. Nanocapsulas formadas por dispersao aquosa de poli uretano.
Dissertacao (Mestre em Engenharia e Tecnologia de Materiais). Porto Alegre. 2011.

137p. Programa de POs Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais.



87

Pontificia Universidade Catoélica do Rio Grande do Sul, Brasil.

VERT, M. Polymeric biomaterials: Strategies of the past vs. strategies of the future.

Progress in Polymer Science ,v. 32, p. 755-761, 2007.

XIE, X.; Tao, Q.; Zou, Y.; Zhang, F.; Guo, M.; Wang, Y.; Wang, H.; Zhou, Q.;Yu, S.
PLGA nanoparticles improve the oral bioavailability of curcumin in rats:
characterizations and mechanisms. J. Agric. Food Chem . v. 59, p. 9280-9289,
2011.

WILLIAMS, D.F. Definitions in biomaterials. Progress in Biomedical Engineering
V.4, p.72,1987.

ZARAGOZA, M. L. Z, Silva E. M.; Del Real, A. L.; Cortez E. G.; Villegas, M. A. C,;
Guerrero, D. Q. The effect of nano-coatings with a-tocopherol and xanthan gum on
shelf-life and browning index of fresh-cut “Red Delicious” apples. Innovative Food

Science and Emerging Technologies . v. and p. no informed, 9p.2013.

ZHOU, L.; Liang, D.; He, X.; Li, J.; Tan, H.; Li, J.; Fu, Q.; Gu, Q. The degradation and
biocompatibility of pH-sensitive biodegradable polyurethanes for intracellular

multifunctional antitumor drug delivery. Biomaterials . v. 33. p. 2734-2745. 2012.



ANEXO A

88

Micrografia da amostra SM C/OLEO 25
dias 4000x

Micrografia da amostra SM C/OLEO 25
dias 8000x

EHT =156.00 kv

WD = 10.5 mm Signal A = SE1

" ;
'y 1
RS
EHT =15.00 kv

P 4
i e -
Foo Mag= 8.00 KX
Signal A = SE1

WD=10.5 mm

¢
2pum
3

Micrografia da amostra SM S/OLEO 25
dias 4000x

Micrografia da amostra SM S/OLEO 25
dias 8000x

h4ag=’4ﬂ0_( &
WO=105mm® © i




89

Micrografia da amostra TR S/OLEO 25 Micrografia da amostra TR S/OLEO 25

dias 4000x dias 8000x

P )
Mag =, 400 KX “EHT = 15.0pd r Mag= 8.00KX I

WD'=95mm |

& & MD=95mm Signal A = SEfg

T(%)

%)

Infravermelho amostra SM C/OLEO 4 dias

02
100

G
8iH
TiH
6
S5iH
ELY
34

20

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 G0

Mimero de onda (cm ™)

Infravermelho amostra SM C/OLEO 10 dias

1024
104 |

9K
B
T
6K
5iH
A1+
ELIS

211

1000 3500 3000 2500 _ 2000 1500 1000 500400

Mumero de onda (cm™)



Infravermelho amostra SM C/OLEO 25 dias

1 - - - v
Yoo 3500 3000 2500 2000 100 1000

02
100

Gk

BiH

FiH

T

BiH

HiH

Elly

3+

21

10

Nomero de onda {crm )

Infravermelho amostra SM S/OLEO 4 dias

90

102
100

G-

i

TiH

T(%)

S}

E Ly

3+

24+

4000 3500 3000 2500 _ 2000 1500 1000

Mimero de onda (cm-")

Infravermelho amostra SM S/OLEO 10 dias

3500 3000 2500 R 2000 1500 1000

Mimero de onda (cm ™)



T(%)

T(%)

T(%)

91

Infravermelho amostra SM S/OLEO 25 dias

1015
a0
80
i
604
50
404
304

20

4000 2500 2000 1500 1000 600

Mimero de onda (cm™)

Infravermelho amostra TR C/OLEO 4 dias

—_

02
100

GiH

T

Sl

EL D

FiH

2500 2000 1500 1000 G

2%,

Mimero de onda (cm™)

Infravermelho amostra TR C/OLEO 10 dias

102
104

S

i+
pilig
FiH
&+
Sl
Al
3+

24

2500 2000 1500 1000 600

3500 000

Miamero de onda (cm™)



%)

T

T(%)

92

Infravermelho amostra TR C/OLEO 25 dias

102
100

a0

a0 B

7

&

504

a0

I

2000 1500

4000 3500 3000 2500

1000 600

Mimero de onda (cm")

Infravermelho amostra TR S/OLEO 4 dias

102,
100

9
&
ik
61
SiH
ELIE
3+

21

11 T T !
Al BhiMy M 2500 . M 1500 Rl il Gk
Mimero de onda (cm™)

Infravermelho amostra TR S/OLEO 10 dias

1015
ik
Lillg]
L
6l
5K
A+
s Ll g

2K

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 GO0

Mumero de onda (cm')



T ()

102
100

G

BiH

ik

i

HiH

Eliy

3+

21

Infravermelho amostra TR S/OLEO 25 dias

93

ELL L]

250y

R 2000
Mimero de onda (cm™)

1500

10}

Termograma amostra TR S/OLEO orig.

Termograma amostra TR S/OLEO 4 dias

= 12 120 10
N
N\ N
o \ /F\ 1 w] S / \
>( AN N
\ \V\

\\ \ R /\ \ \ g
g 40-] \ \ " g E 50| \\ Foa g
- € g

\\\V\\ 04 2 / \\ o

2 ‘\\ - 40| \ \ Fo2

1 / \ \\
0 \'—J/ \¥_—un 204 /\//v—\/ ‘\\ g—aﬂ
.
100 200 Temper:lﬂuﬂm o 400 500 600 100 200 Temper::‘[:a o 400 500 0
Termograma amostra TR S/OLEO 6 dias Termograma amostra TR S/OLEO 10
dias
004 _— /\ 0 mu;
| ’\
\\/ \4 08 ] \\/ 10

80-| A g 80 ' g
§ /\' \ Fos % % \ :3.
2 e / \\ % L / \ \ Fos f:é

\ 04 2 o
“.\ o2 “1 \» \
I/ \ \ | \ S —_— 00

201 ~—— \‘\ k——— Loo 2] \

\ ]
.
N 100 200 30 4bo 500 a2 ) 2o 4&);5'00 50°

Temperatura (°C)

Temperatura ("C)




94

Termograma amostra TR S/OLEO 12
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Termograma amostra TR C/OLEO origin.
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Termograma amostra SM S/OLEO origin.
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Termograma amostra SM C/OLEO Origi.
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