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RESUMO

O cerrado brasileiro corresponde a cerca de 23% do territdrio nacional, e estima-se
que seja responsavel por 5% da biodiversidade mundial. O desenvolvimento
sustentavel deve contemplar, simultaneamente, o aproveitamento do potencial
produtor contido nesse bioma e a minimizagdo dos impactos ambientais decorrentes
de sua exploracdo. O baru (Dipteryx alata Vog.) é uma espécie nativa do cerrado, a
qual tem destaque por sua amplitude de ocorréncia, propriedades nutricionais e,
mais recentemente, propriedades farmacoldgicas. Com base nessas propriedades e
nos beneficios associados a nanoencapsulacdo de farmacos, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a nanoestruturacdo do 6leo de baru. As nanocapsulas com 6leo
de baru, produzidas pelo método de precipitacdo de polimero pré-formado,
apresentaram aspecto leitoso, diametro de 396,3 + 37,7 nm, indice de polidispersdo
(PDI) de 0,3, potencial zeta de -33,6 = 0,9 mV, pH de 5,53 = 0,06 e eficiéncia de
encapsulamento de 36,02%. Apos a producdo das nanocdpsulas, foi analisada a
estabilidade da suspenséo sob temperatura ambiente pelo periodo de 30 dias. Nas
condicbes experimentais analisadas, as nanocapsulas contendo 6leo de baru
possuem caracteristicas fisico-quimicas proprias para uso tépico e sdo estaveis a

temperatura ambiente durante 30 dias de armazenamento.

Palavras-chave: baru, Dipteryx alata Vog., nanocapsulas, poli (e-caprolactona)



ABSTRACT

The Brazilian cerrado is equivalent to about 23% of the national territory, and is
estimated to account for 5% of global biodiversity. Sustainable development must
include both the use of the potential producer contained in this biome and the
minimization of environmental impacts of their exploitation. The baru (Dipteryx alata
Vog) is a native cerrado specie, which is highlighted by its extent of occurrence,
nutritional properties and, more recently, pharmacological properties. Based on these
properties and the associated nanoencapsulation drug benefits, the aim of this study
was to evaluate the nanostructuring of baru oil. Nanocapsules with baru oil produced
by the preformed polymer precipitation method showed milky aspect, diameter 396.3
+ 37.7 nm, polydispersity index (PDI) of 0.3, the zeta potential of -33.6 + 0.9 mV, pH
5.53 £ 0.06 and encapsulation efficiency of 36.02%. After the production of the
nanocapsules was analyzed suspension stability at room temperature for a period of
30 days. Under the experimental conditions analyzed, the nanocapsules containing
baru oil have physical and chemical characteristics appropiate for topical use and are

stable at room temperature for 30 days of storage.

Keywords: Baru, Dipteryx alata Vog, Nanocapsules, Poly (e-caprolactone



INTRODUCAO

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 BARU (Dipteryx alata Vog.)
1.1.1 Descricédo botanica e morfolégica

O cerrado brasileiro corresponde a cerca de 23% do territorio
nacional (CORREA et al, 2000) e calcula-se que este bioma seja
responsavel por 5% de toda a biodiversidade mundial (BORGES &
ALMEIDA, 2006). A ocupacado do cerrado estd centrada na regido Centro-
Oeste, entretanto também € encontrado na fronteira ou penetrando em
outros tipos de vegetacdo (BORGES, 2002). Quanto ao endemismo de
plantas, estima-se que 1,5% de toda flora mundial € composto por
espécies endémicas do cerrado. Os progressos da globalizacédo
alcancaram a biodiversidade dos mais variados biomas, sendo estes
fontes para a elaboracdo de drogas medicinais por comunidades
tradicionais e, posteriormente, pela industria farmacéutica.

O baru (Dipteryx alata Vog) € uma espécie nativa do cerrado,
principalmente da regido de Goiads, e tem tido destaque no cenario
nacional pela amplitude de sua ocorréncia (CORREA et al, 2000),
propriedades nutricionais e, mais recentemente, propriedades
farmacoldgicas relacionadas a tal espécie. O baru é uma espécie da
familia Fabaceae, classificada como leguminosa arbo6rea. A altura dessa
arvore de grande porte pode chegar a 25 metros e seu diametro, 70 cm ao
longo dos aproximadamente 60 anos de vida atil dessa espécie. Seu
crescimento é rapido, a copa apresenta-se densa e com formato
arredondado. A primeira frutificacdo ocorre em torno de 6 anos a
depender das caracteristicas do solo. (CARRAZZA, 2010; LEMOS et al,
2011; OLIVEIRA et al, 2006).



Apresenta safra bruscamente variada de um ano para outro,

considerando-se para efeitos de uso comercial apenas uma safra
produtiva a cada 2 anos. Em termos de produtividade, uma arvore produz
aproximadamente 150 kg de fruto por safra produtiva. Cada fruto possui
uma Unica semente, da qual sdo utilizados endocarpo, polpa e semente
(CARRAZZA, 2010).
A copa do baruzeiro pode ser larga ou alongada, possuindo de 6 a 11m de
diametro. Sua casca tem coloracdo cinza-clara, as quais se apresentam
creme quando da descamacdo de placas de formato variavel (SANO,
RIBEIRO & BRITO, 2014).

Figura 1. Arvore de baru. Fonte: Brandt, 2014.

As folhas sdo caracterizadas como alternas, compostas, pinadas,
imparipinadas, pecioladas, sem estipulas e raquis alada. Possui de 7 a 12
foliolos, alternos ou subopostos, subsésseis ou com peciolo de até 2 mm
(SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).

Apresentam limbo oblongo ou suborbicular, cartaceo, medindo entre
4 e 13 cm de comprimento e 2 a 6,5 cm de largura. Seu apice € obtuso e
abrupto-acuminado, base arredondada e irregular, truncada ou

subcordada (OLIVEIRA et al, 2006). A nervura mediana apresenta-se



plana na fase ventral e as nervuras secundarias numerosas, ascendentes
e salientes em ambas as faces (SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).

Na parte terminal dos ramos e nas axilas das folhas superiores
encontra-se sua inflorescéncia, do tipo panicula, apresentando de 200 a
1.000 flores. Estas flores sao hermafroditas, medem cerca de 0,8 cm, séo
curto-pediceladas e possuem calice petaloide. O ovario é unilocular,
supero, linear e possui um s6 Ovulo parietal inserido proximo ao apice. No
qgue diz respeito a citogenética, o baru é caracterizado como diploide e
seu namero de cromossomos é 2n=16 (SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).

O fruto do barueiro possui de 1,5 a 5 cm, do tipo drupa, ovoide,
pouco achatado, calice persistente, marrom-claro. Possui endocarpo
lenhoso, de coloracdo mais escura que o mesocarpo fibroso (ROCHA &
CARDOSO SANTIAGO, 2009). Por fruto, observa-se a incidéncia de
apenas uma semente, que é elipsoide, de dimensdo e massa variadas,
juntamente a massa do fruto. Sua largura varia de 0,9 a 1,3cm e seu
comprimento de 1 a 3,5 cm. O tegumento possui cor brilhante que varia de
marrom-amarelada a quase preta, podendo apresentar fissuras
transversais (SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).

O fruto do baru é formado por uma casca fina e polpa adocicada que
contém semente (améndoa) dura que corresponde a fracdo comestivel do
fruto. Essa castanha representa cerca de 5% do fruto na integra em
termos de rendimento. Todavia, a polpa é pouco inserida na alimentacao
humana apesar de inUmeras possibilidades de aplicacdo alimenticia apo6s
seu processamento (ROCHA & CARDOSO SANTIAGO, 2009).
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Figura 2. Caracteristicas do baru. (a) Tronco do barueiro. (b) Galhos. (c) Brotos e

folhas (d) Galho e frutos. (e) Copa carregada de frutos (f) Folhas de frutos. (g) Corte
transversal do fruto. (h) Flor. (i) Castanhas assadas com a casca interna. Fonte:

http://unaienses.blogspot.com.br

A ocorréncia da espécie é observada em solos drenados do bioma
Cerrado. A maior abundancia é encontrada no Cerraddo e Mata
Semidecidua, sendo também frequente na fitofisionomia Cerrado Sentido
Restrito e em solos areno-argilosos mesotréficos. O baru é amplamente
distribuido no Brasil, podendo ser observado no Cerraddo nos estados de
S&do Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso, mas também no Paraguai e

préximo ao complexo do Pantanal (SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).
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Figura 3. Distribuicdo geografica do baru no Cerrado Sentido  Restrito,
em 84 localidades entre 316 levantamentos no Bioma Cerrado. Fonte:
SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014.

1.1.2 Composicao fisico-quimica da améndoa de baru

Os frutos do baru fornecem carboidratos, proteinas e 6leo, sendo o
valor nutricional da polpa de aproximadamente 300 kcal em 100 g. Dentre
0os carboidratos, ha predominio de amido, fibras insolluveis e agucares. A
semente possui um valor nutricional mais elevado em fungédo da presenca
de o6leos (40,2%), variando entre 476 e 560 kcal a cada 100g (SANO,
RIBEIRO & BRITO, 2014).

A composicdo da améndoa do baru é marcada pelo alto grau de
instauracdo (TAKEMOTO et al, 2001; SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).
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Observam-se na Tabela 1 o0s principais &cidos graxos com a
predominancia de &cido oleico e linoleico, considerados acidos graxos
essenciais, isto é, moléculas necessarias ao organismo, mas que nao sao

naturalmente sintetizadas por ele.

Tabela 1. Composicao em acidos graxos (%p/p) no 6leo de baru in natura.

Vera, 2009 Takemoto et al, 2001 Thays, 2013

Saturados 22,21 18,8 20,00
Palmitico 6,14 7,6 6,63

Insaturados 75,06 81,2 79,94
Oléico 47,65 50,4 48,80
Linoléico 24,04 28,0 28,26

As funcdes bioldégicas dos &cidos graxos poli-insaturados, como o
acido linoleico, sao variadas, sendo destacadas: manutencdo da
integridade das células endoteliais, prevenindo aterosclerose e alteracfes
cardiovasculares; estimulacdo da liberacdo de insulina, inibicdo da
vasoconstricdo e agregacdo plaquetaria; entre outras. Além disso, tais
moléculas podem ainda alterar propriedades fisicas das membranas, como
fluidez, estabilidade e suscetibilidade ao dano oxidativo (ANDRADE &
CARMO, 2006).

Além da concentracdo consideravel de acidos graxos, a améndoa do
baru é constituida, ainda, por tocoferdis, sendo o a-tocoferol presente em
niveis comparados ao de 6leo de amendoim (CORREA et al, 2000).
Genericamente, o tocoferol corresponde a vitamina E, caracterizada pela
sua lipofilicidade e por atuar na prevencdao do dano oxidativo. Essa
substancia age como um antioxidante fisiolégico das estruturas celulares.

Dentre as substancias que compdem o baru foram identificadas
algumas com propriedades antinutricionais, como tanino, acido fitico e

inibidor de tripsina (BORGES, 2013). Os taninos concentram-se na polpa e
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estdo ausentes na semente, sendo o0 teor dessas substancias
decrescentes ao longo do tempo de maturacdo do fruto. O inibidor de
tripsina é inativado pelo processo de torragem da semente (SANO,
RIBEIRO & BRITO, 2014; TAKEMOTO et al, 2001).

Quanto a composicdo em macro e micronutrientes, a semente de
baru apresenta elementos como potassio, fosforo, magnésio, manganés,
ferro, zinco e cobre (CORREA et al, 2000; VERA et al, 2009). O
guantitativo de proteinas da améndoa é mais elevado que muitas
sementes popularmente utilizadas na culinaria, como ervilha, grado de bico,
castanha de caju e castanha do Pard (TAKEMOTO et al, 2001; SANO,
RIBEIRO & BRITO, 2014).

1.1.3 Aplicacdes

A utilizacdo da améndoa de baru na dieta de individuos com
hipercolesterolemia moderada resultou numa melhora no perfil lipidico dos
mesmos. A suplementacdo auxiliou na reducdo do colesterol total, na
fracdo LDL e no colesterol ndo-HDL. Além disso, o consumo da améndoa
de baru néao alterou os biomarcadores de oxidagcédo avaliados, tornando-a
apta para inclusdo em dietas para reducdo do risco cardiovascular
(NAVES, 2014).

Mesmo sem comprovacado cientifica, a utilizacdo tradicional do baru
relaciona-se ao tratamento do reumatismo — nome popular dado as
doencas reumaéticas, i.e., aquelas que acometem o0 sistema musculo-
esquelético, envolvendo ossos, articulacdes, cartilagens, masculos,
fascias, tendfes e ligamentos (BORGES, 2002; PETEAN et al, 1997).

A utilizacado culinaria do baru € frequente na regido de Goias, por
exemplo, da cidade de Pirinopolis onde este é comercializado na forma de
pacoca, barra de cereais e bolos. Deste fruto, tanto a polpa quanto a
améndoa sdo comestiveis e seu sabor é apontado como agradavel e mais
suave que o sabor do amendoim (SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).

O processamento dos produtos da améndoa da origem ainda a

bebidas alcodlicas (como o Baruzeto e licor de baru), panetone e
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bombom. O consumo direto da améndoa nao é indicado pela presenca de
inibidores de tripsina, o que afeta a absorcdo, dentre outros, dos
aminoacidos essenciais (BORGES, 2013).

O baru tem aplicabilidade como forrageiro, sendo importante para as
pastagens no sentido de fornecer abrigo para os animais e ser um
alimento de valores energético e nutricional elevado, sendo consumido
durante a seca quando a oferta de forragem é escassa (SANO, RIBEIRO &
BRITO, 2014).

A madeira obtida a partir do baru (Figura 4) é de alta resisténcia a
fungos e cupins, portanto € indicada para a producdo de estacas, postes,
vigas, caibros, taboas, tacos para assoalho. Além disso, pode ser utilizada

para a fabricacdo de carrocerias e implementos agricolas.

Figura 4 — Tronco do baru (a esquerda) e a madeira (a direita).
Fonte: LORENZI, Harri. “Arvores brasileiras”. Ed. Plantarum

Do fruto foi isolada a substancia betafarneseno, cuja acéo
observada foi a inibicdo de atividades mediadas por acetilcolina. A
utilizacdo da casca do baru para o tratamento de dores na coluna
conduziu pesquisas para a identificacdo das substancias responsaveis por
tal atividade terapéutica. Assim, foram isolados trés compostos

pentaciclicos: lupeol, lupen-3-ona e betulina.
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A partir do extrato etandlico de baru foi obtida uma substancia capaz
de inibir a formacado de melanina, a qual teve sua patente solicitada pela
empresa Ichimaru Pharcos Inc. no ano de 2002.

Outra aplicabilidade do baru é no ramo de paisagismo, pois
apresenta caracteristicas propicias como bom crescimento, baixa
necessidade de manutencdo, e recuperacdo de areas degradadas por sua
alta producédo de massa foliar (SANO, RIBEIRO & BRITO, 2014).

ROCHA & CARDOSO SANTIAGO (2009) avaliaram a utilizacdo da
casca e polpa do baru para a producdo de paes e concluiram gue estes
sdo ingredientes aplicaveis para a aplicacdo tecnolégica na panificacao,

obtendo produtos com bons aspectos nutricionais e sensoriais.

1.1.4 Obtencéo do 6leo de baru

A obtencédo do 6leo de baru para utilizacdo terapéutica ou cosmética
deve ser realizada a frio, para que sejam preservadas as caracteristicas e
os componentes do fruto. As etapas a seguir foram descritas por
CARRAZZA (2010) e estdo demonstradas na Figura 5.

TRITURAGCAO PRENSAGEM
Parte utilizada: améndoas do fruto. Parte utilizada: améndoa triturada
Obijetivo: otimizar a eficiéncia do processo de Objetivo: Separacéo entre dleo e torta (massa
extracio m———— livre)
Equipamentos: pildo, liquidificador, etc. Equipamentos: prensas

FILTRAGEM DECANTAGAO
Parte utilizada: 6leo obtido na decantacéo Parte utilizada: dleo bruto
Objetivo: obter dleo livre de materiais <::| Objetivo: Auxiliar o processo de filtragem
SUSpensos separando a borra do dleo
Técnica: filtros de prensa ou papel filtro Técnica: repouso do ¢leo bruto

ENVASE ARMAZENAMENTQC

Acondicionamento em bombonas, vasilhames, Armazenamento deve ser realizado em local

tambores ou outros recipientes de acordo com |::> limpo, seco, arejado, protegido da luz solar
o volume e a finalidade do produto. direta, umidade e isento de contaminantes.

Figura 5 — Processo de obtencdo do 6leo de baru. Fonte: Proprio

autor.
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1.2 NANOCAPSULAS

O termo nanotecnologia faz referéncia a uma unidade de medida
que equivale a 10° metros. Dentre os sistemas contemplados por esse
ramo tecnoldgico estdo nanoestruturas chamadas nanocépsulas, as quais
tem ganhado destaque por sua capacidade de carrear substancias ativas,
sendo utilizadas previamente a adicdo do ativo em algum veiculo
(GUTERRES et al, 2005).

Por definicdo, nanocapsulas sdo estruturas coloidais compostas por
vesiculas de um invélucro de baixa espessura de polimero, contendo em
seu centro um nu0cleo onde a substancia ativa sera dissolvida e
armazenada, sendo considerado por isso um sistema reservatério. O
diametro dessas estruturas varia entre 10 e 1000nm. O comportamento do
ativo pode se dar de duas formas: permanecer dissolvido na cavidade
central ou adsorvido na parede polimérica (SCHAFFAZICK et al, 2003;
GUTERRES et al, 2005).

W substincia ativa ¥ Nicleo oleoso 8B Parcde polimérica
Figura 5 - Representacdo esquematica de nanocapsulas com a
substancia ativa: adsorvida a parede polimérica (esquerda) e dissolvida no
nucleo oleoso (direita). Fonte: GUTERRES et al, 2005.

As vantagens oferecidas por esse sistema de carreamento sao a
protecdo contra degradacao, visto que proporcionam um menor contato da

substancia ativa com a formulacdo e um melhor desempenho associada a
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liberacdo gradual (DINGLER et al., 1999) ao mesmo tempo em que
aumenta o tempo de contato com a pele, minimizando o risco de irritagcdes
gue comumente acontecem com a exposicdo de grandes quantidades do
ativo (GUTERREZ et al, 2005; LBOUTONNE et al, 2002; JIMENEZ et al,
2004).

Grande parte do material cientifico disponivel sobre nanoestruturas diz
respeito ao carreamento de farmacos. Apesar disso, estima-se que
existam inUmeras pesquisas para sua aplicacdo na &area cosmeética,
todavia as mesmas devem estar sob protecdo patentaria e/ou em fase de
desenvolvimento (GUTERRES et al, 2005).

A area cosmeética ingressou na nanotecnologia por meio de
nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas, lipossomas e nanocapsulas. Os
lipossomas constituem a classe mais estudada e utilizada na aplicacéo
cosmética, todavia ha indicios de que sua aplicacdo topica por um longo
periodo pode culminar em irritagcbes cutaneas (DANIELS, 2001). Além
disso, a aplicacdo de fosfolipidios — componentes dos lipossomas pode
impactar no metabolismo lipidico da derme (GUTERRES et al, 2005).

As limitacbes na utilizacdo de lipossomas referem-se a baixa
eficiéencia de encapsulamento, baixa estabilidade durante o
armazenamento, entre outros. Neste cenario surge a alternativa da
utilizacdo de nanoestruturas poliméricas biodegradaveis, como as
nanocéapsulas, capazes de minimizar as adversidades do uso de
lipossomas (GUTERRES et al, 2005).

As nanocapsulas sado obtidas por duas técnicas principais: a
deposicdo interfacial de polimeros pré-formados e a polimerizacéo
interfacial de mondmeros dispersos. Para aplicacdo topica, a técnica de
deposicdo interfacial tem sido a mais utilizada, tendo como polimero a
poli(e-caprolactona) (GUTERRES et al, 2005).

A técnica de polimerizacdo interfacial de mondmeros dispersos
proposta por AL KHOURI e colaboradores (1986) € baseada na mistura de
uma fase organica com uma fase aquosa, sendo a primeira composta por
solucédo etandlica contendo o mon6mero, Oleo, tensoativo opcional e o
farmaco de carater lipofilico. A fase aquosa que recebe a fase organica de

forma gradativa é composta por um tensoativo ndo-idnico e o sistema é
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mantido sob agitacdo. As desvantagens desta técnica sdo a presenca de
monOomeros residuais, bem como oligdbmeros, com potencial toxicidade,
podendo ainda ocorrer reacdes entre o farmaco e 0o monbmero,
inviabilizando o controle de liberacdo (QUINTANAR-GUERRERO et al,
1996).

O método de deposicao interfacial de polimeros pré-formados,
proposto por Fessi (1989), consiste na dissolucdo do polimero em
solvente organico, com acréscimo do tensoativo lipofilico e o ativo a ser
encapsulado. A fase orgéanica € injetada na fase aquosa, composta por
dgua e um tensoativo hidrofilico, formando espontaneamente as
nanocapsulas com diametros entre 200 e 500nm. Posteriormente a essa
formacdo, o solvente organico e a &agua sao retirados da mistura,
reduzindo o volume de produto formado (FESSI, 1989).

A obtencdo de nanocapsulas utilizando polimeros pré-formados
pode ser realizada por quatro técnicas: emulsificacdo-evaporacdo do
solvente, deslocamento do solvente, salting out e emulsificagédo-difusdo do
solvente. A escolha da técnica deve ser feita pela analise de algumas
variaveis, tais como solubilidade do principio ativo, razdo ativo/polimero
viavel para obter uma eficiéncia de encapsulamento adequada e uma
reduzida toxicidade do produto final (SOUTO, 2012).

Na técnica de deslocamento de solvente o polimero é precipitado na
interface de uma emulsdo O/A, onde a fase interna (organica) € composta
pelo polimero dissolvido em solvente polar (LEGRAND et.al., 2007), o
principio ativo e um tensoativo para prevenir a coalescéncia das goticulas.
A fase externa (aquosa) contém um tensoativo O/A, sendo a fase interna
dispersa sobre esta, num sistema sob agitacdo magnética. Durante essa
mistura ha a emulsificacdo das fases, resultando num sistema
opalescente. Procede-se, entdo, a remoc¢do do solvente organico, o que
permite a formacdo das nanoparticulas.

No processo de obtencdo de nanocapsulas pelo método de
deslocamento de solvente € recomendada a utilizagcdo de um sistema de
tensoativos, isto €, em ambas as fases (interna e externa/organica e
aquosa) a fim de promover uma reducdo no diametro médio e tornar a

suspenséao coloidal mais estavel.
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A natureza e volume do 6leo utilizado para dissolver o principio ativo
e compor a fase organica pode influenciar o tamanho médio das
particulas. Oleos mais viscosos formam goticulas maiores e,
consequentemente, contribuem para o aumento das nanoestruturas.
Mygliol® 810 e 812 é apontado como um 6leo adequado a administracao
intravenosa devido ao tamanho reduzido das nanocapsulas formadas

(ZHANG, 2012).
1.2.1. Poli (e-caprolactona)

A Poli (e-caprolactona) (PCL) corresponde a um poliéster
biodegradavel e biocompativel, muito utilizado no desenho de estruturas
carreadoras para farmacos nanoestruturados. Trata-se de um polimero
sintético, degradado no organismo em fracfes menores mais facilmente
excretados ou em metabdlitos que sdo naturais ao organismo.

A PCL é obtida a partir da abertura do anel do mondémero ciclico e-
caprolactona e a polimerizacdo do mesmo. Para catalisar esta reagao sao
utilizados catalisadores como octoato estanoso e para controlar a massa
molecular do produto final utiliza-se alcodis de baixa massa
molecular.(OKADA, 2002)

© )
-1 0-CH5CH3CH5CH5CH5C
@) n

(a) (b)

Figura 6. a) Monbémero e-caprolactona; b) Polimero Poli (e-

caprolactona) Fonte: Kim, 2005.

A PCL é um polimero semicristalino, cujo ponto de fusédo varia entre
59 e 64°C e a massa molecular entre 3.000 e 80.000 g/mol. A solubilidade
em temperatura ambiente deste composto é alta em substancias como
cloroformio, diclorometano e tetracloreto de carbono. Por outro lado,

possui baixa solubilidade em acetona e acetonitrila e € insoliuvel em
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alcool, éter de petroleo e éter etilico (CHANDRA; RUSTGI, 1998), sendo
também apontado na literatura como insoltvel em hexano (ALBINI, 2012).

1.2.2 Nanotecnologia na industria cosmetica

As constantes inovagfes tecnologicas mundiais inseridas no século
XXI atingem os mais variados campos de atuacao, constituindo elementos
fundamentais, por exemplo, da evolu¢cdo no setor de cosméticos. Nesse
ambito, a nanotecnologia — ja bastante evidenciada nos setores de
equipamentos eletrédnicos, emerge como uma tendéncia notavel, geradora
de custos financeiros e de recursos humanos da indlstria especializada.
Atualmente, paises como Estados Unidos e Japdo sao referéncia de
investimento no setor de nanotecnologia, enquanto paises como RUssia,
China, india e Brasil vém gradativamente incrementando a sua parcela de
contribuicdo no incentivo a esse ramo. (BARIL, 2012)

Em 1995, a empresa L'Oréal®, em sua divisdo de luxo Lancéme,
inseriu no mercado internacional um produto indicado para o rosto
contendo nanocapsulas de vitamina E pura, com o objetivo de combater o
envelhecimento cutaneo. A empresa tornou-se pioneira no ambito de
cosméticos com base nanotecnoldgica, seguida por outras como Christian
Dior, Anna Pegova, Procter & Gamble, Revlon, Garnier e Johnsons &
Johnsons que investiram no langamento de produtos com essa tecnologia
(GUTERRES et al, 2005; BARIL, 2012).

A nivel nacional, a primeira empresa a inserir no mercado produtos
baseados na nanotecnologia foi O Boticario. O produto inicial foi o
Nanoserum, um creme para a regido dos olhos, testa e contorno labial
com propriedades anti-sinais, sendo posteriomente lancados VitActive
Nanopeeling Renovador Microdermoabrasdo, Liftserum Anti-Sinais e o
Sistema Avancado Anti-Sinais 65+. Também no Brasil, a empresa Natura
langcou no mercado um produto hidratante para o corpo, Brumas de Leite,
o qual possui em sua composicao particulas de diametros proximos a
150nm.

A nanotecnologia na indastria cosmética tem sido aplicada

predominantemente em produtos com propriedade antienvelhecimento e
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fotoprotetora, principalmente por sua capacidade de penetrar em camadas
mais internas da pele (ALVAREZ-ROMAN et al, 2004; BARIL, 2012).

A penetracdo cutanea esta diretamente relacionada ao diametro da
particula veiculada em uma preparacdo. Na porcdo mais externa e exposta
da epiderme, a derme permite a absor¢cdo de particulas de até 2 mm; nas
camadas basal, espinhosa e granulosa, 150 um; e a camada cOrnea, 15
um (BRASSEUR et al, 1991).

Outros pontos de extrema relevancia e atratividade para a industria
nanotecnoldégica aplicada a &rea cosmética sdo a possibilidade de
protecdo dos ingredientes no que diz respeito a degradacao, seja ela de
origem quimica ou enzimatica, a previsibilidade da liberacdo do
ingrediente veiculado e o aumento do tempo de contato do ativo com a
superficie alvo do mesmo (BARIL, 2012; KULKAMP et al, 2009;
SCHAFFAZICK, 2006).

A aplicacdo de oOleos e substancias antioxidantes em preparacdes
cosméticas estd condicionada a manutencdo da estabilidade desses
componentes, visto que ha& uma variedade de processos que podem
culminar na degradacdo dos mesmos. Uma das opc¢des disponiveis para
auxiliar na conservacdo dessas substancias ¢€é a utilizacdo de
nanocapsulas, um dos tipos de nanoparticulas aplicado para encapsulacéo
de substancias oleosas (KULKAMP et al, 2009).

1.2.3. Caracteristicas fisico-quimicas das nanocapsulas

Para a avaliacdo fisico-quimica das nanocapsulas sao utilizados
parametros como: tamanho da particula (determinacdo do diametro médio)
e indice de polidispersdo, distribuicdo do potencial zeta, pH da
suspensao, eficiéncia de encapsulamento, entre outros.

A avaliacdo destas variaveis permite estimar o comportamento das
particulas em uma formulacdo, demonstrando, por exemplo, sua tendéncia
a agregacao, sua capacidade de atravessar membranas bioldgicas, sua
estabilidade durante o processo de armazenamento e sua decomposicao

em funcédo do tempo e/ou condi¢cdo de estocagem.
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Os materiais utilizados na producdo de nanocépsulas interferem
diretamente nas caracteristicas finais dessas particulas. O polimero
utilizado por influenciar na sua instabilidade quimica em funcédo de sua
degradacdo ou suas interacbes com o farmaco a ser carreado. A
concentracdo do principio ativo ou do 6leo em que ele serd diluido pode
influenciar no tamanho da particula, tornando-a mais ou menos apta a
difundir-se por membranas bioldgicas.

A determinacdo desses fatores é de suma importancia a qualidade
final das nanoparticulas e permite avaliar a estabilidade da suspenséo
produzida pela comparacdo dos valores obtidos ao inicio e ao final do

tempo de armazenamento.

1.2.3.1 Distribuicdo do tamanho

O diametro médio das nanoparticulas varia geralmente entre 100 e
500nm, a depender de fatores relativos aos materiais utilizados, bem
como a técnica de preparacéo.

O indice de polidispersdo indica o comportamento da distribuicéo
das particulas, sendo que valores elevados para este parametro
demonstram heterogeneidade nos diametros das particulas, enquanto
valores menores revelam uma faixa estreita de diametros. Variacdes neste
indice ao longo do tempo podem indicar a formacao de novas populacdes,
possivelmente oriundas de agregacdo ou degradacdo das particulas no
meio (SOUZA, 2012). Os valores de PDI mais comumente relatados na
literatura e considerados satisfatérios para nanocapsulas poliméricas
encontram-se em torno de 0,3 (KULKAMP et al, 2009).

1.2.3.2 Potencial Zeta

A determinacdo do potencial zeta indica o potencial elétrico da
superficie das nanocapsulas. Seus valores sao influenciados pelas
reacdes sofridas nos grupos funcionais do meio dispersante e/ou dos

componentes das particulas, como os polimeros ou os tensoativos.
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A relacédo entre o potencial zeta e a estabilidade da suspenséo de
nanocapsulas é diretamente proporcional, pois quanto maiores os valores
observados para este parametro maior sera a repulsdo entre as particulas
e menor a tendéncia a agregacao (SCHAFFAZICK, 2003; SONVICO,
2006).

A carga da nanocapsula sera fortemente influenciada pelo tipo de
grupamentos funcionais presentes no polimero. A utilizacdo do polimero
poli(e-caprolactona) é relacionada na literatura a valores negativos de
potencial zeta. Tal caracteristica esti relacionada a composicdo e ao
comportamento dos grupamentos na interface entre o polimero e o agente
de revestimento externo, visto que a estabilizacdo da particula é obtida a
partir de impedimento estérico (JAGER et al, 2009; KULKAMP et al, 2009;

FALQUEIRO, 2011).

1.2.3.3 Teor de encapsulacéao

A determinacdo da eficiéncia de encapsulamento diz respeito a
medicdo do teor do farmaco inserido nas nanocapsulas. Para esse calculo
€ necessario avaliar a quantidade do farmaco total e subtrair a
concentracao obtida na fracao livre.

As amostras devem ser previamente tratadas para que possa ser
determinado o teor de encapsulacdo. O tratamento mais bésico consiste
em técnicas de separacao, a fim de possibilitar o doseamento do farmaco
no sobrenadante, apds a separacédo, e na fracado total, apés o rompimento
das nanocapsulas por utilizacdo de um solvente.

Um dos meétodos de separacao e a técnica de
ultrafiltracdo/ultracentrifugacdo, onde o farmaco livre & quantificado no
sobrenadante apo6s a centrifugacdo e a total ap6és a completa dissolucéo
das nanocapsulas em solvente adequado (FALQUEIRO, 2011).

A eficiéncia de encapsulacdo pode ser influenciada pelas
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e/ou dos componentes das
nanocapsulas, pH da suspensdo, solubilidade/quantidade de farmaco e

também pela propria técnica de obtencdo no que diz respeito & ordem de
adicdo dos componentes (GOVENDER et al, 1999).
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Os valores encontrados na literatura para a eficiéncia de
encapsulamento variam de acordo com o farmaco a ser encapsulado, o
método de obtencdo e os componentes utilizados, como 64,9% para o
farmaco selol (FALQUEIRO, 2011), 77 a 90% para o acido lipoico
(KULKAMP, 2009), 89,4 a 94,3% para a atrazina (SOUZA, 2012) e de 60 a
66,8% para etionamida (LOPES et al, 2000).

1.2.3.4 Estudo de estabilidade

A estabilidade da suspensao de nanocapsulas poliméricas tem como
interferente principal o processo de sedimentacdo. Concomitante a este
fator, estd a possibilidade de decomposi¢cdo quimica dos componentes
utilizados para a preparacédo, principalmente relacionada ao farmaco e/ou
ao polimero.

Os parametros mais frequentemente utilizados para a caracterizacao
fisico quimica das nanocapsulas compdem o estudo de estabilidade das
mesmas, o qual avalia por um determinado periodo de tempo o
comportamento da suspensdo sob condicdes especificas de
armazenagem. Desta forma, sdo avaliados itens como distribuicdo das
particulas (diametro e indice de polidispersao), potencial zeta, pH, o teor
do farmaco e analise morfolégica (MAGENHEIM & BENITA, 1991;
MULLER-GOYMANN, 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003).

JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo fisico-quimica do Oleo de baru evidencia um
elevado grau de instauracdo devido a presenca majoritaria dos acidos
graxos oleico e linoleico. A utilizacdo de tais componentes em
formulacdes cutdneas confere as mesmas a propriedade umectante,
favorecendo a manutencédo da umidade da pele.

A nanoencapsulacdo pode atuar como uma ferramenta eficaz para
proteger principios ativos de processos de degradacdo, como a oxidacao.

Além disso, a utilizacdo dessa técnica em formulacbes cutédneas tem
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significativas melhoras no processo de absor¢cdo, além de evitar a
toxicidade por tempo excessivo de contato com a pele.

Na area cosmética, o aspecto sensorial das formulacdes tem
impacto direto na sua valorizagcdo comercial. Por esta razao, a tecnologia
tem sido empregada nesse campo objetivando a obtencdo de produtos
com melhor aceitabilidade pelo publico.

Diante do exposto, a ideia de nanoencapsular o 6leo de baru se da
em funcdo das caracteristicas desse produto e dos beneficios atribuidos a
utilizacdo de nanocapsulas para veicular o mesmo, dentre os quais se
destacam a prevencdo de processos de oxidacdo, uma possivel melhora
no perfil de absorcdo e uma melhora no aspecto sensorial da formulacéo
contendo nanocapsulas quando comparada a uma formulacdo com a
utilizacdo direta do Oleo. Outro item de extrema relevancia para a
execucdo desse projeto é a utilizacdo de uma espécie do cerrado como
matéria-prima de um produto cosmético, visando a viabilidade do

abastecimento para a producéao e a valorizacdo deste bioma.

OBJETIVOS

1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver nanocapsulas contendo 6leo de baru (Dipteryx alata
Vog) e caracteriza-las.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a nanoestruturacdo do Oleo de baru (Dipteryx alata Vog)
por meio de uma suspensao de nanocapsulas poliméricas.

Realizar a caracterizagcdo da suspensdo de nanocapsulas segundo
os parametros: distribuicdo do tamanho das nanocapsulas, potencial zeta,
pH e eficiéncia de encapsulamento.

Realizar a avaliacdo da estabilidade do 6leo nanoestruturado.
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METODOLOGIA

1 MATERIAIS

O &cido oléico foi adquirido na Sigma-Aldrich® (EUA),
monoestearato de sorbitano (Span 60) e o polissorbato 80 (Tween 80)
foram obtidos da Delaware (Porto Alegre, Brasil), Poli (E-caprolactona) -
PM 60.000 Daltons foi obtido da Aldrich (Estrasburgo, Franca), Miglyol
810 (uma mistura de triglicerideos dos &cidos caprico/caprilico) foi
adquirido da Brasquim (Porto Alegre, Brasil).

Os solventes utilizados na Cromatografia Gasosa (CG) foram de
grau CG. As demais substancias quimicas usadas foram de grau analitico.
Agua deionizada foi utilizada para todos os experimentos (Deionizador
Elga, Brasil).

Os equipamentos usados na preparacdo e caracterizacdo das
nanocéapsulas foram: rotavapor (Heidolph), Zetasizer Nano (Malvern),
cromatégrafo a gas GC-2010 (SHIMADZzU), e phametro PG 1800
(GEHAKA)

2 METODOS

2.1 OBTENCAO DO OLEO DE BARU

O O6leo obtido para a preparacdo das nanocapsulas de baru foi
produzido por prensagem a frio, e adquirido pela empresa TERRA FLOR.
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Figura 7 - Oleo vegetal de baru, prensado a frio, utilizado para a
obtencdo das nanocapsulas de baru. Fonte: BELEZA DO CAMPO, 2014.

2.2 PREPARACAO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS

As nanocapsulas contendo o6leo de baru (NB) foram
preparadas pelo do método de precipitacdo de polimero pré-formado
(ESPUELAS et al, 1997) o qual consiste na adicdo, sob agitacdo, da fase

organica sobre a fase aquosa, conforme demonstrado na Figura 8.

Reducdo do volume final por

Fasg | Polie-caprolactona) + d
omcical| acetona + span 60 + evaporagdo do solvente e
mygliol + dleo de baru Nanocipsulas excesso de agua
formadas

T | | I
Agua destilada + ‘ e d »
FASE| Ppolissorbato 80 sl
AQuosasl (tensoativo) . i .
- Precipitacdo do polimero kb s

A A Rotaevaporagio

Figura 8 — Obtencdo das Nanocapsulas pelo método de polimero

pré-formado. Fonte: Préprio autor.

O sistema foi mantido sob aquecimento e agitacdo em chapa

aquecedora magneética, com temperatura controlada mantida abaixo de
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45°C, por cerca de 30 minutos. As nanocépsulas formadas foram entao
evaporadas em rotavapor Heidolph®, a pressdo de 40 mbar, rotacdo de
210 rpm e temperatura de 45°C até o volume final de aproximadamente 10
mL, ajustado em baldo volumétrico (CORREA, et al, 1989). Para a
avaliacdo da influéncia do 6leo de Baru nas nanocapsulas poliméricas
foram preparadas nanocapsulas controle (NC), pela mesma metodologia
excluindo apenas o 6leo de Baru da fase organica. Todas as suspensdes

preparadas foram realizadas em triplicata.

2.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS

2.3.1 Analise macroscopica

Foram analisadas caracteristicas como aparéncia, odor, cor,
presenca ou auséncia de precipitados e/ou separacdo de fases. Para tal,
as suspensbes foram acondicionadas em frasco transparentes e

analisadas sob luz natural.

2.3.2 Distribui¢cao do tamanho

O diametro das nanoparticulas em suspensédo foi determinado apés
a preparacao das mesmas, por diluicdo 5uL de cada amostra em 10 mL de
agua purificada (1:500), sendo o volume final acertado em balado
volumétrico de igual capacidade. Em seguida, aproximadamente 1mL da
solucao diluida recém preparada foi colocado em uma cubeta especifica e
foi procedida a analise. Para tal determinacdo foi utilizado o equipamento
ZetaSizer® Nano (Malvern) pelo método de espalhamento de luz dindmica
observada em angulo de 90° em dispositivos de poliestireno. Além da
determinacdo do didmetro, esse teste permitiu a avaliacdo do indice de
polidispersdo. As medidas foram realizadas em triplicata e logo apés a

preparacdo das nanocapsulas.
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2.3.3 Determinacé&o do potencial zeta

O potencial zeta das amostras foi determinado apés a diluicdo de
5uL de cada amostra em 10 mL de agua purificada, medida em baléo
volumétrico com essa capacidade. Foi pipetado aproximadamente 1mL da
solugcdo supracitada em células capilares fechadas, as quais foram
submetidas a leitura em equipamento ZetaSizer® Nano (Malvern). A
analise foi realizada em triplicata, sucessivamente a analise do tamanho

de particula realizada no mesmo aparelho.

2.3.4 Analise de pH

O pH das suspensdes contendo tanto nanocapsulas controle quanto
com Oleo de Baru foi determinado por meio de pHmetro (potenciémetro)
devidamente calibrado nos valores de pH 4 e 7 com as respectivas

solucdes tampéo.

2.3.5 Eficiéncia de encapsulamento

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulamento do 6leo foi
utilizada cromatografia em fase gasosa onde foi analisada a concentragcéao
do acido oleico — marcador selecionado para a determinacéo.

Previamente a essa analise, foi realizada a extracdo e metilacdo do
O0leo das suspensdes. O primeiro valor de referéncia corresponde a
concentracao total (CT) do 6leo contido na formulacéo, e foi obtido apds a
lise das nanocapsulas (1mL da suspensdo) pela adicdo de 4 mL de
acetonitrila. A suspensao obtida foi entdo filtrada com filtro de 45 pm e
lavada com 5 mL de hexano. O processo para obtencdo da concentragcéo

total esta representado na Figura 9.



28

Lise
(acetonitrila) @ ’ Tempo de
retengao
\ 4 A
v

Hexano

BF3/metanol

Curva de
calibracao

70°C/ 12 min

2

Concentracao
Total

} Metilagao

(evap.)

Figura 9 — Processos realizados para o calculo da concentracdo

total. Fonte: Proprio autor.

O segundo valor avaliado foi referente a concentracao livre (CL) de
oleo, equivalente ao teor ndo encapsulado. Para sua determinacdo, 1 mL
da suspensdo foi centrifugado por 10 minutos a 4.500 rpm. O
sobrenadante foi retirado e tratado com 5 mL de hexano, sendo esse
solvente posteriormente evaporado a 50°C. Este procedimento esta

demonstrado na Figura 10.
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Figura 10 — Processos realizados para o calculo da concentracédo

livre. Fonte: Préprio autor.

Para a metilagcdo, foram adicionados ao Oleo residual dos dois
processos supracitados 100 pL de solucdo KOH 1M em etanol, sendo essa
adicdo seguida pela agitacdo em vortex por 10 segundos e aquecimento
em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Resfriada, a solugcdo formada
recebeu 400 puL de HCI 20% e aproximadamente 20 mg de NacCl , além de
60 pl de acetato de etila. Apos agitada em vortex por 10 segundos e
mantida em repouso por 5 minutos, uma aliquota da fase orgéanica (300
puL) foi coletada e evaporada em banho-maria. Os acidos graxos livres
liberados ap6s essas reacdes receberam 100 puL de BFs/metanol (14%) e a
solucdo obtida foi mantida por 12 minutos em banho-maria a 80°C. Apéds
esse processo, as amotras foram diluidas em 900 pL de metanol e
analisadas por cromatografia gasosa (CHRISTIE, 1989)

A analise foi realizada em cromatégrafo a gas GC-2010 (Shimadzu)

com detector por ionizacdo de chamas (DIC/FID). A coluna utilizada foi
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RESTEK RTX — 5 MS30m x 0,25um com gradiente de temperatura: 150°C
no tempo 0 min, 7°C/min até 250°C; injetor (split de 1/50) e detector a
250°C. O gas de arraste utilizado foi o Hélio (ImL/min) e volume de
injecdo de 1 puL.

A construcdo da curva de calibracao foi feita a partir do padrao de
acido oleico (Sigma-Aldrich). A metilagcdo do acido oleico foi realizada a
partir da adicdo de 1ml de BFs/metanol a 1mg do padrédo, sob aquecimento
em banho-maria a 70°C por 12 minutos. As diluicbes foram feitas em
metanol a fim de obter as seguintes concentra¢gdes: 3 pug/mL, 7 pg/mL, 15
pg/mL, 35 pg/mL, 75 pg/mL e 150 pg/mL. As solugbes foram
acondicionadas em vials, sob temperatura de -20° C até a realizacdo da
analise cromatografica.

A gquantificacdo se deu pela comparacédo do tempo de retencdo com
padrdes e pelo calculo da area sobre o pico indicado no cromatograma. O
percentual de encapsulacao foi determinado a partir da razao entre a dife-
renca da concentracdo total de acido oleico na amostra e a concentragcéo
de &cido oleico livre, dividido pela concentracdo total, multiplicada por 100
(KULKAMP et al, 2009).

Equacéao 1- Eficiéncia de encapsulamento

EE (%) = (CT — CL) x 100
CT

2.3 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Para a realizacdo do estudo de estabilidade das nanocapsulas
poliméricas contendo Oleo de baru em comparacdo as nanocapsulas
brancas foram analisados os parametros fisicos de tamanho e distribuicdo
de particulas, pH e potencial zeta nos tempos 1, 7, 15 e 30 dias. As
metodologias aplicadas para as andalises foram idénticas as descritas

anteriormente para a andalise desses parametros. As condicdes de
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armazenamento das suspensdes de nanocapsulas foram: temperatura

ambiente (25°C) e protecdo contra a luz por envoltorio opaco.
2.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores obtidos nos experimentos foram analisados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) ou test “’

considerando o nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS
1.1 ANALISE MACROSCOPICA

A andlise macroscopica da suspensdo de nanocapsulas contendo
O6leo de baru permitiu a visualizacdo do aspecto leitoso, inodoro, sem
visualizacdo de precipitacdo. As mesmas caracteristicas foram observadas
para as nanocapsulas controle.

Em comparagcdo aos relatos encontrados na literatura, as
nanocapsulas apresentaram caracteristicas macroscépicas dentro da
normalidade (LARA, 2009; SCHAFFAZICK et al, 2006; KULKAMP et al,
2009).

1.2 DISTRIBUICAO DE TAMANHO

Os resultados obtidos apés o preparo das nanocapsulas
demonstraram um aumento do diametro apds a incorporacdao do 6leo — o
que condiz com as expectativas iniciais relacionadas a adicdo desse
componente ao nucleo oleoso, conduzindo a expansédo do diametro inicial.

As nanocapsulas controle apresentaram diametro médio de 343,3 £
5,1 nm, enquanto que o diametro médio das nanocapsulas contendo oOleo

de baru foi 396,3 = 37,7, resultados semelhantes aos obtidos por outros
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autores (DOMINGUES, 2008; KULKAMP et al, 2009). Além disso, os
variados métodos de preparacdo de nanocapsulas dao origem a particulas
geralmente com diametros de 100 a 500 nm (QUINTANAR-GUERRERO et
al, 1996).

As diferencas observadas no didmetro das particulas estdo
relacionadas, dentre outras variaveis, a natureza do Oleo
nanoencapsulado, viscosidade, hidrofobicidade ou tensdo superficial dos
materiais utilizados no preparo das nanocapsulas (SCHAFFAZICK et al,
2003).

O indice de polidispersdao (PDI) demonstra a amplitude de
distribuicdo do tamanho das nanocapsulas formadas, sendo esse
parametro determinante da homogeneidade da suspensédo. Os valores de
Pdl observados para as nanocapsulas contendo 6leo de Baru foram
préximos a 0,3, sendo esse resultado avaliado como baixo em trabalho
com metodologia semelhante a proposta, o que reflete um comportamento
unimodal do sistema (KULKAMP et al, 2009).

1.3 POTENCIAL ZETA

A determinacdo do potencial zeta reflete a carga superficial das
particulas, o que permite a associacdo deste parametro com a
estabilidade da suspensdao (MAGENHEIM & BENITA, 1991). A carga
superficial é influenciada diretamente pela relacdo entre os componentes
do polimero que reveste a nanocapsula e o meio dispersante, que pode
ser dada tanto pela dissociacdo de alguns grupamentos quanto pela
adsorcao de outros.

Grandes forcas repulsivas estdo diretamente relacionadas a
prevencdo da aglomeracdo das particulas, caracterizando dispersdo e
estabilidade adequadas a preparacado. Diante disso, o potencial médio das
nanocapsulas preenchidas com 6leo de baru - 33,6 + 0,9 mV caracteriza
um bom resultado para esse parametro considerando o valor médio de pH
obtido, em concordancia com valores negativos descritos em outros
trabalhos envolvendo a nanoencapsulagcdo, como KULKAMP et al (2009)

gue encontraram valores entre -7,42 £ 0,38 e -9,06 £ 0,27 variando em
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funcdo do aumento do ativo veiculado, e CALVO et al (1996) que
obtiveram potencial zeta em nanocapsulas de -41,94 mV. Os valores
negativos para o potencial zeta de nanocapsulas descritos anteriormente
por outros autores tem associacdo direta com a utilizacdo da poli (e-
caprolactona) como polimero (KULKAMP et al, 2009; CALVO, 1996).

1.4 ANALISE DE PH

Os valores de pH observados para as nanocapsulas com 6leo foram
semelhantes aqueles apresentados pelas nanocapsulas brancas,
demonstrando que a adicdo do 6leo de Baru nao influenciou esse
parametro. Resultados como os apresentados (NC 5,56 + 0,04 e NB 5,53 *
0,06), apesar de indicarem leve acidez das suspensfes, estdo de acordo
com outros estudos de metodologia semelhante (OBACH, E.S., 2002;
RAFFIN, 2003), além de adequados para a aplicacdo tépica, visto que o
pH cutaneo varia entre 4,6 e 5,8 (LEONARDI, GASPAR & CAMPOS,
2002).

1.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A quantificacdo da taxa de associacdao do 6leo de Baru foi realizada
pelo doseamento do acido oleico por cromatografia gasosa, por meio da
determinacdo da concentracdo desse padrdo no sobrenadante das
nanocapsulas e concentracdo total no interior destas, calculada apés o
rompimento das mesmas.

A Figura 8 representa a curva de calibragcdo, realizada a partir de
diferentes concentracdes do padrdo de acido oleico (Tabela 2), com o

valor de r?2 e a equacéao da reta.
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Figura 8 — Curva de calibracdo do padrédo de acido oleico.

Tabela 2 - Diluicdes do padrdo de acido oleico para a construcdo da
curva de calibracao

Concentracédo (ng/mL) Area sob o pico
3 0

7 40036

15 122395

35 327502

75 1126999

150 3644974

A partir dos resultados observados com a construgdo da curva, € possivel
afirmar a existéncia de uma boa correlacéo entre os pontos, indicando que 96,26%
da variacdo observada nos dados do eixo das ordenadas (y) € explicada pelas
variacbes do eixo das abscissas (x). Tais informacdes corroboram a ideia de

linearidade na curva construida dentro das concentracdes avaliadas.
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O tempo de retencdo do padrdo ficou entre 10,9 e 11,0 minutos, como €&
possivel observar na Figura 9.

(%1,000,000}) Max Intensity : 1,681,774
Time 10978 Scan¥ 838 Inten 358,476
1.5+
1.0+
0.5
0 T T T T T T T T T T T T T
1075 10.80 10.85 10.80 10.85 11.00 11.05 1110 1115 11.20 11.25 11.30 1135

Figura 9 — Tempo de retencédo do padrdo de acido oleico

A segunda determinacdo foi a do acido oleico no 6leo de baru, a
qual foi determinada pela presenca do pico no intervalo esperado.
Utilizando a equacédo da reta proposta pela curva de calibragcdo, estima-se
que a concentracdo de acido oleico no 6leo de Baru variou entre 64,49 e
103,84 pg/ml.

(x1,000,000) Max Intensity : 1,078,840
Time 10779 Scan#¥ 814 Inten 1,112,581
1.00+

0.75+

0.25+

10700 10725 10750 10775 10.800 10.825 10850 10875 10800 10525 10830 10675 11000 11025 11050 11.075 11100 11.125

Figura 10 — Determinacao do acido oleico no 6leo de Baru

A concentracdo total de acido oleico contida na suspensdo de
nanocapsulas de Baru foi determinada a partir do pico demonstrado na

Figura 11, o qual evidenciou uma concentracdo de 21,96 pg/mL de
suspensao.
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Figura 11 - Determinacdo do acido oleico na suspensdo de

nanocapsulas de baru

Para possibilitar o calculo da taxa de associacado, a concentracao de
acido oleico no sobrenadante foi também determinada, conforme exposto
na Figura 12. Diante do pico observado, estima-se que a concentra¢cao no

sobrenadante corresponda a 14,05 pg/mL.

(x100,000) Max Intensity : 383,260
Time 10.888 Scan¥ 828 Inten. 115,335]

10.b25 10,850 10578 10500 10528 10550 10575 11.000 11028 11.050 11078 1100 11728

Figura 12 - Determinacdo de &cido oleico no sobrenadante da

suspensdo de nanocapsulas

Com base nos dados expostos, o célculo da taxa de associacao
pode ser realizado a partir da Equacgéao 1:

EE (%): (CT — CL) x 100
CT
Onde:
EE: eficiéncia de encapsulacao

CT: concentracdo total de acido oleico na suspenséao

CL: concentracgéo livre de acido oleico no sobrenadante.

Aplicando os resultados encontrados na equacao descrita acima, a

taxa de associacéo foi de 36,02%.
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O resultado apresentado difere de muitos na literatura, como
FALQUEIRO (2011), que obteve uma eficiéncia de encapsulamento de
64,9% * 7,85, KULKAMP (2009), 77, 79 e 90% de taxa de associa¢do em
funcdo do acréscimo da concentracdo do ativo utilizado e SOUZA (2012),
91,5% + 3,2 de eficiéncia de encapsulamento na nanoencapsulacdo do
herbicida atrazina, todavia estes utilizaram metodologias de doseamento
diferentes, as quais nado necessitaram de processos prévios, como a

metilacao.
2 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Na avaliacdo da estabilidade do sistema, foram avaliados os
parametros fisico-quimicos utilizados na caracterizagcdo das nanocéapsulas
poliméricas. No que se refere ao aspecto macroscopico, apos 30 dias de
armazenamento ao abrigo da luz e sob temperatura de 25 £+ 1 °C a
suspensdo manteve-se opaca, inodora e sem sedimentacdo aparente.

O estudo de estabilidade da suspensao de nanocapsulas poliméricas
contendo 6leo de baru (NB) ou as nanocapsulas controle (NC) foi baseado
na determinacdo do tamanho e distribuicdo das particulas, potencial zeta
e pH durante os tempos 1, 7, 15 e 30 dias para verificar a influéncia do
armazenamento a 25° C na estabilidade das preparacfes, conforme

demonstrado nas Figuras 13 e 14 e nas Tabelas 3 e 4.
E —
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Figura 13- pH das suspensdes de nanocépsulas controle (NC) e das

nanocapsulas contendo 6leo de baru (NB) em 30 dias de armazenamento

Os valores de pH mantiveram-se ao longo do tempo dentro da faixa
de variacdo desejavel para utilizacdo cosmética (uso tdpico)
(PEYREFITTE, et al, 1998). Nas nanocapsulas controle houve uma
variacdo significativa (p<0,05) de 0,41 ao longo do periodo de
armazenamento, enquanto que nas nanocapsulas contendo 6leo de baru o

pH foi mantido sem variacao significativa (p>0,05).

< 300 -
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Figura 14 — Variacdo de diametro das nanocapsulas controle (NC) e das
nanocapsulas contendo O6leo de baru (NB) durante 30 dias de

armazenamento

A analise do tamanho das particulas revelou que ndo houve variacéao
significativa entre os grupos (p>0,05) no diametro das nanocapsulas
contendo oOleo de baru, bem como nas nanocapsulas controle.

ApOs analise estatistica baseada no teste t, constatou-se que o
tamanho das particulas, de modo geral, foi reduzido, sendo que aquelas
contendo Oleo de baru mostraram uma reducdo mais acentuada quando

comparadas as brancas. A reducao observada pode ocorrer em funcédo de
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alguns fenémenos, tais como ejecdo do Oleo, aumento na interacdo do
nucleo oleoso com os grupamentos do polimero ou decomposi¢cdo das
nanoparticulas.

Tal comportamento de reducdo no diametro médio € contrario ao
encontrado na literatura, uma vez que 0S autores relatam um aumento
nesse parametro, muitas vezes em funcdo da agregacdo das particulas,
acompanhado de um aumento no indice de polidispersdo, demonstrando
gue o sistema passa a adotar um comportamento polimodal, isto é, um
perfil heterogéneo de disposicdo no meio em funcdo das novas
populacdes de diametros distintos.

Possiveis causas para a contracdo no diametro meédio sdo as
interacdes dos grupamentos do polimero com constituintes do 6leo e
também a degradacdo da matriz polimérica, sendo a segunda alternativa
pouco provavel em funcdo da manutencdo do valor de pH, o qual seria
afetado por tal decomposicéo.

Outra hipotese para a reducdo no tamanho é a ejecdo do 6leo do
interior das nanocapsulas, a qual podera ser comprovada ou descartada
em estudos posteriores pela realizacédo da eficiéncia de encapsulagédo ao
final do tempo de armazenamento.

Conforme observado na tabela 3, os valores do indice de
polidispersdo se mantiveram estatisticamente ao longo do tempo de

armazenamento.

Tabela 3 — Variacdo no indice de Polidispersdo (PDI) das nanocapsulas

controle (NC) e contendo Oleo de baru (NB) durante 30 dias de

armazenamento.
Tempo (dias) NC NB
1 dia 0,300 £ 0,03* 0,351+0,02*
7 dias 0,321 + 0,09* 0,323+0,01*
15 dias 0,256 £ 0,01* 0,296+0,06*
30 dias 0,263 + 0,02* 0,231+0,05*

* Valor correspondente a média de 3 analises
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Conforme observado nos valores de diametro médio, o indice de
polidispersdo corrobora a hipétese de manutencdo no perfil de distribuicdo
das nanocapsulas e do comportamento unimodal ao longo dos 30 dias de
armazenamento. Os valores abaixo de 0,3 sdo caracterizados como
satisfatérios e demonstram que a populacdo de nanocapsulas da
suspensédo possui tamanhos semelhantes.

A auséncia de variacdo no indice de polidispersdao (p>0,05)
demonstra uma elevada estabilidade do sistema, uma vez que a
variabilidade neste parametro ocorre geralmente por
agregracdo/degradacdo das nanocapsulas poliméricas.

O potencial zeta manteve-se em valores negativos conforme
observado na tabela 4, o que caracteriza uma boa estabilidade a
suspensdo, uma vez que forcas repulsivas previnem a agregacao e

consequente precipitacdo das nanoparticulas (SCHAFFAZICK, 2003).

Tabela 4- Variacdo do Potencial Zeta das NC e NB durante 30 dias de

armazenamento
Tempo (dias) NC NB
1 dia -29,93 = 2,22* -33,65 + 0,91~
7 dias -34,33 £ 0,58* -33,51 + 1,01~
15 dias -32,66 + 3,43* -34,01 + 3,58*
30 dias -37,12 + 0,85* -33,30 + 4,22*

* Valor correspondente a média de 3 andlises sob pH 5,32 £ 1,04 (média
de pH das NC e das NB durante o tempo de armazenamento); unidade de

medida: milivolts (mV).
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CONCLUSAO

A nanoestruturacdo de 6leo de baru (Dipteryx alata Vog.) com
a utilizacdo de nanocapsulas poliméricas obtidas pelo método
de deposicdo de polimeros pré-formados foi adequada para a
obtencdo de nanocépsulas contendo 1mg/ml do éleo.

A caracterizacdo da suspensdo de nanocapsulas realizada
demonstrou que a mesma apresentou-se estavel (potencial
zeta - 33,6 £ 0,9 mV, diametro 396,3 * 37,7 nm, indice de
polidispersdo 0,351+0,02) e compativel a aplicacado tépica (pH
5,53+0,06, mantido durante 30 dias de armazenamento).

Durante o estudo de estabilidade foi possivel observar que a
suspensdo de nanocapsulas contendo O6leo de baru se
manteve estdvel durante o periodo analisado sob as condi¢cdes
propostas (temperatura ambiente e acondicionamento em
frasco opaco), parametro este avaliado pela anélise de pH,

diametro, Pdl e potencial zeta.
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