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1. Introducéo

O resveratrol (3,5,4’—triidroxi-estilbeno) é um polifenol que desempenha diversas funcdes
bioldgicas no organismo humano com sua agdo antioxidante, anti-inflamatoria, antiflngica,
retardamento de envelhecimento, como também, acdo anticarcinogénica em diversos
estagios da evolucdo da doenca. Esse composto polifenélico que pode ser encontrado em
mais de 70 espécies de plantas, e apresenta-se em alimentos da dieta humana, principalmente,
uvas e vinhos tintos,oferece essas caracteristicas tdo admiradas devido acao do seu isdmero
mais ativo, trans-resveratrol que através da luz UV, converte-se em seu enantidmero menos
ativos, cis-resveratrol.Devido a tantas acGes benéficas a promocéo e prevencdo da satde,que
desde 1997, depois da publicacdo de Jang e colaboradores, que demostrou o isbmero trans-
resveratrol com acgdo quimiopreventiva, que deu-se impulso aos crescentesestudos
relacionados as propriedades do resveratrol, especialmente na sua forma encapsulada, de
maneira a obter-se um controle da conservagdo de suas caracteristicas e de sua liberagdo no
organismo(SOLEAS et al., 1997; BAUR; SINCLAIR, 2006).

A metodologia utilizada baseou-se natécnica apresentada por Fessi e colaboradores para
obtencdo da microparticula encapsulada sob agitacéo, utilizando-se um biopolimero (CAZO
et al, 2012) e secagem das amostras por liofilizagdo, para posteriormente realizar analises
que demostraram o0 seu grau de encapsulamento,homogeneidade, solubilidade e
degradacdo(BOSS et al, 2004; ARAUJO, 2011)

Este trabalho teve como objetivo realizar estudos de caracterizacdo de encapsulados de
resveratrol em matriz polimérica através de analises quimicas para demonstraro seu
comportamento comparando-o ao da materia-prima.
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O presente trabalho foi dividido em trés partes. Na primeira parte foi descrito todo o contetdo
relacionado as analises de forma a esclarecer do que se trata a pesquisa. A segunda parte
demonstra o passo a passo de toda metodologia utilizada para sua concretizacdo. E na tltima
parte foi apresentado todos os resultados e discutidos de forma a esclarecer eventuais
duvidas. O trabalho foi finalizado com a conclusao acerca de todo o contetdo explanado e a
iImportancia do estudo para a comunidade académica.

2. Referencial Teorico

2.1 Resveratrol

O resveratrol foi descoberto em 1940, isolado das raizes de Veratrum gradiflorum O.
Loes e, posteriormente, no ano de 1963, a partir de Polygonum cuspidatum, planta utilizada na
medicina tradicional chinesa e japonesa. Porém foi apenasna década de 90 quando o trans-
resveratrol foi identificado no vinho e com a publicacao de Jang e colaboradores demonstrando
que o resveratrol possui acdo quimiopreventiva ao cancer em multiplos estagios, que esse
polifenol ganhou um real destaque e cresceram exponencialmente estudos evidenciando sua
variedade de bioativos associados a promocdo a salde (SOLEAS et al., 1997;BAUR;
SINCLAIR, 2006).

A nomenclatura do resveratrol segundo a IUPAC (International Union of Pure
andApplied Chemistry) é 3,5,4’— triidroxi-estilbeno, com formula quimica Ci14H1203 € massa
molar de 228,25 g.mol-(L U et al, 2009). Em sua estrutura molecular estdo presentes dois anéis
aromaticos ligados por um grupo vinila, pertencente a classe dos polifendis estilbeno, nao-
flavonoides, e que apresenta duas isoformas provenientes da oxidacao na luz UV,isdmeros cis
e trans (figura 1). O isdbmero trans possui maior atividade bioldgica, se protegido da luz UV e
de pH elevado. Encontrado em mais de 70 espécies de plantas, o resveratrol € um composto
quimico que esta presente principalmente na casca da uva e sementes, vinho tinto, mas também
em oleoginosas(DORE,2005).
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A biossintese do resveratrol compreende a condensacao entre trés moléculas de malonil-CoA e

uma de 4-coumaroil-CoA através da catalisagdo da enzima resveratrol sintase, obtendo ainda
quatro moléculas de CO2(KING et al., 2006)(figura 2). Essasintese ocorre praticamente de
forma exclusiva na casca da uva, por estresse, radiacdes UV ou ataque de fungos, e por
isso,considerado uma fitoalexina, classe de antibitico das plantas(SOLAES,1997;
LANGEAKE et al.,1979;BAUR; SINCLAIR,2006)Diversos estudos vem comprovando as
propriedades  biologicas  antitumoral, anti-inflatoria, antiplaquetaria, antifungica,

neuroprotetora, analgésica e a mais conhecida, acao antioxidante( BAUR; SINCLAIR,2006).

Diversos fatores como origem geografica, luz solar, ataque de fungos e producéo e conservacado
do vinho provocam uma varia¢ao nos niveis de resveratrol nas uvas (SOLARES et al., 1997) e,
estudos mostraram que os vinhos brasileiros possuem umas das maiores concentracdes de
resveratrol do mundo, cerca de 2,57 mg/L, perdendo apenas para os franceses com 5,06
mg/Lacredita-se que pela umidade do clima gaiucho ha facilidade de agdo fungica,

desencadeando uma maior producgéo de resveratrol (SOUTO et al, 2001)

Diante de tantas propriedades benéficas aos seres humanos, o resveratrol vem sendo
utilizado como suplemento alimentar, em cosméticos e em diversos estudos bioldgicos e

quimicos estdo sendo desenvolvidos para determinar o0 seu comportamento.

2.2PCL

O PCL (Poli(e-caprolactona)) também conhecido como biopolimero linear da classe dos
poliésteres alifatico, com cristalinidade de 50%, portanto um semicristalino; hidrofobico e de
origem sintética que vem sendo bastante estudado devido a sua utilizagdo em sistema de
liberacdo controlada de farmacos (CHIELLINI; SOLARO, 1996; ALVES, 2008), por sua
ampla utilizacdo na area médica, como por exemplo, em préteses de tecido 6sseo, ficando
sujeito a degradacdo no organismo humano principalmente pelo ciclo de Krebs
(DOBRZANSKI et al, 2015) e também utilizado para producio de embalagens(BALKOSE
et al, 2014). A degradacdo por microrganismos depende da morfologia do polimero,
especialmente a cristalinidade (RIZZARELLIet al, 2004; GU, JD, 2003). No caso de
polimero semicristalinos como o PCL, o agente antimicrobiano encontra barreiras na

penetracdo dos cristais, limitando-se a fase amorfa. Apresenta uma temperatura na faixa de
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transicdo vitrea(Tg) de -60° C e um ponto de fusdo baixo, por volta de 60 ° C, com tempo de

degradacdo de cerca de 2 anos (LILI, 2007). O PCL utilizado neste trabalho tem massa
molecular média de 10.000 g/mol da Sigma Aldrich com formula molecular
(CeH1202)n.(figura 3).

Por apresentar ascaracteristicas de hidrofobicidade e cristalinidade, esse polimero possui
uma degradacéo bastante lenta, cerca de 2 a 3 anos(ALVES, 2008).Seu uso justifica-se por
ndo ser um produto toxico, ter elevada permeabilidade, ser biocompativel e biodegradavel,
ter alta resisténcia a hidrolise quimica e ser aquiral, portanto, impede que haja modificacdo
na configuracdo estrutural desse polimero (PITT,1990).Geralmente, o PCL vem sendo
sintetizado através de polimerizagdo de massa, em suspensdo ou em solucdo, utilizando um
iniciador organometalico na auséncia ou presenca de um co-iniciador que contém hidrogénio
ativo. A policaprolactona e seus copolimeros podem ser sintetizados por dois métodos
quimicos que, policondensacdo e polimerizacdo pela abertura do anel de ésteres ciclicos,
mais conhecido como ROP (Ring Opening Polymerization) para obtengdo de polimeros com
alta massa molecular (LILI, 2007; SANTOS, 2011; CASTRO, 2006). Esse biopolimero é

solivel em diversos solventes organicos.

2.3 Pluronic

O pluronic F 108 (Poly(ethylene glycol)-block-poly(propylene glycol)-block-
poly(ethylene glycol)) € um polimeros tribloco ndo-idnicos da familia dos poloxameroscom
férmula molecular geral HO (C2H40)a (C3H60)b (C2H40)a H. (SHENQY, 2005)(figura
4). Os poloxameros sdo um grupo de mais 30 agentes ativos sintetizados em elevadas
temperatura e pressdo, por adicdo de 6xido de propilcna e 6xido de etileno a propileno glicol
sob acdo de um catalizador alcalino. Este é neutralizado e o sal neutro resultante, geralmente,
fica detido no produto final (SCHMOLKA,1973). No ambito comercial, além de serem
conhecidos como pluronic, também sdo chamados de synperonics (CRODA, 2016) ou
kolliphor(BASF, 2012). Podem ser encontrados comercialmente na forma liquida, solida e

semi-solida e utilizados na industria farmacéutica como emulsionantes, agentes tensoativos,
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agentes molhantes e agentes de solubilizagdo. O surfactante promove de forma simples a

modificacdo de superficie e a estabilidade das nanoparticulas da matriz polimérica de PCL
(SHENOY, 2005).

2.4 Microencapsulagéo

As microparticulas sdo definidas como sistemas sélidos a base de polimeros (naturais,
semi-sintéticos ou sintéticos)ou outros materiais, biodegradavel ou ndo, com dimensfes
macrométricas, e que servem de transporte para substancias ou farmacos. (REIS,
2007;COUVREUR et al, 1995). As microparticulas sdo subdivida em dois tipos:
microesferas e microcapsulas. As microesferas correspondem a um sistema de matrizes em
que um farmaco ou substancia pode ser encapsulados no interior da microesfera, de forma
homogénea ou heterogénea, ou adsorvido a superficie da mesma. Diferente das microesferas,
as microcapsulas sdo sistemas vesiculares em que o farmaco, ou outro material a ser
encapsulado ficam restritos a um nucleo liquido ou so6lido limitado por um invélucro,
membrana polimérica,de maneira adsorvida ou suspensa, ou ainda aderido a superficie da
microcapsula (REIS, 2007).

2.5 Espectroscopia eletrénicana regido ultravioleta visivel UV-VIS

A andlise espectroscopica com ultravioleta visivel compreende transicdes de elétrons
provenientes de regides de baixa energia para outro mais energético. Nessa analise sdo
detectadas a intensidade da radiacdo promovida e absorvida € detestada pelo aparelho e esta
é calculada(CONCEICAO et al, 2014). Constituem meio de determinar parametros fisico-
quimicos, como velocidade das reacGes e constantes de equilibrio, de modo que absorve
radiacdo, medidas pds derivacdo quimica e acoplamento de variadas técnicas e processos,
como € o caso da cromatografia, eletroforese e analise de fluxo. A unidade de medida do
aparelho ultravioleta compreende uma faixa de comprimento de até 4000 nm
O espectro de absorcdo permite identificacdo de substancias, grupamentos quimicos e
comprimento de onda para a dosagem das substancias. A espectrofotometria é baseada na lei

de Lambert-Beer que calcula as medidas de absorcdo de radiacdo de amostras liquidas,
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solidas ou gasosas nas regides UV e de infravermelho do espectro eletromagnético, utilizando

base matematicas. Através de calculo consegue-se determinar o comportamento de solucGes
diluidas na concentracdo maxima de 0,001 molL-%, em que compreende a transmitancia,
fracdo da radiacdo incidente transmitida pela amostra, e a absorbancia, condicionada a
natureza do comprimento de onda e do material absorvente. Tem como unidades cm-! giL

ou cm't mol-! L para concentragdo em unidade de mol/L. (ROCHA, 2004).

2.8 Infravermelho

Aradiacéo infravermelha (IR) esta relacionada ao espectro eletromagnético da regido visivel
e das micro-ondas, e subdividas em IR-proximo, IR- médio e IR-distante, com frequéncia e
comprimento de onda proveniente de uma absor¢do dependente das massas relativas dos
atomos, da geometria e das constantes de forca das ligacdes dos atomos (SKOOG et al,
2009;SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). Aregidode maior interesse para analise organica
estd localizada entre 4000 e 400 cm1(SKOOG et al, 2009) e de 4000 a 670 cm-! para
Silverstein; Webster, 2000. No entanto, fica claro que os dois autores citados concordam que
a regido IR-médio é a de maior relevancia para estudos organicos instrumentais. Segundo
Silverstein; Webster, 2000, a regido do infravermelho préximo se enquadra entre 14.290 a
4000 cmL. Ja Skoog et al, 2009, diz que o nimero de ondas maximo se limita a 12.800 cm-
1 divergéncia que ocorre nas outras duas subdivisdes. No presente trabalho o ndmero de

ondas compreendeu valor minimo acima de 700 cm-1,

No infravermelho pode-se trabalhar com amostras liquidas, solidas e gasosas.Mesmo
moléculas simples podem gerar espectro complexo, e apesar deste demonstrar a molécula
como um todo, ha grupos funcionais que originam bandas mais ou menos na mesma
frequéncia, e por isso torna-se necessario a utilizacéo de tabelas e de informacges estruturais
Gteis para identificacdo da estrutura molecular.Existe um espectro caracteristico para cada

substancia, com excecao dos compostos enantibmero.

A radiacdo infravermelha absorvida é convertida em energia de vibracdo, na faixa
aproximada de 10.000 a 100 cml, como também pode ser quantizado, aparecendo um

espectro vibracional relacionado a uma série de transformacdes de niveis de energia
39
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rotacional. As bandas observadas que surgem de linhas que se sobrepdem, sdo
correspondentes a regido de 4000 a 400 cm™ (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; SANNA et

al, 2013). As intensidades das bandas podem ser expressas como absorbancia(A)ou
transmitancia(T). A transmitdncia é a razdo entre a energia radiante transmitida por uma
amostra e a energia radiante que nela é incidida. A absorbancia corresponde ao logaritmo

decimal do inverso da transmitancia, ou seja, A=Log 10(1/T).

As vibragdes que as moléculas provocam podem ser classificadas em deformagdes axiais ou
angulares. A vibracdo de deformacdo do tipo axial € um movimento ritmico no eixo da
ligagdo fazendo com que a distancia interatdbmica aumente ou diminua de forma alternada.
Jé as vibragdes de deformacéo do tipo angular, correspondem a variagdes ritmicas de ligacdes
que tem um 4&tomo em comum ou 0 movimento de um grupo de atomos em relagédo ao resto
da molécula sem que a haja alteracdo das posicdes relativas dos &tomos. Sao observadas pelo
infravermelho convencional apenas as vibracdes que levam a modificagbes ritmicas do

movimento de dipolo da molécula.

Cada atomo considera trés graus de liberdade de uma molécula que correspondem as
coordenadas do plano cartersiano (x,y e z) fundamentais para descrever suas localizacdes

relativas aos demais atomos da molécula.

A interpretacao do espectro de infravermelho compreende pré-requisitos para ser confiavel:

O material utilizado deve ser razoavelmente puro;

Apresentar resolucdo adequada e intensidade razoavel,

A metodologia de manipulacdo deve ser identificada, caso o material
analisado esteja em meio aquoso, indicar o solvente, a concentracdo da
solucdo e o passo Optico da célula utilizada;

e Realizar a calibracéo contra padrdes, de modo que as bandas sejam observadas
nos comprimentos de onda e frequéncias corretos. (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 2000).
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2.9 Tamanho de particula e potencial zeta

A determinacao do tamanho de particula e potencial zeta é um indicador da estabilidade de
uma dispersdo.O tamanho das particulas é influenciado pela composicdo da formulacéo,
meétodos utilizados para preparo, condicbes estabelecidas para produgdo como, tempo de
preparo, temperatura e liofilizacdo, visto que formulacGes adequadas devem apresentar

didmetro menor do que 1 um(REIS, 2007).

O potencial zeta caracteriza a carga elétrica global na superficie de uma particula a velocidade
de uma dada particula por unidade de campo elétrico que demonstra a mobilidade
eletroforética de particulas e é calculada pela aplicacdo de um campo elétrico sobre a
dispersdo de ions no meio aquoso, gerando forca idnica forte ou fraca(LIMA, 2013), com
resultado expresso com valores de potencial zeta compreendido entre -10 e +10 mV,
considerados aproximadamente neutro, enquanto que as nanoparticulas com valores de
+30mv maior do que ou menor do que -30mV sdo considerados fortemente catinicos e
anionicos ( CLOPQSTON; PATRI, 2011).

2.10 Analise termogravimétrica TGA

A andlise termogravimétrica (TGA) é a técnica analitica que acompanha as mudancas de
massa da amostra registrada continuamente em funcdo da temperatura ou tempo
programados, enquanto a temperatura da amostra é aumentada. O termograma ou curva de
calibracdo é um grafico de massa ou porcentagem de massa em funcao do tempo. O aparelho
TGA apresenta uma microbalanca sensivel ou termobalancga, em que a faixa usual de massa
da amostra a ser analisada € de 1 a 100mg, com muitas das balancas com capacidade para
percepcao de variagdes tdo pequenas quanto 0,1 pg. O aparelho apresenta ainda um forno,
um sistema de gas de purga que proporciona uma atmosfera inerte ou mesmo relativa e um
computador para controle do aparelho, aquisigdo e processo de dados. Os fornos para TGA

compreendem uma faixa de temperatura ambiente até 1000 °C, apesar de alguns atingirem
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1600 °C (SKOOG et al, 2009) ou 2000 °C (DENARI; CAVALHEIRO, 2012)com razdo de
aquecimento entre 1°C cmta 100 °C cm L. O nitrogénio ou argdnio geralmente sdo utilizados

para purgar o forno e prevenir a oxidacao da amostra. Como um dos fatores mais importante
tem-se as panelas feitas de aluminio, alumina ou platina, e esta é a mais frequentemente
utilizada por ser inerte e facil de limpar(SKOOG et al, 2009).

Diversos fatores instrumentais e que envolvem a amostra podem afetar o resultado da analise
termogravimétrica. Em relacéo as interferéncias instrumentais estdo a razdo de aquecimento
do forno, velocidade de registro, atmosfera do forno, geometria do suporte da amostra,
sensibilidade da balanca e composi¢cdo do suporte da amostra. J& em relacdo aos interferentes
da amostra é importante considerar a quantidade da amostra,a solubilidade dos gases
envolvidos, o tamanho da particulas e o calor da reacdo, empacotamento da amostra, a
natureza da amostra e a condutividade térmica sdo alguns do fatores que podem afetar a
medida do TGA(DENARI ; CAVALHEIRO, 2012).

2.11 Fotoestabilidade do resveratrol

A fotoestabilidade é a capacidade que uma molécula possui de ndo sofrer transformacgdes
estruturais ap6s absorver fotons da radiacdo UV. A energia de absor¢do de um foton por uma
molécula que se encontrava num estado fundamental € dissipada através de desativacao
vibracional ou poremissdo de um fo6ton, ou a molécula excitada pode sofrer reacdes
fotoquimicas gerando radicais livres, fotodegradacdo ou formacdo de foto produtos
(enantiémeros cis e trans (FREITAS, 2013). O resveratrol é uma substancia fotossensivel
que diante da luz UV apresenta duas isoformas, cis e trans, em que esta € a forma mais ativa
do composto (DORE,2005).

3. Metodologia

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Analises Farmacéuticas e
Alimenticia(LAFA-UFAL), além da analise em UV-VIS. No Laboratério TecNano-UFAL

foram realizados: determinacdo do tamanho de particula, potencial zeta e espectro
42
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Infravermelho. Nos laboratorios LPQRN-UFAL eLCQA-UFAL foi feita a secagem por

liofilizagdo. E por ultimo realizou-se analise termogravimétrica (TGA) e imagem em

esteriomicroscopio de campo no Laboratério de Analise Instrumental (IFAL).

3.1 Preparacao das amostras

O método utilizado no presente trabalho € uma adaptacdo do método de Fessi et al
,1989, conhecido como deslocacgdo do solvente.Ha a utilizacdo de um polimero pré-formado,
dissolvido inicialmente em uma fase organica com a substancia de interesse a ser
encapsulada, num solvente miscivel em 4&gua com polaridade intermediaria, e
posteriormente, adiciona-se uma fase aquosa, que contém um tensoativos dissolvido no
mesmo solvente, ocorrendo adi¢do de agua, agitacdo mecanica e posterior centrifugacao,
obtendo-se o precipitado da substancia encapsulada. A secagem por liofilizacdo é o dltimo
passo para obtencdo do material encapsulado, com eliminacdo total do solvente organico e

da &gua, conseguindo um material em p6 de facil dissolucéo.

Para o preparo da amostra foram pesados em triplicata a matéria-prima a 20% 72 mg, o PCL
2 (Polycaprolactona) 231 mg e 39mg Pluronic F 108 (Poly(ethylene glycol) . Apos essa
pesagem, separou-se para solubilizagdo em acetona em duas fases: orgénica e aquosa. Na
etapa da fase organica, o pcl foi solubilizado em um becker com 10mL de acetona, em
seguida acrescentou-se aos poucos o resveratrol, todo esse processo utilizando o ultrassom
por cerca de 5 minutos, entéo separou-se 60 eppendorfs pipetando 100uL da solu¢do em cada
um, obtendo a uma concentragdo de 7,2mg/mL (m/v). J& na fase aquosa, o pluronic também
foi solubilizado em um becker de 100ml com 10mL de acetona, e ficou cerca de 1 minuto no
ultrassom, entdo os eppendorfs, j& com a solucdo organica, foram separados em trés grupos
de 20 unidades, para a adicdo de cada volume de 100uL, 75uL e 50uL, a ser pipetado,
chegando as concentragdes final de 0,6000 mg/mL(m/v), 0,6127 mg/mL(m/v) 0,6260 mg/mL
(m/v) respectivamente. Para evitar a evaporagdo do solvente, acetona, acrescentou-se em

cada eppendorfs 1mL de &agua milli-Q e levados ao agitador tipo vortex para
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homogeneizacdo, deixando ndao mais do que 10 segundos. Todas a mostras foram

centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos.

Figura 10- Abaixo, a bandeja com as amostras. A. amostra antes da centrifugacdo. B.
Amostras apo6s a primeira centrifugacdo com formacdo de precipitado. C. Precipitado da

primeira centrifugacdo Al. D. Precipitacdo das particulas apos a segunda centrifugacdo Al.2.

3.2Coleta do precipitado

Finalizada a centrifugacéo, retira-se 1ml de sobrenadante e separa-se trés recipientes
identificando-os como S1 50uL, S1 75uL e S1 100uL. J& para os precipitados, separa-se trés
vidrarias que serdo pesadas e identificadas como Al 50uL, Al 75uL e Al 100uL. Por ainda
estarem turvos, os sobrenadantes sdo centrifugados novamente e apds a repeticdo desse
processo, separa-se mais trés vidrarias para adicionar os precipitados, mas agora identificadas
com Al.2 50pL, A1.2 75uL e Al1.2 100pL, e os sobrenadantes sdo adicionados aos seus
respectivos volumes da primeira centrifugacdo. Cobrir todos recipientes e vidrarias com
amostra com papel laminado, por se tratar de uma substancia fotossensivel, e papel filme. Os
precipitados sdo levados ao frezzer para serem congelados a uma temperatura de ...°C por
um periodo de 48 horas. Também foram preparados os brancos das amostras identificados
como: B1 50uL, B1 75uL e B1 100uL, em que foi submetido ao mesmo procedimentos das
amostras Al, separando-se também o seu sobrenadantes para analises posteriores.

4.3 Liofilizacéo

Apos 48hs de congelamento, antes de liofilizar, as mostras ficaram em banho maria
em nitrogénio liquido por um periodo de 15 minutos numa frequéncia de 5 minutos. Apos

esse prévio congelamento e com o aparelho ja a 43°C, coloca-se todas as seis amostras que
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passardo pelo processo de liofilizagdo por 24 horas, tempo suficiente para desidratar as

amostras e obter o resveratrol microencapsulado em pé.

3.4 Tamanho de particula e potencial zeta

Os sobrenadantes SA1 50uL, SA1 75uL, SA1 100puL e SB1 100 pL , foram utilizados
para medicdo do potencial zeta(PZ), tamanho de particula e indice de polidisperséo (IP) das
dimens6es das microparticulas foram medidos por Dispersdo Dindmica de Luz (DLS) hum
Zetasize Nano ZS90(Malvern Instruments, UK), equipado com angulo de espalhamento de
173° e aliquota de 1,5 mL de cada amostra, a 25°C. Para realizar a medigdo do potencial zeta

utilizou-se uma célula especifica 150mV.

3.5 Espectrofotometria UV-Vis e de varredura

As analises com UV foram realizadas para se determinar o0 % do grau de
encapsulamento do resveratrol, experimento divido em duas etapas de andlise: A) A; 100 pL
e B1100 pL; B) Matéria-prima (resveratrol).

Realizamos um experimento com no aparelho UV-vis em que a leitura foi realizada em modo
varredura com o alcance 200-600nm e em modo espectrometria de A=280-305nm. A)Foi
pesado 10mg do p6 (B1100 pL) correspondente a 2mg de resveratrol em frasco ampicilina e
solubilizado em 6ml de agua milli-Q e colocado no aparelho ultrassom durante 15 minutos,
em seguida transferido para baldo volumétrico de 10 mL completando o volume para obter
concentracdo de 200pg/mL. A partir dai foi diluido em 500uL da solugdo anterior com
metanol e transferiu-se para baldo de 10mL para obter concentragdo de 10ug/mL. B) Pesou-
se 20mg de resveratrol, matéria-prima, em frasco ampicilina, solubilizada em 6 mL de
metanol, com 5 minutos no ultrassom, transferiu-se para baldo volumétrico de 10mL
completando volume para 10mL para obter concentracdo de 2mg/MI (m/v). Retirou-se 50uL
da solucéo anterior e dilui-se com metanol, transferindo para baldo volumétrico de 10 mL

obtendo concentragdo de 10ug/mL (m/v).
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3.6 Espectrofotometria de Infravermelho (FT-IR)

A analise das amostras de resveratrol, A1 100pL, Al 100uL, B1100 pL e B1.2 100
uL, foram realizadas no aparelho Thermo Scientific modelo Nicolet Is 10 com resolucao de

4 cm! e analisados por espectro KBr, no alcance de 500- 4000 cm-1.

3.7 Analise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas (TGA) foram obtidas em um Analisador Térmico modelo
TGA-51H SHIMADZU em um intervalo de temperatura de 50 a 900°C, na razéo de
aquecimento de 10°C/min, atmosfera de Nitrogénio, vazdo de 10mL.min-1, com cadinho de
Platina MACRO, sendo utilizado cerca de 2,0mg em cada analise para resveratrol, das
amostras A1(50uL, 75 pL e 100 uL) Ble B1.2 de 100puL.

3.9 Esteriomicroscépio de campo

As imagens foram obtidas com camera fotografica FullHD Nikon D5100, com lente Carl
Zeiss 18-55mm acoplada ao esteriomicroscépio de campo escuro COLEMAN NSZ 405
iluminado por Led transmitido com controle de luminosidade e ocular EW 10x/20mm com

aumento de 50x.

4. Resultados e Discussoes

Para determinagdo do comportamento quimico do resveratrol, foram realizadas as anélises
principais e mais simples que conseguiu apresentar resultados de como as particulas estavam

dispersas no meio aquoso, a presenca de grupos funcionais importantes que evidenciam a
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acdo desse composto fendlico, a sua degradacédo e oxidacdo, sua absorbancia para o calculo

do % do grau de encapsulagéo.

4.1Fotoestabilidade do resveratrol

Através da obtencdo dos perfis de conversdo do trans-resveratrol em cis-resveratrol na forma
de percentagem de area absoluta em funcéo do tempo, utilizando a soluc¢do padrdo de 5,0
pg/mL (m/v)conclui-se que o trans-resveratrol é extremamente sensivel a luz UV 365 nm
(Grafico 1), visto que se converte em 50% em seu isdbmero cis a partir de 4 minutos de
exposicao; sendo exposto a luz branca, hd uma conversdo de 89% em 11 dias (Grafico 2).
Durante o periodo de 11 dias de analise, uma amostra foi protegida da exposi¢édo tanto da luz
branca quanto da luz UV, ndohouve deteccdo deformacdo do isbmero cis- resveratrol,
evidenciando a estabilidade do trans-resveratrol(Grafico 3). Resultados de fotoconversdo

confirmados através da analise CLAE-UV a 365nm.

4.2Tamanho de particula e potencial zeta

O potencial zeta, o tamanho de particula e o PDI estdo demonstrados na Tabela 1. Os
resultados indicam que o didmetro da particula esta com valores bem aproximados, com
excecdo do S1 100uL que apresenta um tamanho bastante superior aos outros, mesmo assim
0 seu potencial zeta apresentou um valor satisfatério maior do que -30mV. As outras amostras
apresentaram valores ainda mais satisfatério. O S1 100uL também apresentou um valor de
PDI acima de 0,1, caracterizando-o como uma solucao polidispensar, diferente das outras
amostras que apreseta menor tensdo superficial, homegeneidade maior e particula

monodispersa.
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4.3 UV-vis de varredura e espectrofotometria

Através dos valores da Tabela 2, calculou-se o percentual do grau de encapsula¢édo (% grau
encapsulado=(Abs AlouB1/Abs RSV)x100) nos comprimentos de onda 210nm, 280 e 305
nm, em matriz polimérica, PCL. O grau de encapsulacdo para Al foi 61,51% em 210nm,
68,60% em 280nm e 62,37% em 305nm na leitura de espectrofotometria UV-VIS. Ja na
andlise do B1, demostrou-se resultados 40,16% em 210nm, 30,72% em 280nm e 20,65% em
305nm. Também foi realizada analise em espectrometria em modo varredura 200 a 600nm,
demonstrando de forma comparativa, 0 comportamento da amostra A1 100puL e B1 100uL
em relacdo ao resveratrol, evidenciando uma estabilidade por parte da amostra encapsulada

Al em relacdo ao RSV (grafico 4).

4.4 Infravermelho

A composicdoqualitativa das amostras investigadasé demonstrada através do infravermelho
FT-IR. Nas bandas de 3300-3500 cm-! corresponde a grupos terminais de hidroxilas, que fica
bastante evidente apenas no espectro do resveratrol. Para B1 e B1.2, compostas por Pluronic
F108 e PCL, as bandas muito fortes ficam evidentes no alongamento da carbonila em 1770-
1700 cm-1devido a alquil-acetona presente na estrutura do PCL. Ainda se identificabandas
fortes em 2949-2865cm1,1300-800 cm, 1240 cml e 1190cm! correspondente,
respectivamente a, CH2, C-C, COC assimétrico, e CO-O alongado. Bandas de 3000 cm-1 e
2860 cm-1, devido ao estiramento C-H de CH3 e CH2, respectivamente. O espectro de RVS
é caracterizado por bandas de C-O entre 1050 e 1300 cme oleofinas 1010-968 cmt, C=C
anéis aromaticos em 1500-1600cm! de intensidade variavel (SKOOG et al,
2009;SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000; SANNA et al, 2013).

Ha variacdes pequenas, mas significativas nos espectros das amostras Al e B1 em relacdo a
Al.2 e B1.2. Diferengas que ocorrem por mudangas na concentragdo durante a metodologia

de preparo das amostras devido as duas centrifugacdes realizadas.
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Ficaevidente a presenca do PCLnos quatro primeiros espectros, visto que qguando comparado

ao espectro do RVS, este apresenta bandas diferentes, suprimidas nos outros espectros.
Ainda é possivel fazer uma andlise comparativa entre os espectros de Al e B1 em relacdo ao
Al.2 e B1.2, evidenciando que 0s quatro possuem bandas muito fortes em comum, mas
qguando observadas bandas mais fracas, percebe-se que hd comportamentos em comum que
demonstram que h& diferencas significativas que ocorrem no momento do preparo das

amostras, entre a primeira e a segunda centrifugacéo.

4.5Analise termogravimétrica —-TGA

Através daandlise termogravimétrica pode-se observar o mecanismo de decomposicao das
amostras a uma dada temperatura de 900°C a taxa de 10°C/min. O termograma demonstra
que em temperaturas proximas a 400°C dar-se inicio a decaimento do percentual de massa
das amostras encapsuladas e dos brancos (B1 e B1.2), evidenciando um padrdo de
comportamento condizente com a maioria dos polimeros (SKOOG et al, 2009). O RSV
apresentou dois momentos de perda de peso: um acima de 300° C e outro acima de 450° C,
comportamento de degradacao diferente das outras amostras, evidenciando a pureza do RSV.
E importante salientar um comportamento incomum, em dois momentos do termograma: um
em relacdo ao acréscimo de massa no inicio da anlise de todas as amostras, evidenciando o
percentual de massa maior do que 100% e; outro problema esta relacionada a amostra Al
50uL que apresenta uma perda de massa abaixo de zero. Esses dois fatores ndo devem ser
desconsiderados, ja que era de conhecimento que o aparelho TGA estava apresentando alguns

problemas técnicos.

4.6Esteriomicroscépio de campo

As imagens demostram as diferencas na morfologia das amostras. No primeiro, percebe-se o
aspecto de cristaisdo resveratrol (A).Apesar de ndo ser visivel a formagdo do encapsulado,
notou-se uma mudanca para um pé mais fino e mais agregado, de aspecto aparentemente de
maior solubilidade, evidenciando a presenca do biopolimero PCL, e consequentemente,das

microparticulas.
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4.8 Rendimento da amostra

Para conseguir obter o rendimento das amostras, todos 0s recipientes utilizados para
armazenamento das amostras foram pesados e identificados, a partir dai pesou-se com a
adicdo do precipitado em meio aquoso e apoés a liofilizacdo. Sabendo que a massa geral
utilizada para o preparo das amostras foi de 342 mg (PCL, Pluronic F 108 e RSV) e que a
massa total da amostra seca foi de 128,1 mg, entdo o percentual da massa obtida foi de
37,45%, uma perda de 213,9mg.
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