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RESUMO

PEREIRA, R.R. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE SISTEMAS LIQUIDO
CRISTALINOS CONTENDO OLEO DE ACAI (Euterpe oleraceae Mart. ). 2015.

Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal do Para. 2015

A Euterpe oleraceae Mart. € uma palmeira amazbnica, conhecida popularmente
como acai. A partir da polpa do fruto de acai pode-se extrair o 6leo fixo, constituido
principalmente de acidos graxos mono e poli-insaturados. Esse 0Oleo é uma
promissora matéria-prima para a industria farmacéutica, onde pode ser aproveitado
por suas atividades bioldgicas e como matéria-prima no desenvolvimento de
sistemas de liberacao prolongada de farmacos. Os cristais-liquidos sdo exemplos de
sistemas de liberacdo prolongada de farmacos. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver sistemas liquido cristalino contendo 6leo de acai como fase oleosa e 0
Procetyl AWS como tensoativo. Inicialmente o 6leo de acai foi analisado quanto a
suas caracteristicas fisico-quimica. A cromatografia gasosa revelou o acido oleico
(47,58%), acido palmitico (24,06%) e &cido linoleico (13,58%), como 0s principais
constituintes. A caracterizacdo fisico-quimica mostrou valores de acidez, iodo,
saponificacao, refracdo e densidade dentro dos limites e padrbes recomendados. A
espectroscopia na regiao do infravermelho revelou bandas caracteristicas do 6leo de
acai. A termogravimetria do 6leo de acai evidenciou um Unico evento que
possivelmente deve-se a degradacdo dos acidos graxos, este evento localiza-se na
faixa de temperatura de 241,71 a 481,14°C. O tempo de inducdo do 6leo de acai foi
de 11,79h. Os estudos de pré-formulacéo realizados com o 6leo de acai e com o
tensoativos ndo mostrou indicios de interacdo quimica ou degradacao resultante da
mistura binaria entre o 6leo e o Procetyl AWS. Foram preparadas 36 formulacdes
com auxilio do diagrama ternario, entre estas formulagbes foram identificadas
mesofases hexagonal e cubica. A analise reoldgica evidenciou comportamento
pseudoplastico (n<1) com caracteristicas plasticas que remetem aos fluidos de
Bingham. O estudo de estabilidade realizado durante 30 dias ndo revelou qualquer
sinal de instabilidade dos sistemas avaliados. A realizacdo desse trabalho
demonstrou que o 6leo de acai € uma matéria-prima promissora no desenvolvimento
de sistema de liberacdo prolongada de farmacos.

Palavras-chave: cristal liquido. Oleo de acai. Euterpe oleracea Mart. Sistemas de

liberacé@o de farmacos. Procetyl aws.



ABSTRACT

PEREIRA, R.R. ATTAIMENT AND CHARACTERIZATION LIQUID CRYSTAL
(Euterpe oleraceae Mart. ). CONTAINNING ACAI OIL. Universidade Federal do
Para. 2015

The Euterpe oleracea Mart. is an Amazonian palm tree, popularly known as acai.
From the pulp of the acai fruit can extract the fixed oil, consisting mainly of fatty mono
and polyunsaturated acids. This oil is a promising raw material for the pharmaceutical
industry, which can be exploited by their biological activities and as a raw material in
the development of sustained drug delivery systems. Liquid crystals are examples of
sustained drug delivery systems. The objective of this study was to develop liquid
crystalline systems containing acai oil as the oil phase and the Procetyl AWS as
surfactant. Initially acai oil was analyzed for its physical and chemical characteristics.
Gas chromatography revealed oleic acid (47.58%), palmitic acid (24.06%) and
linoleic acid (13.58%) as major constituents. The physicochemical characterization
showed values of acidity, iodine, saponification, refraction and density within the
limits and recommended standards. Spectroscopy in the infrared region showed
characteristic bands of acai oil. Thermogravimetry acai oil showed a unique event
that possibly due to the degradation of fatty acids, this event is located in the
temperature range of 241.71 to 481,14°C. The acai oil induction time was 11,79h.
The pre-formulation studies with acai oil and the surfactants showed no evidence of
chemical interaction or resulting degradation of binary mixture between the oil and
the Procetyl AWS. Formulations were prepared 36 with the aid of ternary diagram
between these formulations were identified hexagonal and cubic mesophases. The
rheological analysis showed pseudoplastic behavior (n <1) with plastic characteristics
that refer to the Bingham fluids. The stability study conducted over 30 days did not
reveal any signs of instability of the evaluated systems. The realization of this study
demonstrated that the acai oil is a promising raw material in the development of
sustained drug delivery system.

Palavras- chave: liquid crystal. Acai oil. Euterpe oleracea Mart. Drug delivery.
Procetyl AWS.
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1 INTRODUCAO

A Amazobnia é considerada a principal fonte de biodiversidade do mundo. Séo
inlmeros 0s insumos inovadores de interesse para a industria farmacéutica.
Aproveitar esses recursos de maneira sustentavel, incorporando tecnologia e
agregando valor aos produtos é satisfatdrio para o crescimento da regido, além de
manter os recursos proporcionados pelo ecossistema (BARATA, 2005; FERREIRA e
SAMPAIO, 2013).

Sao vastos os recursos de origem vegetal na Amazbnia, estes tém sido
amplamente estudados como fonte de moléculas ativas como prototipos para o
desenvolvimento de novos farmacos e como fontes de matérias-primas, usadas
como adjuvantes farmacéuticos (KUNLE et al., 2012). Nesse ambito, pode-se citar
0s Oleos vegetais, matérias-primas importantes no desenvolvimento de
medicamentos e detentores de susbtancias ativas, como polifendis, carotendides,
vitaminas, entre outros (SANTOS et al., 2011).

Os o6leos fixos, tais como, os extraidos do acai (Euterpe oleracea Mart),
pracaxi (Pentaclethra macroloba), castanha-do-Para (Bertholletia excelsa), andiroba
(Carapa guianensis), babacu (Orbignya oleifera), buriti (Mauriti aflexuosa) muru-
muru (Astrocaryum murumuru), tucuman (Astrocaryum tucuma) e ucuuba (Virola
spp.), sdo insumos de grande valor para producdo de novos medicamentos,
alimentos e cosméticos, sua utilizacdo fora dos limites da Amazoénia, valoriza a
regido e impulsiona a economia local (COSTA et al., 2013).

A espécie Euterpe oleraceae Mart, conhecida popularmente como acai, €
uma palmeira muito comum nos Estados do Para, Amazonas, Tocantins, Maranh&o
e Amapa. O acai fornece uma bebida rica em vitaminas, sais minerais, acidos graxos
essenciais, flavonoides e polifendis. Muito consumida nos estados nativos, no resto
do Brasil, e atualmente tem se popularizado na Europa e na América do Norte
(NASCIMENTO et al., 2008; PACHECO-PALENCIA et al., 2008a).

A partir da polpa do acai extrai-se o 0Oleo fixo de acai, que semelhante ao
suco, possui uma variedade de polifendis, conhecidos, principalmente por sua
propriedade antioxidade, anti-inflamatoria e antiiproliferativa (BORGES et al., 2013).
Além disso, 0 Oleo é constituido de acidos graxos essenciais com potencial de
emprego em uma diversidade de formulagbes farmacéuticas e cosméticas
(MANTOVANI et al., 2003; PACHECO-POLENCIA et al., 2008, SANTOS et al.,
2011).
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O uso de Oleos vegetais no desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos nanoestruturados vem sendo constantemente reportados na literatura
(ANDRADE et al., 2007; MORAIS et al., 2008; BERNARDI et al., 2011; SANTOS et
al.,, 2011). O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados, como as
nanoemulsdes, as nanocépsulas, nanoparticulas, cristais liquidos, entre outros,
permite 0 aumento da eficiéncia de farmacos utilizados na terapéutica atual, a
reintroducdo de outros anteriormente descartados por suas propriedades
indesejaveis e o0 aprimoramento de novos farmacos antes que seja utilizados na
terapéutica. Isso, porque esses sistemas podem promover alteragcdes nas
caracteristicas de solubilidade do farmaco, diminuicdo dos efeitos adversos e/ou
colaterais, aumento da eficacia terapéutica, protecdo do farmaco frente a fatores de
degradacéo, tais como a luz e o calor, entre outras aplicacdes (ALICE et al., 2011).

Cristais liquidos constituem uma fase intermédiaria entre soélidos e liquidos,
exibindo propriedades de ambas as fases. Eles tém a capacidade de fluir como os
liquidos, e mostram a organizacdo molecular semelhante aos sélidos. Por essa
razdo, sdo também chamados de mesofases, meso, significa intermediario. Cristais
liqguidos formados pela adicdo de solventes sdo chamados cristais liquidos
liotropicos, e esses sdo ampalmente estudados como sistemas de liberacdo de
farmacos (HYDE, 2001; OTTO, 2009).

Cristais liquidos liotropicos podem ser considerados micelas ordenadas com
arranjo molecular caracterizado por regides hidrofébicas e hidrofilicas alternadas.
Conforme o aumento da concentracdo de tensoativo, estruturas liquido-cristalinas
podem ser formadas, como as mesofases lamelares, hexagonais e cubicas
(FORMARIZ et al., 2005). O emprego de fases liquido cristalinas como sistema de
liberacdo de farmacos séo promissores devido sua microestrutura e propriedades
fisico-quimicas. Véarias moléculas com diferentes propriedades, fisico- quimica
podem ser solubilizados em grande quantidade, tanto na fase aguosa como na fase

oleosa, podendo portanto veicular farmacos lipo e hidrossolaveis.

Assim, o objetivo desta pesquisa foi o desenvolvimento de sistemas liquido
cristalinos contendo Oleo de acai como fase oleosa. Para isso, avaliamos as
caracteriscticas fisico-quimica do 0leo de acai, a fim de reconhecer sua estabilidade

térmica, oxidativa, seu perfil de acido graxos e seu estado de conservacdo. Apos 0
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estudo do Oleo partimos para a obtencdo dos sistemas liquido cristalinos,
caracterizagao e por fim a avaliagdo de sua estabilidade preliminar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Desenvolvimento sustentavel e Inovacgédo tecnolégica na Amazénia

Atualmente a inovacao tecnoldgica tem sido reconhecida como um fator
diferencial na competitividade entre as empresas e paises, além de ser capaz de
promover a melhoria econdmica de uma regido. A inovacéo farmacéutica pode ser
resultado da parceria e da transferéncia de conhecimento entre a universidade e o
setor produtivo, por vezes, utilizando recursos naturais (VIEIRA e OHAYBON, 2006;
MATOS e BLAIR, 2014).

A floresta Amazonica, maior centro de biodiversidade do mundo, é capaz de
fornecer uma grande gama de ingredientes inovadores para a industria farmacéutica
(BLOISE, 2003). Concretizar esse cenario, passa pelo estabelecimento de
mecanismos econdmicos diferenciados, que integrem governos, empresas e
academia, de maneira que estes setores se aproveitem desses recursos de maneira
ndo predatoria, apoiando-se no conceito de desenvolvimento sustentavel (MATOS e
BLAIR, 2014).

Apesar de palco de grandes processos extrativos e grande fonte de recursos
naturais a Amazodnia € uma regido economicamente subdesenvolvida. Por isso,
reconsiderar a utilizagdo dessas riqguezas a partir das perspectivas do
desenvolvimento sustentavel € de fundamental importancia (LASMAR e MACULAM,
2005). Desenvolvimento sustentavel pode ser conceituado como “o desenvolvimento
que atende as necessidades do presente sem comprometer a possibilidade das
futuras geracdes de atenderem suas préprias necessidades” (COMISSAO MUNDIAL
SOBRE MEIO AMBIENTE E DESENVOLVIMENTO, 1991).

Segundo Carvalho e Carvalho (2011), o desenvolvimento de um pais ou de
uma regido esta relacionado com a capacidade de utilizar o conhecimento cientifico
de forma criativa e produtiva para inovar, e aplicar na pratica 0 conhecimento
tecnocientifico na solucdo de problemas de uma regido, isso constitui o principal
componente de sucesso para geragédo de novos produtos, processo e servicos.

Desenvolver produtos de qualidade, de maneira sustentavel, na maior
diversidade bioldgica do mundo, além de agregar valor ao produto nacional, ajuda a
preservar 0 meio ambiente e impulsiona social e economicamente as comunidades

locais (BARATA, 2005). O exemplo disso esta no sucesso do setor de perfumaria,
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higiene pessoal e cosméticos, que vem utilizando extratos vegetais, 6leos fixos e
essenciais, resinas e outros produtos extraidos da floresta amazbénica (VILHA e
CARVALHO, 2005).

No campo da pesquisa e desenvolvimento de medicamentos, 0S recursos
vegtais sao de grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas
como protétipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-
primas farmacéuticas, ou, ainda de medicamentos elaborados exclusivamente a
base de drogas vegetais, os fitoterapicos (KUNLE et al., 2012).

Ainda no campo da pesquisa e desenvolvimento de farmacos, esse produtos
vegetais podem ser utilizados no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
para liberacdo prolongada de farmacos. Esta € uma opcdo menos onerosa e mais
rapida cronologicamente, que o isolamento de substancias ativas ou a introducéo de
um novo farmaco no mercado (MORAES et al., 2008; SANTOS et al.,, 2011,
CARVALHO et al.,, 2013). Sistemas nanoestruturados, como as nanoemulsées,
microemulsdes, cristais liquidos, nanocapsulas, entre outros promovem algumas
alteracdes nas caracteristicas dos farmacos e favorecem sua aplicacdo do ponto de
vista clinico e em escala industrial (CHIME et al., 2013).

Assim perante ao que foi exposto observa-se que a utilizacdo de recursos
amazbnicos de maneira racional é importante para o desenvolvimento social e
econdbmico da regido. Agregar valor tecnologico aos produtos da regido amazonica,
sem esquecer de preservar 0s recursos do ecossistema, aliando pesquisa e
inovacdo farmacéutica € uma maneira de produzir novos sistemas de liberacdo de
farmacos, introduzindo dessa forma novos medicamentos no mercado e ampliando o

leque terapéutico para o consumidor.

2.2Euterpe oleraceae Mart

A E. oleraceae pertence a familia Arecaceae que € uma das maiores familias
do reino vegetal. Era conhecida anteriormente como Palmae e engloba cerca de 200
géneros e 2600 espécies distribuidas, principalmente, em areas tropicais e
subtropicais (ALVES e CARVALHO, 2010). Dentro dessa, familia o género Euterpe
reune a cerca de 28 espécies e esta distribuido pela América Central e do Sul e por
toda bacia Amazobnica. A E. oleraceae, junto com a E. precatoria e E. edulis sdo as

espécies que ocorrem com maior frequéncia (NOGUEIRA et al., 1995).
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Por muito tempo o palmito extraido dessas palmeiras representou uma
importante fonte de renda para o setor agroindustrial brasileiro, porém, atualmente o
fruto € o principal produto de interesse, esse é conhecido popularmente como acai,
jucara, acai do Pard, acai de touceira, entre outros nomes (BARRETO et al., 2012).

O acai apds um processo de despolpamento manual ou mecanico, produz
uma bebida cremosa, que tem estado no centro da alimentagcdo da populagéo
amazonica durante séculos (MENEZES et al., 2008). O consumo dessa bebida na
Amazbnia é realizado de diversas maneiras, pode ser combinado com outros
alimentos regionais ou, ainda, na forma de sorvetes, cremes, mingaus, geléias e
licores (NASCIMENTO et al.,, 2008). A partir do ano 2000 essa fruta ganhou
notoriedade no resto do Brasil, nos Estados Unidos, Australia, Japdo e paises
europeus. Esse sucesso, deve-se principalmente a seu alto valor nutricional. Ele é
rico em minerais, vitaminas e componentes antioxidantes, e, apresenta propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias, sendo por isso conhecido como super-fruta
(HEINRICH et al., 2011).

2.2.1 Distribuicao geogréfica e aspectos botanicos

O acaizeiro ocorre espontaneamente nos estados brasileiros do Para,
Maranhdo, Amapa, Mata Atlantica e Tocantins (NOGUEIRA et al., 1995; BORGES et
al., 2013). Fora do Brasil pode ser encontrado na Guiana, Guiana Francesa,
Suriname e Venezuela. Entretanto, as maiores areas ocupadas por essa espécie
ocorre na Amazbnia oriental brasileira, mais precisamente no estuario do Rio
Amazonas (NOGUEIRA et al., 1995).

Acaizais nativos, densos e quase homogéneos sdo encontrados em terrenos
constantemente inundado e terra firme. E desenvolvem-se melhor em lugares com
chuvas abundantes e bem distribuidas durante o ano (OLIVEIRA et al., 2000).

As plantas adultas da E. oleracea tem estipes de 3 a 20 m de alturae 7 a 18
cm de didametro. As folhas sdo compostas pinadas com arranjo espiralado de 40 a
80 pares de foliolos. As inflorescéncias do tipo cacho possui flores estaminadas e
pistiladas. A disposicao das flores é ordenada em triades, de tal forma que cada flor
feminina fica ladeada por duas flores masculinas. O fruto produzido pela E.

oleraceae, 0 acai, € uma drupa, caracterizada pela forma esférica, com diametro de
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1,0 a 0,5 cm e cor violacea quase negra, a palmeira frutifica a partir do terceiro ano
(CABO e MORAIS, 2000).

Além da E. oleraceae a E. precatoria é outra espécie de acai muito comum
na Amazbnia. Essa é muito parecida com a E. oleraceae, tanto nos aspectos
botanicos, quanto na constituicdo quimica. Mas podem ser diferenciada pelo
seguinte habito, a E. precatéria normalmente cresce isoladamente, como mostra a
Figura 1, por isso € conhecido pelo nome popular de acai solitario (KANG et al.,
2012).

Figura 1: Palmeiras de acai: A) E. precatoria e B) E. oleraceae (KANG et al., 2012)
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2.2.2 Componentes ativos da Euterpe oleracea

Diversos trabalhos tém mostrado a alta atividade antioxidante in vitro do acai,
explicado pela sua elevada concentracdo de compostos fendlicos, como por
exemplo, os flavonoides, incluindo as antocianinas, e os acidos fendlicos. Essas
substancias sdo geralmente associadas a promoc¢do de saude e prevencdo de
doencas degenerativas (LICHTENTHALER et al., 2005; PACHECO-PALENCIA et
al., 2009). Outro interesse, € 0 uso das antocianinas, como corantes naturais, em
vista do grande namero de exigéncias que existe sobre 0 uso de corantes artificiais
(PAZMINO-DURAN et al., 2001). Além disso, os polifendis podem ser usados como
agentes antioxidantes e antimicrobianos em alimentos e produtos farmacéuticos (EL-
HELA e ABDULLAH, 2010).

A antocianinas representam os principais flavonoides encontrado na polpa da
E. oleraceae (PACHECO-POLENCIA et al., 2009). Estas sdo 0 maior e mais
diversificado grupo de flavonoides, derivam da via do fenilpropanoide e séo
pigmentos responsaveis pelas cores laranja, rosa, vermelha, violeta e tons de azul
das frutas e flores (BRAVO, 1998).

A principal func@o bioldgica atribuida as antocianinas é a sua atividade
antioxidante. As antocianinas séo derivadas, estruturalmente, das antocianidinas. H&
cerca de 20 antocianidinas que diferem entre si pela posicdo dos grupos hidroxilas e
metoxilas em torno de seu anel flavilico. A glicolisacdo do anel flavilico das
antocianidinas ou a substituicdo por cadeias aromaticas ou alifaticas gera centenas
de antocianinas. (BRAVO, 1998).

As antocianinas ja descritas na polpa de E. oleraceae sdo cyanidin-3-
glucoside e cianidina-3-rutinosideo, que estdo em maior quantidade (PACHECO-
PALENCIA et al., 2009), a peonidina-3-rutinosideo, pelargonidina 3-glicosideo (DEL
POZO-INSFRAN, 2004), cianidina 3-sambubiosideo, peonidina 3-glicosideo
(SHAUSS, et al 2006a).

Essas substancias ndo sdo encontradas no fruto verde, sua sintese ocorre
durante o processo de maturacdo do fruto. A cianidin-3-glicosideo e cianidin-3-
rutinosideo, podem ser detectadas em um estagio intermediario da maturacédo e a
cianidina 3-O-sambubiosideo, pelargonidina 3-O-glicosideo, peonidina 3-O-

glucosideo, peonidina 3-O-rutinosideo apresentam-se acima de seu limite de



27

deteccdo apenas quando o fruto encontra-se completamente maduro (GORDON et
al., 2012).

Outros flavonoides importantes reportados na polpa de E. oleraceae séo:
homoorientina, orientina, isovitexina (GALLORI et al.,, 2004), (2S,39)-
dihiidrocaempferol  3-O-B-D-glicosideo, (2R,3R)-dihiidrocaempferol  3-O-B-D-
glicosideo, velutina, 5,40-dihiidroxi-7,30,50-trimetoxiflavone (KANG et al., 2011).

Os écidos fendlicos também tem sido referidos com frequéncia na polpa de E.
oleraceae, sao eles: protocatecuico, p-hidroxibenzoico, vanillico, siringico e ferulico
(PACHECO-PALENCIA et al., 2008b).

Cerca de 50% da polpa seca tem constituicdo lipidica (SILVA e ROGEZ,
2013). Essa fracao lipidica, o 6leo fixo de acai, é constituido preminantemente por
acidos graxos mono e poli-insaturados, e, apresenta-se como umvalioso subproduto,
em virtude de suas propriedade sensoriais singulares, como sua cor verde escura,
em razdo da alta quantidade de clorofilas, e seu grande potencial a satde (PIOTKIN,
1984).

Estudos anteriores a respeito do oleo fixo de acai revelaram que o acido
oleico, &cido palmitico, acido linoleico,sdo os principais &acidos graxos de sua
composicdo, os &cidos estearico e palmitoleico sdo retratados em quantidades
vestigiais (LUBRANO et al., 1994; SILVA e ROGEZ, 2013). E, pelo menos cinco
fitoesterdis ja foram relatados no 6leo: B- sitosterol, estigmasterol, 6-5- avenasterol,
campesterol e o colesterol (LUBRANO et al., 1994).

A exemplo da polpa, o Oleo fixo também apresenta polifendis em sua
constituicdo, segundo Pacheco-Polencia et al., (2008a), pode-se encontrar no 6leo
0S mesmos metabolitos fendlicos existentes na polpa, com excessdo das
antocianinas, essas ficam retidas na porcado hidrofilica, por esse motivo o 6leo
apresenta coloracdo verde, pois sem a cor carcateristica das antocianinas o verde

das clorofilas sobressai.

2.2.3 Atividade biol6gica da E. oleraceae

O acaizeiro € uma palmeira que se destaca entre as palmeiras que
ornamentam a flora amazénica e tem sido usado para a subsisténcia dos habitantes
rurais. Diferentes partes da planta tém sido amplamente utilizados na medicina

popular. Por exemplo, o 6leo do fruto tem acéo antidiarréica e a raiz, combinada com



28

Carica papaya, Citrus sp. (limdo) e Quassia amara, funciona como um agente anti-
malarico (COISSON et al., 2005; AGRA et al.,2007; FAVACHO et al., 2010).

Ultimamente, consideravel interesse cresceu em torno das propriedades
farmacoldgicas do acai, que incluem atividade antiproliferativa, anti-inflamatoria,
antioxidante e cardioprotetora (LICHTENTHALER et al, 2005; PACHECO-
PALENCIA et al., 2008b; BORGES et al., 2013).

Ribeiro et al., (2010) avaliaram a atividade antiproliferativa da polpa de acai
nas seguintes dosagens: 3,33, 10,0 e 16,67 gde polpa de acai’kg do animal em
tratamentos agudos e subagudos; concluiram que o acai ndo causou genotoxidade
na medula 6ssea dos ratos tratatados ou células de rim e figado, além disso
desempenhou papel na inibicdo da genotoxicidade pela DXR. Matheus et al. (2006)
investigaram a atividade antiinflamatdria- in vitro dos extratos etanolico, acetato de
etila e de n- butanol das flores e do fruto (1-300mg/mL), e observaram atividade
antiinflamatoria do acai através da inibicdo dos efeitos de 6xido nitrico produzido por
macrofagos. Shauss et al. (2006b) constataram atividade efeito inibitorio moderado
com valor de IC50-6.96 mg/mL para COX-1 e 12.50 mg/mL para COX-2.

2.3 Ensaios fisico-quimicos para caracterizacao de 6leos vegetais

As propriedades fisico- quimicas dos 6leos vegetais sdo dependentes de sua
constituicdo graxa. Existem varias técnicas de andlise dos 0leos vegetais, algumas
mais simples, como as titulacdes acido-base que resultam nos valores dos indices
de acidez, iodo, saponificacdo e peréxidos. E algumas técnicas que dependem de
equipamentos sofisticados para suas realizacdo, exemplos a ser citados sdo a
cromatografia gasosa, as espetrocopias, as andlises térmicas, o indice de
estabilidade oxidativa, entre outras (GUNGSTONE, 2004).

2.3.1 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa é a técnica mais utilizada na determinagéo do perfil
de acidos graxos dos Oleos vegetais. Essa € a principal técnica de analise de
produtos volateis ou volatilizaveis. Os acidos graxos possuem possuem baixa
volatilidade o que torna possivel sua analise por cromatografia gasosa somente

depois da etapa de derivatizacdo, onde os grupos carboxilicos sdo constituidos em
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grupos mais volateis, os metil-ésteres (GUNGSTONE, 2004; SILVA et al., 2009;
SOLIS- FUENTES et al., 2010; COSTA et al., 2013; WALIA et al; 2014)

Os compostos a serem separados séo arrastados por um gas inerte (fase
movel) através da fase estacionaria, esse gas inerte € normalmente o gas hélio,
nitrogénio ou hidrogénio. A fase estacionaria pode ser um sélido ou um liquido que
propicia a distribuicdo dos componentes da mistura entre as duas fases através de
processos fisicos e quimicos, tais como a adsorcédo, diferencas de solubilidades,
volatilidades ou partilha. Os &cidos graxos emergem da coluna, em tempos
diferentes e s&o detectados por meios que convertem a concentragdo dos
componentes arrastados pela fase movel em um sinal elétrico, que por sua vez é
registrado. O detector por ionizacdo de chamas (Flame lonization Detectation- FID) é
o mais utilizado na analise de acidos graxos (GUNGSTONE, 2004).

2.3.2 Espectroscopia naregiao do infravermelho

A caracterizacdo quimica de 6leos pode ser realizada, além da cromatografia
gasosa, por técnicas espectroscopicas, tal como a espectroscopia na regidao do
infravermelho. Esta é uma técnica auxiliar, ndo sendo conclusiva na andlise da
constituicdo dos 6leos. A espectroscopia no infravermelho fornece evidencias da
presenca de varios grupos funcionais na estrutura organica devido a interacdo das
moléculas ou atomos com a radiacdo eletromagnética em um processo de vibracéo
molecular (FONSECA e YOSHIDA, 2009; COSTA et al., 2013, JADVINIA et al.,
2013).

As ligacBes covalentes que constituem as moléculas organicas estdo em
constantes movimentos axiais e angulares. A radiacdo no infravermelho faz com que
atomos e grupos de atomos de compostos organicos vibrem com amplitude
aumentada ao redor das ligagbes covalentes que os ligam. O processo é
guantizado, porém o espectro vibracional costuma aparecer como uma série de
bandas, porque a cada mudanca de nivel de energia vibracional corresponde uma
série de mudancas de niveis de energia rotacional, desta forma, as linhas se
sobrepdem dando origem as bandas observadas no espectro. As posi¢cdes das
bandas no espectro podem ser apresentadas em numero de ondas, utilizando a
unidade centimetro inverso (400- 400cm™) ou em micrémetros (2,5- 16 pm).
(SILVERSTEIN, 2006; FONSECA e YOSHIDA, 2009; COSTA et al., 2013).
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2.3.3 Estabilidade oxidativa- RANCIMAT

Mas condi¢des de processamento e armazenamento, COMo exposicao a luz, a
altas temperaturas, ao ar atmosféricos e a microorganismos, favorecem a
deterioragdo dos Oleos vegetais. A propria constituicdo dos Oleos, como a
composicdo de &cidos graxos, o grau de insaturacbes, a presenca de pré e
antioxidantes, também afetam a estabilidade oxidativa. Esse processo de
deterioracéo é referido como auto-oxidacdo (OSTROWSKA-LIGEZA et al., 2010).

A auto- oxidacdo de lipidios procede através de um mecanismo radicalar e
envolve trés etapas: iniciagcdo, propagacao e terminacdo. A iniciagdo compreende a
formacdo de um radical livre a partir de uma fonte energética (luz, calor, O,, entre
outros) (OSTROWSKA-LIGEZA et al., 2010; PARDAUIL et al., 2011).

O radical livre formado pela quebra homolitica da ligacdo e muito reativo, pois
possui uma deficiéncia de elétrons na camada de valéncia e procura fazer novas
ligacbes quimicas para se estabilizar. Este radical pode reagir com o oxigénio
atmosférico formando novos radicais livres, principalmente o radical peroxido. A
formacao desses radicais pode ser repetida, em cadeia, por milhares de vezes. O
radical peroxido livre € um forte iniciador de novos radicais livres com a formacgéo de
hidroperéxidos, que sao considerados produtos primarios da oxidacdo, essa é a
etapa de propagacao da auto-oxidacdo (GUNGSTONE, 2004).

Na terminacdo os radicais formados podem se ligar entre si, formando os
mais diversos produtos inativos para a reacdo em cadeia como hidrocarbonetos,
aldeidos, alcoois, ésteres, etc. Estes sdao denominados produtos secundarios da
oxidacdo. Os aldeidos sdo também suscetiveis a oxidacdo e transformam-se em
acidos. Os acidos livres formados a partir de produtos secundarios sao ditos
produtos terciarios da oxidacdo (GUNGSTONE, 2004).

Existem meios de verificar e avaliar o grau de oxidacdo dos 6leos vegetais
sdo eles: indice de peroxidos, analise sensorial, determinacdo de dienos
conjugados, valor de carbonila, andlise de volateis, entre outras. E, existem meios
para determinar a suscetibilidade do 6leo a oxidacdo. Nestes testes a amostra
geralmente é submetida a condicbes que aceleram sua oxidagdo, tais como,
elevacdo de temperatura, adicdo de metais, aumento da pressdo de oxigénio,
estocagem sob luz e agitacdo (ANTONIASSI, 2001; GUNGSTONE, 2004).
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Entre os métodos que avaliam a suscetibilidade do Oleo a oxidacdo, o
Rancimat € um dos mais utilizados. Desenvolvido por Hardon e Zurcher, ele fornece
o indice de estabilidade oxidativa de 6leos vegetais baseando-se no aumento da
condutividade. A analise é realizada da seguinte maneira: um fluxo de ar atravessa o
0leo, que esta numa temperatura entre 100 a 140 °C, e depois borbulha em agua
deionizada; esse ar € capaz de arrastar 4cidos graxos de cadeia curta, produto da
oxidacao lipidica, como o acido férmico, que aumentam a condutividade da agua
(ANTONIASSI, 2001; GUNGSTONE, 2004).

O Rancimat apresenta os resultados em tempo de inducdo, que é o periodo
necessario para que a amostra atinja grau de oxidacao detectavel pelo aparelho.

Quanto maior for o tempo, em horas, mais estavel é amostra (ANTONIASSI, 2001).

2.4 Anédlises térmicas

As andlises térmicas é definida como “grupo de técnicas por meio das quais
uma propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reacdo é
medida em funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto essa substancia é
submetida a um programa controlado de temperatura e sob uma atmosfera
especifica”( IONASHIRO e GIOLITO,1980).

As técnicas termo analiticas mais utilizadas séo: TG (termogravimetria), DTA
(andlise térmica diferencial) seguido de DSC (calorimetria exploratoria diferencial)
(SILVA et al., 2007). No estudo de Oleos vegetais e nas ciéncias farmacéuticas em
geral estas técnicas s&do Uteis na caracterizagdo, avaliagdo de pureza,
compatibilidade de formulacdo farmacéutica, identificacdo de polimorfismo,
estabilidade e decomposicéo térmica de farmacos e medicamentos (OLIVEIRA et
al., 2011).

A TG fornece informacdes com relagéo as variacdes de massa em funcao do
tempo e/ou temperatura sob determinadas condicdes atmosféricas. A DTG € a
derivada primeira da curva TG. Nesta,a perda de massa é observada atraves de
picos, essa representacdo torna o resultado mais facil de ser compreendido
(DECOMUNE, 1999). Na area farmacéutica o uso dessa técnica esta relacionada
com a determinagao de pureza e de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo,
na avaliacdo da estabilidade de farmacos, matérias- primas e medicamentos e em
estudos de cinética de degradacédo (OLIVEIRA et al., 2011).
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A DSC ¢ a técnica de analise térmica, na qual se mede a diferenca de energia
fornecida a substancia e a um material de referéncia (termicamente estavel), em
funcdo da temperatura, enquanto a substancia e o material de referéncia séo
submetidos a uma programacéao controlada de temperatura (SILVA et al., 2007). As
curvas DSC obtidas nesse sistema mostram picos ascendentes que caracterizam
eventos exotérmicos, enquanto os descendentes eventos endotérmico. Na area
farmacéutico seu uso esta relacionado com a caracterizacao térmica e determinacao
da pureza de farmacos, estudos de compatibilidade entre os constituintes da
formulacéo e identificacdo de polimorfismo com determinacdo das entalpias de cada
forma cristalina (BAZZO e SILVA, 2005).

A DTA é a técnica pela qual a diferenca de temperatura (AT) entre a
substancia e o material de referéncia (termicamente estavel) é medida em funcéo da
temperatura, enquanto ambos sdo submetidos a uma programacgéo controlada de
temperatura (OLIVEIRA et al., 2011). A temperatura € medida por termopares
conectados aos suportes metalicos das capsulas de amostra e do material de
referéncia, ambos contidos no mesmo forno. As variagcbes de temperatura na
amostra sdo devidas as transicdes entalpicas ou reacdes endotérmicas ou
exotérmicas. As curvas DTA representam os registros de AT (diferenca de
temperatura) em funcdo da temperatura (T) ou do tempo (t), de modo que os
eventos sdo apresentados na forma de picos. Os picos ascendentes caracterizam 0s
eventos exotérmicos e os descendentes os endotérmicos (SILVA et al., 2007)

As técnicas termo analiticas tem sido usadas em diversas areas, entre elas na
cosmetologia, onde sdo utilizadas, tanto nos estudos de pré- formulacdo, quanto no
controle de qualidade das matérias- primas. Os 6leos fixos e essenciais, gorduras,
ceras e acidos graxos livres sdo matérias-primas amplamente utilizadas na area
cosmética em funcdo de suas caracteristicas de emoliéncia e hidratacdo da pele;
fabricacdo de perfumes ou mesmo como fonte para sintese de outros produtos.
Diversos trabalhos citaram a andlise térmica como método de caracterizacdo, de
avaliacdo do comportamento térmico e da estabilidade, podendo ser empregada no
controle de qualidade de matérias-primas e produtos (COSTA et al., 2013; COSTA
et al., 2013; SILVA et al., 2007).
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3. Cristais liquidos

A pesquisa sobre cristais liquidos comecou em 1888, quando o botanico
austriaco Friederich Reinetzer observou que o material conhecido como benzoato de
colesterila apresentava dois pontos de fusdo. Pouco tempo depois, em 1889, Otto
Lehmann observou que o oleato de aménio e o p-azoxi-fenetol fundiam passando
por um estado intermediario no qual o liquido era birrefrigente. Fundamentado nesta
observacdo, Lehmann conclui que a diferenca entre cristais liquidos e cristais solidos
resumia-se ao grau de fluidez (TYLE, 1989; CIOCA e CALVO, 1990).

Atualmente, sabe-se, que o0s cristais liquidos representam um estado
intermediario entre solidos e liquidos por isso, sdo, também, denominados
mesofases. Sao caracterizados pela perca total ou parcial da ordem posicional
caracteristica dos solidos, porém, mantém a ordem orientacional de suas moléculas.
Apresentam propriedades oticas, anisotropia, birrefringéncia e dicromismo tipicas do
estado cristalino e fluidez do estado liquido. Constituem, portanto, uma fase fluida
ordenada, ou seja, cristais liquidos ou mesofases (TYLE, 1989; CIOCA e CALVO,
1990).

A anisotropia é uma tendéncia direcional de uma propriedade fisica de um
material, ou seja, a variabilidade ou distribuicdo espacial dos objetos de um sistema
ocorre mais intensamente em uma direcdo e menos intensamente em outra dire¢ao
(CAMARGO et al., 2001). A birrefringéncia apresentada pelos cristais liquidos é
resultado de sua anisotropia, esses materiais reagem a polariza¢cdo como um prisma
o faz em relagédo ao comprimento de onda (ZILIO, 2009 ).

O dicromismo ocorre quando um componente de luz polarizada é absorvido
mais fortemente que o outro. Em parte, ele irradia para o cristal liquido quando este
€ iluminado com luz natural. A coloracdo que apresenta quando submetido ao
microscépio polarizado, € resultado da estrutura ordenada das moléculas, que por
sua vez é semelhante aquela dos cristais verdadeiros. Quando a luz é branca, uma
mistura de todas as cores reluz sobre um cristal liqguido, a maioria das cores
consegue atravessa-lo e uma pequena faixa de comprimento de onda é refletida e o
cristal parece com a cor desses comprimentos de onda (CHORILLI, 2007).

Os cristais liguidos séo classificados em termotrépicos e liotropicos. Os
cristais liquidos termotropicos séo induzidos pela mudanga na temperatura, € em

menor grau a pressdo (COLLINGS e HIRD, 1997). Esses foram classificados em
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1922 por Friedel, de acordo com suas propriedades moleculares e ordem posicional,
em trés categorias: esméticos, neméaticos e colestéricos (Figura 2) (BECHTOLD,
2005).

Os cristais nematicos sdo um fluido unidimensionalmente ordenado em que
os longos eixos moleculares estdo, na média, orientados ao longo de um vetor n (0
diretor) (Figura 2A). (COLLINGS e HIRD, 1997; ELY et al.,, 2007). Eles podem
apresentar duas fases nematicas uniaxiais, de acordo com a simetria da molécula
utilizada: nematica uniaxial calamitica ou cilindrica (N¢), no caso de uma molécula
alongada; ou nematica uniaxial discética (Ng), no caso de uma molécula achatada
(em forma de disco)(BECHTOLD, 2005).

Os colestéricos, assim como 0s nhematicos, hdo apresentam ordem posicional
de longo alcance, mas apresentam ordem orientacional. Localmente os colestéricos
se assemelham aos nematicos, a diferenca € que a ordem orientacional, € em uma
escala maior, varia seguindo uma conformacgéao helicoidal, conforme mostra a Figura
2E (COLLINGS e HIRD, 1997).

As fases esméticas séo diferenciadas por apresentarem uma ordem
posicional ao longo de uma dimensdo, onde as moléculas estdo organizadas em
camadas peridédicas com ordem orientacional bem definida no interior das camadas,
o que difere as fases esméticas entre si (COLLINGS e HIRD, 1997). Na fase
esmética A as moléculas estdo orientadas com seu eixo de simetria normal ao plano
das camadas (Figura 2B). J& na fase esmética C, a orientacdo média das moléculas
estd inclinada com um angulo g em relacdo a normal (Figura 2C). Existe ainda a
fase esmética B, que pode ser considerada uma fase cristalina, por apresentar
ordem posicional em trés dimensdes. E por fim a fase esmética C*, esta é composta
por moléculas quirais, a diferenca para a fase esmética C usual, € que existe uma
rotacdo da direcdo de inclinagdo em torno do eixo que coincide com a direcao
normal as camadas, mantendo fixo o angulo q (Figura 2D)(BECHTOLD, 2005).
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Figura 2: Cristais liquidos termotrépicos. A) fase nemética, B) fase esmética A, C) esmética C, D)
esmética C*, E) esmética helicoidal (BECHTOLD, 2005).

Os cristais liquidos liotrépicos (CLL) foram observados pela primeira vez em
1950 por Elliot e Ambrose, eles observaram a formacdo de uma fase liquida
birrefringente dissolvendo-se poli-y-benzil-L-glutamato (PBLG) em cloroférmio
(BECHTOLD, 2005). Essa categoria de cristal liquido conttm no minimo dois
componentes quimicos; o solvente e uma molécula organica. A molécula organica
deve apresentar alguma complexidade, caso contrario o solvente simplesmente
dissolveria a molécula, ndo formando assim nenhuma estrutura, apenas uma
solucdo molecular (HYDE, 2001). Tensoativos apresentam a complexidade
requerida para a formacéo de cristais liquidos liotrépicos. Por apresentarem ambas
as regides lipofilicas e hidrofilicas, quando adicionados em &agua tém sua regiao
hidrofilica hidratada e sua regido lipofilica evitada. Esse comportamento é
responsavel pela auto-organizacdo dessas moléculas, que resulta em estruturas
complexas (LAWRENCE, 1994).

Os CLL sédo classificados em trés tipos béasicos, de acordo com sua
organizacdo molecular, em mesofases lamelar, hexagonal e cubica (TYDE, 1980)
(Figura 3). Esses sistemas podem ser encontrados em diversas regides do
organismo humano, tais como cerébro, musculos, a retina, entre outros. No passado
esses sistemas tinham sua aplicagéo limitada a industria quimica, porém nos ultimos
anos ganhou vastas aplicacdes na sintese de nanomateriais, em reac¢des quimicas,

na recuperacdo de petroleo terciario, na terapia génica e como sistemas drug
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delivery, a literatura relata sua aplicacdo como veiculo de drogas de natureza
lipofilica e hidrofilica (GUO et al., 2010; ZHEN et al., 2011).

A formacdo dos CLL é um processo espontaneo, dependente da
concentracdo de tensoativo no sistema (WANG et al.,, 2006). Devido a natureza
anfifilica as moléculas do tensoativo exibem duas propriedades importantes, diminuir
a tenséo interfacial e a capacidade de autoorganizacdo. O desenvolvimento de uma
solucdo micelar e a posterior organizacdo dessas micelas em fases liquido
cristalinas depende da concentracdo de tensoativo no sistema. A mudanca de uma
solugdo monomolecular para uma solugédo micelar ocorre quando o tensoativo atinge
a concentracdo micelar critica (CMC), nesse ponto comeca a ocorrer a micelizagédo e
0 aumento da concentracdo de tensoativo acima da CMC promove a organizacao
dessas micelas, formando os CLL (LAWRENCE 1994, MALONE et al., 2010).

A formacdo destas estruturas leva em consideracdo a composicdo do
sistema, presenca de sais, de Oleos e de co-tensoativos, assim como a temperatura
e geometria do tensoativo (ALAM e ARAMAKI, 2014). Um modo simples de tratar
com a geometria € usar o conceito de parametro de empacotamento critico (PEC).
O PEC depende da area do grupo polar (cabeca), a0, bem como do volume de sua
parte apolar, V, e o comprimento da cadeia, Lc. O valor de a0 é governado por
forcas hidrofilicas repulsivas atuando entre a cabeca polar e as for¢as hidrofébicas
atrativas atuando na interface agua-hidrocarboneto. Interacdes estéricas cadeia-
cadeia e a penetracdo do 6leo determinam V e Lc. O valor do PEC dado por V/aOLc
determina o tipo de agregado que formard espontaneamente na solucéo
(NAGARANJAN, 2002).

Quando os valores de PEC sao inferiores a 1/3 é provavel que haja formacao
de esferas: tais como micelas e a fase cubica. Os valores de PEC entre 1/3 e Y,
pode-se inferir a possivel formacédo fase hexagonal e valores de PEC Entre “2e 1, é
possivel o desenvolvimento de fase lamelar (Figura 4). Portanto, com aumento da
concentracdo de moléculas anfifilicas, ocorre a transicdo da fase como esta
representado na Figura 4. Dependendo da lipofilicidade do solvente e o EHL do
tensoativo, pode ocorrer a formacdo de fase hexagonal (mais hidrofilico) ou fase
hexagonal reversa (mais lipofilico) (OTTO, 2008).
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Aumento da concentracdo das moléculas de tensoativo
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Figura 3: esquema da transicdo de fase dos cristais liquidos liotropicos a) fase cubica, b) fase
hexagonal e c¢) fase lamelar (adapatado de OTTO, 2008 figuras disponiveis em:
http://lwww.particlesciences.com/news/technical-briefs/2012/cubic-phase-particles-in-drug-

delivery.html, acessado em: fev.2015).
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Figura 4: Influéncia do PEC sobre a formacgéo de sistemas liquido cristalinos, microemulsionados e
micelares (adapatado de BORNE, 2001, figuras disponiveis
em: http://www.particlesciences.com/news/technical-briefs/2012/cubic-phase-particles-in-drug-

delivery.html, acessado em: fev.2015)
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Os cristais liquidos sdo sistemas termodinamicamente estaveis, a distincdo
entre suas fases dos CLL é determinada pelas diferentes organizagdes moleculares.
A fase lamelar é formada por camadas paralelas e planas de bicamadas de
tensoativo separadas por camadas de solvente, formando rede unidimensional
(Figura 3C). Ja na fase hexagonal, os agregados sdo formados pelo arranjo de
cilindros longos, originando estruturas bidimensionais (Figura 3B). Na fase HI (fase
hexagonal normal), as moléculas do tensoativo se agrupam em micelas cilindricas
circulares, com agua preenchendo o volume entre os cilindros, enquanto que na fase
HIl (fase hexagonal reversa), os cilindros contém canais de agua circundados pelas
cabecas polares do tensoativo e a porcao oleosa localizada ao redor dos cilindros
(TYDE, 1980; HYDE, 2001; FORMARIZ et al, 2005).

A fase cubica apresenta estrutura mais complexa e com maior dificuldade de
ser identificada que as demais (Figura 3A). Ela tem arranjo tridimensional e
normalmente é classificada em fase cubica bicontinua (V,) e fase cubica micelar. A
primeira consiste no dominio continuo de agua dividindo-se em duas bicamadas
continuas de tensoativo; a segunda é a cubica micelar (1), que consiste em micelas
de tensoativo arranjadas em forma cubica e separadas por uma fase aquosa
continua. Com base em estudos de cristalografia de raios-X, a fase cubica
bicontinua pode ser diferenciada em trés fases: a dupla de diamantes trelica (Pn3m,
Q224), a fase cubica de corpo centrado (Im3m, Q229) e da rede Gyroid (Ia3d, Q230)
(GUO et al., 2010; CHEN et al., 2014).

Nas ultimas décadas houve um aumento do interesse no emprego de cristais
liguidos como sistemas drug delivery. Isso porque essas estruturas oferecem
diversas vantagens a formulacdo: aumentam a estabilidade de emulsdes, promovem
liberacdo controlada de substancias ativas; protegem substancias incorporadas em
suas matrizes da degradacao térmica ou fotodegradacdo, sendo utilizados como
excipientes para proteger 6leos, vitaminas e antioxidantes; promovem aumento da
retencdo de &gua no estrato corneo, proporcionando aumento na hidratacdo
cutanea; sdo capazes provocar mudancas na estrutura do estrato cérneo, facilitando
a difuséo dos ativos veiculados (BRINON et al., 1999; MORAIS et al, 2008).
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3.1 Caracterizacao fisico-quimica dos sistemas liquido- cristalinos

A identificacdo das mesofases € realizada com auxilio da microscopia de luz
polarizada. Outras técnicas, como espalhamento de raios- X a baixo angulo (SAXS),
espalhamento de néutrons a baixo angulo (SANS), medidas reoldgicas, microscopia
eletrdbnica de transmissdo e ressonancia magnética nuclear, também s&o
frequentemente utilizados para caracterizacdo fisico-quimica destas estruturas
(TYLE, 1989; CIOCA e CALVO, 1990, CHORILLI et al., 2009).

3.1.1 Microscopia de luz polarizada

A microscopia de luz polarizada esta entre as técnicas mais utilizadas na
identificag8o dos cristais liquidos. Sob um plano de luz polarizada, uma substancia
pode ser classificada como anisotrépica ou isotrépica. A amostra € anisotrépica se
for capaz de desviar o plano de luz incidente, como é o caso dos arranjos hexagonal
e lamelar, ou isotropica, se ndo desviar a luz, como é o caso do arranjo cubico. O
arranjo hexagonal é revelado pela presenca de estrias quando o plano de luz
polarizada incide sobre a amostra. O arranjo lamelar apresenta-se com varias
camadas (lamelas) sobrepostas, formando estruturas denominadas “cruzes-de-
malta” (HYDE, 2001; CHORILLI et al, 2009).

3.1.2 Reologia

A reologia estuda a deformacéo e o escoamento de materiais, ou seja, modo
como o0s materiais respondem a aplicacdo de uma tensdo (BARNES, 2000). A
caracterizacao reoldgica dos sistemas liquido cristalinos fornece informacfes sobre
o nivel de complexidade interna das mesofases. Assim, a grosso modo, pode-se
dizer que a fase lamelar apresenta-se como um liquido viscoso, a fase hexagonal
tem viscosidade aparente de um gel e a fase cubica é altamente viscosa (TIDDY,
1980; HYDE, 2001).

Os fluidos séo classificados de acordo com seu comportamento reolégico por
meio da analise da relacéo entre tensédo de cisalhamento e a taxa de deformacéo,
para condicbes de temperatura e pressédo conhecidas. Quando uma forca é aplicada

a um fluido, diferentes padroes de resposta ocorrem e dependendo do
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comportamento desse fluido, ele pode ser classificado como fluido newtoniano e
nao-newtoniano (BARNES, 2000).

Os fluidos newtonianos séo aqueles onde embora a viscosidade possa variar
com a pressao ou a temperatura, ndo variam com a taxa de deformacdo ou com o
tempo (Figura 5). Os 0leos vegetais e a agua sdo exemplos de fluidos newtonianos
(BARNES, 2000). Os fluidos ndo newtoniano sao caracterizados por uma relacao
nao linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformacédo (BARNES, 2000;
LEE et al., 2009).

Os fluidos ndo-newtonianos podem ainda ser classificados em fungcao da sua
dependéncia do tempo (Figura 5). Aqueles fluidos que n&o variam em funcdo do
tempo séo classificados como pseudoplasticos, dilatantes e plastico de Bingham. Os
fluidos dependentes do tempo sdo denominados tixotrépicos e reopéticos
(CHHABRA, 2010).

Os fluidos pseudoplésticos representam a maior parte dos fluidos nao-
newtonianos (TONELI et al., 2005). Eles séo caracterizados pela diminuicdo de sua
viscosidade aparente com o aumento da taxa de cisalhamento. Os plasticos de
Bingham caracterizam-se por apresentarem uma tensdo inicial ou residual,
necessaria para induzir o fluxo. Os fluidos dilatantes sdo reconhecidos quando héa
aumento da viscosidade aparente em frente ao aumento da taxa de deformacgéo
(BARNES et al., 1993).

Os fluidos tixotropicos e reopéticos sdo dependentes do tempo (Figura 5). O
primeiro caracteriza-se por apresentar um decréscimo na viscosidade aparente com
o tempo de aplicacdo da tensdo. No entanto, apdés o repouso, tendem a retornar a
condicdo inicial de viscosidade. O grau de tixotropia € avaliado pela area resultante
entre a curva ascendente e descendente do reograma, denominada histerese (LEE
et al., 2009). Os fluidos reopéticos caracterizam por presentarem aumento da
viscosidade quando é exercida sobre eles uma taxa de deformacdo, tal como os
tixotrépicos quando essa forca é retirada eles tendem a voltar ao estagio inicial
(CHHABRA, 2010).
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Figura 5: Representagéo grafica dos fluidos newtonianos e ndo- newtonianos (CHHABRA, 2010).

Em vista de tudo que ja foi exposto, pode-se afirmar que o estudo reoldgico
dos produtos farmacéuticos € importante desde a fase de desenvolvimento
farmacotécnico até a liberagdo do ativo no organismo vivo (LEE et al., 2009).
Pianoviski et al (2008) realizaram estudos reoldogicos em suas formulacdes a bases
de dleo de pequi a fim de avaliar a estabilidade fisica do material e avaliar seu
comportamento reolégico quanto a pseudoplasticidade e a tixotropia, ja que estas
sdo caracteristicas vantajosas para emulsdes cosméticas. Ferreira e Rocha Filho
(2011), assim como Morais et al (2008) utilizaram a mesma metodologia, com a
intencdo de obter as mesmas informacgfes. Em frente ao exposto observa-se que a

reologia é de grande utilidade para as ciéncias farmacéuticas.



42

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar sistemas liquidos cristalinos contendo 6leo de acai como
fase oleosa, com a finalidade de emprega-los como sistema de liberacdo prolongada

de farmacos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de acai- determinacdo dos indices de iodo,

acidez, saponificacdo, refracédo e densidade;

Avaliacao por espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR);

Determinacéo do perfil de acidos graxos do 6leo de acai;

Avaliacdo da estabilidade oxidativa do 6leo de acai-Rancimat;

Andlise térmica do Oleo de acai;

e Estudos de pré-formulacéo do 6leo de acai;

Construcao do diagrama de fases;

.

e Caracterizacdo das estruturas liquido- cristalinas por microscopia de luz
polarizada (MLP) e reologia;

e Estudo de estabilidade fisica dos sistemas liquido cristalinos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.3 Material vegetal

O 6leo de acai foi adquirido da empresa Beraca Sabara, situada no municipio
de Santa Barbara do Oeste, S&o Paulo. Foi adquirido 1 Kg de dleo, este foi
fracionado em frascos ambar em quantidades de 150 mL e hermeticamente
fechados, armazenados sob atmosfera inerte de nitrogénio sob temperatura de 25
+2°C.

O tensoativo utilizado nas formulacdes foi o PPG- 5- ceteth-20, alcool cetilico
etoxilado (20 6xidos de etileno) e propoxilado (5 6xidos de propileno), conhecido
comercialmente como Procetyl AWS® e comprado através da empresa Mapric
(Croda 2002).

4.2 Métodos

4.2.1 Controle de qualidade microbiolégico do 6leo de acai

4.2.1.1 Determinacdo da presenca de microorganismos mesoéfilos na amostra

O teste de contagem geral de microorganismos foi realizado conforme a
Farmacopéia Brasileira parte |1 (2005) e Pinto et al. (2003), utilizando o método de

pour -plate.

4.2.1.1.1 Preparo da Amostra

A amostra de 6leo de acai, previamente solubilizada em Tween® 80
(LabSinth) , foi diluida em caldo peptona caseina soja (Kasvi) nas diluicbes de 1/10,
1/100 e 1/1000.

4.2.1.1.2 Determinacao da presenca de bactérias

Para a execucdo do método de determinacdo da presenca de bactérias,
adicionou-se 1mL da amostra e 20mL do meio de cultura seletivo para bactéria, agar

nutriente (Kasvi) liquefeito a £ 45°C, estéril, em placas petri (100x 200mL). Foram
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preparadas trés placas de petri para cada diluicdo, 1/10, 1/100 e 1/1000, incubadas
a 37° numa estufa estufa incubadora Quimis (modelo Q316m4) por 4 dias e

observado a presenca ou nao de crescimento bacteriano.

4.2.1.1.3 Determinacao da presenca de fungos

Para a execucdo do método de determinacdo da presenca de fungos
adicionou-se 1mL da amostra e 20mL do meio de cultura seletivo para fungos agar
sabourand dextrose (Kasvi) liquefeito a = 45°C, estéril, em placas petri (100x
200mL). Foram preparadas trés placas de petri para cada diluicdo, 1/10, 1/100 e
1/1000, incubadas numa estufa incubadora Quimis (modelo Q316m4) a 37° por 7

dias, e observado se houve crescimento bacteriano.

4.2.1.2 Pesquisa e identificacdo de microorganismos patégenos nas amostras

Os testes de pesquisa de microorganismos patdogenos foram realizados
conforme descrito na Farmacopéia Brasileira parte | (2005) e Pinto et al. (2003), pelo
método de semeadura em meio sélido por estrias em superficie, com auxilio do
swab.

Inicialmente foi realizada a diluicdo 1/10 da amostra misturada com Tween®
80 em caldo peptona caseina soja (Kasvi); mantida em incubadora a 37°C por 24
horas. ApGs esse periodo a amostra foi semeada em meios especificos para
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, como descrito

a sequir.

4.2.1.2.2 Staphylococcus aureus

A pesquisa de S. aureus foi realizada da seguinte maneira: transferiu-se, com
auxilio do swab a amostra teste enriquecida no caldo peptona caseina soja, para
uma placa de petri que contém o meio de crescimento agar sal manitol- vermelho de
fenol (Kasvi), usando o método de estrias em superficie. A placa foi incubada em

uma estufa incubadora Quimis (modelo Q316m4) a 37° C durante 48 horas.
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4.2.1.2.3 Pseudomonas aeruginosa

A pesquisa de P. aeruginosa foi realizada da seguinte maneira: transferiu-se,
com auxilio do swab, a amostra teste enriquecido no caldo peptona caseina soja,
para uma placa de petri contendo o meio de crescimento agar cetrimida (Kasvi),
usando o método de estrias em superficie. A placa foi incubada a 37° C em uma

estufa incubadora Quimis (modelo Q316m4) durante 48 horas.

4.2.1.2.4 Escherichia coli

A pesquisa de E. coli foi realizada da seguinte maneira: transferiu-se, com
auxilio do swab, a amostra teste enriquecido no caldo peptona caseina soja, para
uma placa de Petri contendo o meio de crescimento agar Mac Conkey (Kasvi),
usando o método de estrias em superficie. A placa foi incubada a 37° C durante 48
horas.

Todos os testes microbiolégicos foram realizados em vidrarias esterilizadas
em autoclave e todos os procedimentos foram feitos em uma capela de fluxo laminar
(Fluxo —BIO SEG 09. GRUPO VECO).

4.2.2 Caracterizacao fisico- quimica, perfil de acidos graxos, analise na regiao
do infravermelho (FT-IR) e comportamento térmico do Gleo de acai

4.2.2.1 Caracterizacao fisico- quimica do 6leo de acai

4.2.2.1.1 indice de acidez

O indice de acidez do 6leo de acai foi determinado segundo o protocolo da
American Oil Chemists’s Society AOCS Cd3d-63.

O procedimento consistiu em pesar 0,2g da amostra em um frasco
erlenmeyer de 125mL e 50mL de uma solucdo éter etilico: etanol etilico (1:1),
previamente neutralizada com KOH 0,1N. Em seguida foram adicionadas 2 gotas de
fenolftaleina e a solucdo foi titulada com KOH 0,1N, até coloracdo résea, que
permaneceu por aproximadamente 30 segundos o indice de acidez foi calculado
com auxilio da Equacéao 1.
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Equacéo 1:
IA=5,61n/m

Onde IA é o indice de acidez, n € o volume de hidréxido de potassio 0,1N

gasto na titulagdo e m a massa da amostra.
4.2.2.1.2 indices de saponificacéo e de iodo

Os indices de saponificacdo e de iodo foram determinados pelo método
indireto, de acordo com os protocolos AOCS Cd 1lc- 85 e AOCS Cd 3a- 94,

respectivamente.

Seguindo o método AOCS Cd 1c- 85, o indice de iodo foi calculado da
seguinte maneira (Equagéo 2):

Equacéo 2:
indice de iodo = (% acido palmitoleico x 0,950) + (% acido oleico x 0,860) + (% &cido

linoleico x 1,732) + (% acido linolénico x 2,616)

Seguindo a AOCS Cd 3a- 94, o indice de saponificacdo foi calculado através
da equacao matemética abaixo:
Equacéo 3:

_ 3%x56,1x1000
~ PMx3492,09—(3x18)

l.S.

Onde:

PM= peso molécula (ou massa molar) médio dos acidos graxos (g/mol);
3= numero de acidos graxos por triacilglicerol;

56,1= peso molecular do KOH (g/mol);

1000= conversao de g para mg;

92,09= peso molecular do glicerol (g/mol);

18= peso molecular da agua.
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4.2.2.1.3 Densidade Relativa

A densidade do Oleo de acai foi determinado a temperatura ambiente de
24°C, através do método do picndmetro. O picnométro com capacidade de 5mL,
previamente calibrado, limpo e seco.

A quantidade de 5mL da amostra foi transferida para o picnométro, caso
necessario foi retirado o excesso de amostra, e conferido a temperatura. A massa da
amostra foi obtida através da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. A
densidade relativa é igual a razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da
agua, ambas na mesma temperatura. A densidade foi calculada com auxilio da
Equacdo 4. O ensaio foi feito em triplicata. A determinacdo da densidade foi
realizada conforme a metodologia proposta pela Farmacopéia Brasileira (2010).
Equacéo 4:

Densidade relativa a 25°C = A — B/C,

Onde A refere-se a massa do picnométro com 6leo; B a massa do

picnometro vazio e C € a massa da agua a temperatura de 24°C.
4.2.2.1.4 indice de refracéo

Para a determinacéo do indice de refracdo utilizou-se o refratbmetro de Abbé,
marca Jena acoplado a um banho térmico (Thermo Haake) com temperatura
controlada. A leitura foi feita na temperatura de 29,7°C, obedecendo o protocolo
AOCS Cc7-25.

4.2.2.2 Determinagdo do perfil de &cidos graxos do Oleo de acai por
cromatografia gasosa

A composicdo de acidos graxos foi determinada pela conversdo de acidos
graxos em ésteres metilicos (FAMES). Os acidos graxos foram convertidos no seu
ester metilico correspondente por meio de saponificacdo e esterificacdo com KOH
em metanol (0,1mol/L) e acido cloridrico em metanol (0,12mol/L) (RODRIGUES et al,
2010). Os FAMEs foram detectados utilizando cromatografia gasosa (Varian modelo
CP 3380) equipado com um detector de ionizagdo de chama e com uma coluna
capilar CP-Sil 88 (comprimento 60 m, diametro interno 0,25 mm, espessura 0,25
mm; Varian Inc., EUA). As condi¢cdes de operacao foram: hélio como gas de arraste

com vazéao de 0,9 mL / min, um detector FID a 250 ° C, um injetor (split raz&o de
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1:100) a 250 ° C, um volume de injecdo de 1 uL. A temperatura programada da
coluna: 4 min a 80 ° C e um aumento subsequente a 205 ° C a 4 ° C/ min. Os picos
de acidos graxos individuais foram identificados por comparacdo dos tempos de
retencdo com os de misturas conhecidas de padrao de acidos graxos. Os resultados

foram expressos em porcentagem relativa do total de 4cidos graxos.
4.2.2.3 Espectroscopia na regido do infravermelho do 6leo de acgai

A espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho do 6leo de acai foi
realizada em um espectrofotdbmetro com transformador de Fourier (Shimadzu
Corporation IR Prestige 21 Cat. No. 206-73600-36- Kyoto-Japan) utilizando discos
de KBr na regiao espectral de 4000 a 500 cm-1(COSTA et al., 2013).

4.2.2.4 Estabilidade oxidativa do 6leo de acai- Rancimat

O indice de estabilidade oxidativa (OSI) foi avaliado por um Rancimat 743
Metrohm (Herissau/ Suica), a 100°C sob fluxo de ar de 20L/ h, utilizando- se 5g de
0leo, seguindo o método AOCS Official Method Cd 12b-92.

4.2.2.5 Analises térmica do 6leo de acai

O Oleo de acai foi submetido as analises termoanaliticas TG
(termogravimetria), DTA (anélise térmica diferencial) e DSC (calorimetria diferencial
exploratoria). A TG e a DTA foram realizadas simultaneamente em um analisador
térmico Shimadzu® (modelo TGA: 50) o DSC foi realizado em um Shimadzu DSC-
60.

As analises foram realizadas nas seguintes condi¢cfes: foram pesados de 5 a
10 mg da amostra em um cadinho de aluminio, para as analises de DSC esses
cadinhos foram hermeticamente fechados. As andlises foram realizadas em
atmosfera de nitrogénio (50mL/ min) e razdo de aguecimento de 10°C/ min numa
faixa de temperatura de 25 a 550°C. Os calculos de perda de massa e variacdo de
entalpia foram realizados com auxilio do programa TA 60w Shimadzu® (NUNES et
al., 2009; COSTA et al., 2013).
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4.2.3 Estudos de pré-formulacao

A caracterizacdo do Procetyl AWS® e da mistura com o 6leo de acai por
espectroscopia (IV) na regido do infravermelho e calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) foi realizada da seguinte maneira: o IV e as nélises térmicas foram feitas nas
mesmas condi¢des relatadas nos itens 4.2.1.3 e 4.2.1.5, respectivamente ( Silva
Junior, 2000; Costa et al., 2013).

A mistura binaria consistiu na combinacdo do 6leo de acai e procetyl na
proporcdo de 1:1. As andlises em IV foram realizadas nas condi¢gfes citadas no
ponto 4.2.1.1.

As analises em DSC foram realizadas nas seguintes condicdes: 25°C a 550
°C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50,00 mL/min) e razdo de aquecimento de

5 °C/min, usando cadinho de aluminio (Costa et al., 2013).

4.2.4 Obtencéao e Carcaterizacdo dos sistemas liquido cristalinos

4.2.4.1 Construcao do diagrama ternario Procetyl AWS®/ agua/ 6leo de acai

O diagrama ternario foi construido a partir do 6leo de acai, Procetyl AWS® e
agua, variando-se a concentracdo de tais substancias de 10 em 10%, totalizando o
namero de 36 formulacfes, a Figura 6, mostra o diagrama ternario, onde o ponto P,
representa uma formulacdo com 50% de 6Oleo de acai, 30% de Procetyl AWS® e
20% de agua e a Tabela 1 mostra as concentracdes de todas as 36 formulacdes
(SILVA JUNIOR, 2000).

Agua

Tensoativo

Figura 6: Diagrama ternario agua/Procetyl AWS®/ éleo de acai



5

o

Tabela 1: Concentra¢des das amostras no diagrama ternario

Formulacéo Oleo % Tensoativo Agua %
%

2 70 20 10

4 60 30 10

6 60 10 30

8 50 30 20

10 50 10 40

12 40 40 20

14 40 20 40

16 30 60 10

18 30 40 30

20 30 20 50

22 20 70 10

24 20 50 30

26 20 30 50

28 20 10 70

30 10 70 20

32 10 50 40

34 10 30 60

36 10 10 80
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As formulagBes foram preparadas pelo método da inversdo de fases: a
mistura de Oleo e tensoativo foi aguecida em banho-maria a temperatura de 70-
75°C, na qual foi adicionada agua recém destilada aquecida na mesma temperatura.
O sistema foi agitado manualmente, com auxilio de um bastdo de vidro até o
resfriamento. As formulagBes foram avaliadas macroscopicamente apos 24h de
preparo (Silva Junior, 2000; Morais et al., 2008).

4.2.4.2 Caracterizagcédo dos sistemas liquido cristalinos por microscopia de luz
polarizada

A microscopia de luz polarizada € uma técnica rapida e de facil acesso para a
identificagdo dos arranjos liquidos cristalinos. A andlise foi realizada apés 24 horas
do preparo das formulacbes com auxilio do modelo Leica Leitz DM RXE, com
capturador de imagens Moticam 2000. O procedimento adotado foi o seguinte:
adicionar em uma lamina uma aliquota da formulacdo e cobri-la com uma laminula,
apos esse procedimento a lamina foi submetida & analise de microscopia polarizada.
As amostras foram analisadas sob lentes de aumento de 5, 10 e 20 vezes (Silva
Janior, 2000).

4.2.4.3 Determinagcdo do comportamento reolégico

As andlises reoldgicas foram realizados em um reométro Brookfield, modelo
R/S plus Rheometer , Spindle placa- placa Rp3- 25, Gap de 1mm ( Lauda Re 2006).
Aproximadamente 0,5 g de amostra a 25°C (FERRARI e ROCHA- FILHO, 2011). As
medidas foram feitas a velocidades de rotacdo progressivamente mais altas (1-100
rpm) para obter-se a curva ascendente, e o procedimento foi repetido no sentido
inverso com velocidades progressivamente mais baixas (100—1 rpm) para obter-se a
curva descendente.

Todos o0s experimentos foram realizados em triplicata. As curvas
ascendentes de fluxo foram analisadas segundo o modelo de Ostwald-De-Walle (Lei

da Poténcia) -segundo equacdao 5:
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Equacéo 5:
T= k .Yn
Onde:

T= tensdo de cisalhamento;

k indice de consisténcia

y = gradiente de cisalhamento;

n = indice de fluxo.

4.2.5 Estudos de estabilidade dos sistemas liquido cristalinos
4.25.1 Testes de estabilidade preliminares (TEP)

Os sistemas liquidos cristalinos, apds vinte quatro horas de sua manipulacéo
foram submetidos a testes de estabilidade preliminares (FERRARI e ROCHA-FILHO,
2011)

ApOs 24 horas aproximadamente 5g das amostras foram pesadas e
centrifugadas numa rotacdo de 3000 rpm por 30 minutos (FERRARI e ROCHA-
FILHO, 2011).

As amostras que ndo separaram de fase foram submetidas a condi¢des estresse
em diferentes temperaturas. Onde aproximadamente 50g de cada formulacdo
armazenadas durante um més nas seguintes condic¢des:

e Temperatura ambiente 25+ 2°C (controlada diariamente através de um

temometro Equiterm max- mi Thermohygro);

e Geladeira 4+ 2°C (Venex Eletrodomestic LTDA);

e Estufa 45°C £ 2°C (Estufa 502 Fanem SP- BR).

As formulacdes foram submetidas as temperaturas citadas por um periodo de
trinta dias e as analises realizadas no 1°, 7° e 30° dias.

As analises relizadas foram a determinacao do pH, reologia e microestrutura do
cristal liquido.

Os valores de pH foram determinado com auxilio de um potenciometro-
HANNA Instruments (modelo H1221) inserindo-se o eletrodo diretamente na diluigéo
aquosa 1:10 (p/p) das amostras (PIANOSVIKI et al., 2008). Este teste foi realizado

em triplicata.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Controle de qualidade microbiol6gico do 6leo de agai

5.1.1 Determinacédo da presenca de microorganismos mesofilos e patégenos
na amostra

A andlise microbiolégica da matéria- prima vegetal € um modo de avaliar as
condi¢cbes de coleta, extracdo e estocagem pelo qual o vegetal foi submetido, uma
vez que esses processos podem ser porta de entrada para microorganismos nao
patogénicos e patogénicos (BUGNO et al., 2005). Microorganismos fermentadores,
como os fungos, microorganismos patogénicos como o0 Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, entre outros, podem alterar as
caracteristicas fisico- quimicas dos Oleos, além de provocar danos em seus
usuarios, como impetigo, foliculite, pneumonia, conjuntivite, entre outras
(RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2013)

Os aspectos regulatérios sobre os limites maximo de microorganismos na
material- prima vegetal tém variacées entre 0s paises e por vezes dentro do préprio
pais. Contudo os testes utilizados de controle de qualidade microbioldgico do
material vegetal normalmente segue as especificacdes para produtos ndo- estéreis
(SILVA JUNIOR et al., 2011). A Farmacopeia Brasileira exige a auséncia de S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa e Salmonella. Além de requisitar limites de 10°
UFC/mL de fungos e leveduras, 10° UFC/mL de enterobactaérias e bactérias gram-
negativas e 10° UFC/mL de bactérias aerdbias.

As analises de cotrole de qualidade microbiologico do 6leo de acai revelou
gue este ndo esta contaminado, pois nao foi observado crescimento microbiologico

de nem a presenca de microorganismos patdgenos Figuras 7 e 8.
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(1) (2)

Figura 7: Avaliacédo da presenca de bactérias (1) em amostras do 6leo de acai e fungos (1) no 6leo
de acai. 1- (A) 1/10 (B) 1/100; (C) 1/1000 e (D) controle: caldo TSB, meio &gar nutriente e Tween®
80. 2- (A) Controle; amostra diluida (B) 1:1000; (C) 1:100 e (D) 1:10.

>

Figura 8: Avaliacdo da presenca de microorganismos patogénicos em amostras do 6leo de agai. (A)
S. aureus; (B) P. aeruginosa e (C) E. coli.
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5.2 Caracterizacao fisico- quimica, perfil de acidos graxos e comportamento
térmico do Oleo de acai
5.2.1 Caracterizacéo fisico-quimica do 6leo de acai

A caracterizacao fisico-quimica dos 6leos vegetais fornece dados importantes
a respeito da natureza destes, esses procedimentos podem ser realizados com
auxilio de equipamentos caros e sofisticados, como exemplo,os espectrofotometros
e cromatografos. Porém existem andlises quimicas tradicionais realizadas
normalmente por meio de titulacbes, estas apesar de requerer uma grande
quantidade de material quimico e méo de obra dentro do laboratério, fornecem
dados muito importantes sobre a natureza e controle de qualidade do 6leo em
guestdo (GUNGSTONE, 2004), como os mostrados pela Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas fisico- quimicas do 6leo de acai

Parametros Media
indice de acidez mg KOH/ g 3,66
indice de iodo gl/100g 71
indice de refragéo 1,46
Densidade g/mL a 24°C 0,952
indice de saponificacdo mg KOH/ g 199

O indice de acidez € um dos mais importantes parametros de qualidade do
Oleo vegetal, ele reflete o grau de rancidez hidrolitica resultado da deterioracdo dos
triacilglicerois, que resulta no aumento de acidos graxos livres ocasionando
mudancas sensoriais no Oleo, como diferencas na cor e no odor, e
consequentemente nos produtos derivados deste Oleo (FERREIRA et al., 2008;
NEDHI, 2013; SILVA et al, 2009; WALIA et al., 2014).

O valor do indice de acidez do 6leo de acai foi de 3,66 mg de KOH/ g de dleo.
Segundo a RDC 270 da ANVISA, é recomendado valores abaixo de 4 mg de KOH/g
para oOleos vegetais. Alguns fatores podem favorecer o aumento do grau de rancidez

hidrolitica, sdo eles: temperatura, ar atmosférico, luz e amadurecimento do fruto.
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Armazenar o 6leo de maneira correta para evitar sua deterioracdo ocasionada por
estes fatores ajuda a aumentar a vida de prateleira do produto (MORETTO e FETT,;
1998). Mesmo assim, Oleos vegetais extraidos de polpa, tal como o 6leo de acai,
apresentam maiores taxas de &cidos graxos livres porque a polpa apresenta
enzimas lipoliticas que aceleram a degradacdo dos triacilgliceréis (COIMBRA e
JORGE, 2011).

O indice de iodo, indice de refracdo e a densidade dos 6leos vegetais sdo
parametros fisicos influenciados pelo grau de insaturacdo dos acidos graxos. O valor
de iodo significa a média dos acidos graxos insaturados presentes nos Oleos
vegetais. No 6leo de acai o indice de iodo é de 71gl°/100g, valor semelhante aos
6leos extraidos da polpa de macatba 76 gl%/100g e do caroco do bacuri 74,04 gl*/
100g (SILVA et al.,, 2009; COIMBRA e JORGE, 2011; WALIA et al.,, 2014). A
densidade e o indice de refracdo do oOleo de acai foi 0,950g/mL e 1,46,
respectivamente, valores semelhantes aos encontrado por Pacheco- Palencia et al
(2008a) e Silva e Rogez (2013.)

O valor de saponificacdo é a medida do peso molecular médio dos acidos
graxos presentes no 6leo. Esse parametro fornece informacdes importantes a
respeito de adulteracdes dos Oleos vegetais, quando estes sdo misturados com
matéria insaponificavel, como 6leo mineral. O valor de saponificacdo do 6leo de acai
foi de 199 mg KOH/g. Valor similar aos indices de saponificacdo dos 6leos de
girassol (188,98 mg KOHY/qg), 6leo de oliva (191,93mg KOHY/g) e buriti (192mg KOH/q)
(SILVA et al., 2008; NEHDI, 2013; WALIA et al., 2014).

5.2.2 Determinacdo do perfil de acidos graxos do 6leo de acai por

cromatografia gasosa

A analise da composicao de acidos graxos por cromatografia gasosa constitui
um mecanismo importante para avaliar a autenticidade dos Oleos vegetais. Estes
sé@o acidos monocarboxilicos com cadeias de 8 a 24 atomos de carbonos e varios
graus de insaturagfes. Conforme a espécie oleaginosa, variacdes na composicao
quimica do Oleo vegetal sdo expressas por variagbes na relagdo molar entre os
diferentes acidos graxos presentes na estrutura do triacilglicerol (MORETTO; FETT,

1998). Por isso, a determinacdo do perfil de acidos graxos pode ser visto como o
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principal pardmetro de autenticidade do O6leo vegetal e este procedimento €
geralmente realizado por meio de cromatografia gasosa (GUNGSTONE, 2004).

A Tabela 3 apresenta a composicéo e a Figura 9 apresenta o perfil de acidos
graxos presentes no Oleo de acai. Como foi observado em outras pesquisas,
(ROGEZ, 2000; MANTOVANI et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2008; PACHECO-
PALENCIA et al., 2008a) o 6leo de acai apresenta cerca de 70% de acidos graxos
insaturados, esses sao representados principalmente pelo acido oleico (47,58%),

acido linoleico (13,58%) e acido palmitoleico (6,9).

Tabela 3: Composicdo de acidos graxos do 6leo de Euterpe oleracea Mart. por cromatografia gasosa

Acidos graxos Oleo de acai Oleo de oliva* | Oleo de abacate**
Acido oleico 18:1 47 58% 55,5-83% 45,7%

Acido linoleico 18:2 13.58% 3.5-21% 15,4%

Acido palmitico 16:0 24.06% 7.5- 20% 28,1%

Acido palmitoleico 16:1 6.94% 0,3-3.5% 9,1%

Acido miristico14:0 1,75% ) -

Acido laurico 12:0 4,77% ) -

Tracgos - - -

*Brasil (1999)
** Rogez (2000)

Alguns pesquisadores (ROGEZ 2000; NASCIMENTO et al., 2008; SILVA e
ROGEZ, 2013) compararam o perfil de acidos graxos do 6leo de acai com o perfil
dos 6leos de oliva e de abacate. Estes sao dois produtos vegetais muito apreciados
no mercado, utilizados na industria de alimentos e de cosméticos na forma in natura
e como matéria- prima.

Tal como os 6leos de abacate e de oliva o 6leo extraido da polpa do acai
também apresenta grande potencial de emprego em produtos cosméticos,
farmacéuticos e alimenticios (FERRARI e ROCHA- FILHO, 2011). Além de servir

como matéria- prima o Oleo apresenta um leque de atividades farmacologicas ja
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avaliadas em outros trabalhos, tais como antiiproliferativa, anti-inflamatéria, anti-
oxidante e hipocolisterilémica (SHAUSS et al., 2006b; BORGES et al., 2011; KANG
et al., 2012).

acido oleico

acido
palmitico

acido

laurico L.
acido

palmitoleico

[ acido E i
I L I

! miristico acido
linoleico

Figura 9 : Perfil de &cidos graxos do 6leo de agai
5.2.3 Espectroscopia naregido do infravermelho do 6leo de acai

A espectroscopia na regiao do infravermelho tem o objetivo de identificar ou
mesmo determinar 0os grupos funcionais caracteristicos dos compostos organicos,
propiciando um conhecimento preliminar da sua estrutura quimica. A constituicdo
quimica dos Oleos vegetais, em geral, € muito parecida. Estes sdo compostos,
principalmente por triacliglicerois, tri-estéres formados pela ligacdo do glicerol com
trés moléculas de acido graxo (FONSECA e YOSHIDA, 2009; JADVNIA et al., 2013).

O espectro do 6leo de acai, apresentado na Figura 10, revelou uma banda em
3476 cm™ que corresponde as vibracdes de grupamentos hidroxilas. Um estiramento
em 3012 cm™ caracteristica das vibracdes de grupamentos CH com duplas ligacdes,

sugestivo de cadeias insaturadas de acidos graxos. Um estiramento em 2935 cm™
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que corresponde a ligacdo CH, dando diagnéstico de cadeias carbbnicas alifaticas
saturadas. Uma banda de alta intensidade em 1750 cm™ corresponde a grupos
carbonilas, presentes em acidos carboxilicos e ésteres (FERREIRA et al., 2012;
JAVDINIA et al., 2013; COSTA et al., 2013). O estiramento em 1162 cm™, segundo
Fonseca e Yoshida (2009), sugere as ligacBes ester presentes nos triacilgliceréis
(Tabela 4).

120 S
110 S
100 -
3476

90 H

80

Transmitancia (%)

70

3012

60 1 2834
1448

2935 1750 1162

50 y T T T T | T T T T y T ' T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de ondas (cm™)

Figura 10: espectro da regido do infravermelho do 6leo de acai
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Tabela 4: Bandas de absorcéo na regiao do infravermelho, correspondente ao 6leo de acai.

Faixa de Tipo de ligacao
absorcdo (cm™)

3476 OH

3012 CH

2935 CH

1750 C=0
1448 -C=C-
1162 C-O

5.2.4 Estabilidade oxidativa do 6leo de acai- RANCIMAT

A estabilidade oxidativa é um pardmetro global de qualidade de Oleos
vegetais. A partir da curva de condutividade (us) vs tempo obtém-se um ponto que
corresponde ao indice de estabilidade oxidativa ou o periodo de inducdo, esse
periodo foi de 11,79 h para o 6leo de acai (Figura 11), de acordo com a ANP
N0.14/2012 o 6leo de acai tem um tempo de indugdo aceitavel, que deve ser de no
minimo 6 horas. Abaixo desse pondo praticamente ndo existe formacdo de
compostos provenientes da oxidacdo, enquanto que acima do mesmo ocorre rapido
aumento da taxa de oxidacdo, do indice de peréxidos, da absorcao de oxigénio e da
formacao de volateis (ANTONIASSI, 2001). Os principais produtos resultantes da
oxidacdo de 6leos vegetais sdo os acidos organicos, principalmente o acido féormico,
acido acético, acido caproico, acido propriénico, acido butirico e acido valérico
(DEMAN et al., 1987).

A suscetibilidade dos o6leos vegetais de sofrer oxidacdo depende de varios
fatores, os mais importantes séo: grau de instauracao, luz, temperatura, presenca de
antioxidantes e de pré-antioxidantes (clorofila e metais), enzimas e microorganismos.
Com excecdo dos antioxidantes, eles protegem os acidos graxos da deterioracao
lipidica (LEONARDIS e MACCIOLA, 2012), todos esses fatores contribuem para a
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deterioracdo lipidica com consequente diminuicdo do tempo de inducédo e do tempo
de prateleira do 6leo vegetal e dos produtos derivados desse (ANTONIASSI, 2001).
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Figura 11: tempo de indu¢éo do 6leo de acai

5.2.5 Anédlises térmica do 6leo de acai

A Figura 12 mostra as curvas de TG e DTG. A curva TG (Figura 12) fornece
informacBes com relacdo as variacdes da massa do 6leo de acai em funcédo da
temperatura sob atmosfera inerte de N,. A DTG é a primeira derivada da curva TG.
Nesta, os “degraus” correspondentes as variagdes de massa da curva TG sao
substituidos por picos que determinam areas proporcionais as variacfes de massa,
tornando as informacdes, referentes a estabilidade térmica do O6leo de acai,
visualmente, mais acessiveis e com melhor resolucdo (SILVA et al., 2007).

A estabilidade térmica do 6leo foi determinada pelo intervalo de tempo que a
massa permaneceu inalterada, esse intervalo durou até a amostra atingir a
temperatura de 241,71 °C. A curva DTG mostra claramente um Unico pico
descendente resultado dessa perda de massa, que ocorreu durante o intervalo de
temperatura de 241,71 °C a 481,14 °C, com 99,545 % de perda e massa (Tabela 5).
Essa perda deve-se principalmente a degradacdo dos acidos graxos, tipicamente
quanto maior for o grau de insaturacdo do acido graxo, menor a estabilidade térmica.
Portanto os &cidos oleico, linoleico, palmitoleico, presentes no oOleo de acai,
provavelmente foram degradados antes que os acidos laurico, palmitico e miristico.
Isso ocorre porque o ponto de ebulicdo dos &cidos graxos insaturados € menor, em
relacdo aos seus equivalentes saturados (SOLIS-FUENTES et al., 2010; COSTA et
al., 2013).
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A AH foi registrada pela curva de DTA Figura 12. A curva DTA representa 0s
registros da AH em fungcdo da temperatura (T), de modo que os eventos sao
apresentados na forma de picos. Os picos ascendentes caracterizam 0s eventos
exotérmicos e os descendentes os endotérmicos, o 6leo de acai apresentou apenas
um pico descendente caracterizando um evento endotérmico, provavelmente
consequéncia da decomposicao térmica da amostra (CHEIKH-ROUHOU et al., 2007,
COSTA et al., 2013). Esse pico esta compreendido na faixa de temperatura de
259,80 °C a 483,23 °C, AH= -12,02 J (Tabela 5). Esse evento provavelmente
corresponde a degradacdo dos &cidos graxos saturados e insaturados, devido a
oxidacdo quase que completa da amostra (COSTA et al., 2013).
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Figura 12: Curvas TG, DTG e DTA referentes ao 6leo de acai.
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Tabela 5: dados termogravimétricos (TG) e termodiferenciais (DTA) do 6leo de acai.

Etapas de Temperatura | Temperatura | Perda de AH (J)
decomposicéo | inicial (°C) final (°C) massa (%)
1 241,71 481,14 99,541 -8,29

As analises de DSC do 6leo de acai obtiveram resultados semelhantes as das

analises de DTA. Como mostra a Figura 13, foi observado eventos na mesma faixa

de temperatura em que foi registrado perda de massa do 6leo. Foi registrado dois

eventos endotérmico na curva DSC do 6leo de acai, o primeiro esta na faixa de 300-
410°C, com AH= 6,74j/g e o0 segundo esta na faixa de 433-426°C, com AH= 0,24J/g.

Fluxo de calor (mWW/mg)

— DSC

Figura 13: Curva DSC do 6éleo de agai
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5.3 Estudos de pré-formulagao

O desenvolvimento de uma forma farmacéutica eficaz, segura e de qualidade,
requer estudos de pré-formulacdo associado a Boas Praticas de Fabricacdo. Esse
estudo é fundamental para o pesquisador conhecer as propriedades fisico-quimicas
dos excipientes e dos farmacos quando associados, e & interacdo dos mesmos
(PRISTA et al., 2003).

O Procetyl AWS® é um tensoativo ndo-iénico da classe dos polioxietileinos e
polioxipropileno, obtida pela reacdo de um &lcool, de origem natural, com 20
moléculas de 6xido de etileno (OE) mais 5 moléculas de 6xido de propileno (OP)
(DI SERIO et al., 2005). A Figura 14 mostra a cadeia carbonica do Procetyl AWS® e

a figura 15 o espectro na regido do infravermelho do Procetyl AWS®.

CH3(CHz2)14 CH2 (?CHECHE(OCHCH )y OH 2)x

CHz=

(Sendo, x em média 5 e y em media 20)

Figura 14: Estrutura da cadeia carbbnica do Procetyl AWS® (KLEIN, 2007)
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Figura 15: espectros na regido do infravermelho do oleo de acai, Procetyl AWS® e da mistura binaria
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Tabela 6: Bandas de absorcéo na regido do infravermelho correspondente ao Procetyl AWS®.

Faixa de absorcdo (cm™) Tipo de ligacao
3496 OH
2902 C-H (alcanos)
1454 CHs
1250-950 C-0-0

As bandas do espectro na regiao do IV do Procetyl AWS® descritas na tabela
6 e mostradas na Figura 15 sdo coerentes com a cadeia carbodnica exposta na figura
14. O estiramento 3496 cm™corresponde & hidroxila, provavelmente procedente da
regido polar do tensoativo. Ja as bandas na faixa de 2902 cm™ e 1454 cm™ é
devido a cadeia carbbnica do Procetyl AWS®. As bandas consecutivas, observadas
na figura 15 na faixa de 950- 1250 cm™ sdo provavelmente originadas a partir das
vibracfes dos grupamentos epoxi dos oxido de etileno (SILVERTEIN et al., 2006).

A Figura 15 mostra os espectros da mistura do oleo de acai e do Procetyl
AWS® na propor¢cdo 1:1. Além de observar as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais dos components da formulacdo, a espectroscopia na regido do
infravermelho auxilia na comprovacédo de que ndo houve interacdo quimica dessas
substancia quando misturadas. Pois o espectro da mistura ndo apresenta qualquer
banda que seja estranho ao oleo de acai ou ao Procetyl AWS®, ele apenas repete
as bandas caracteristicas dessas substancias (NUNES, 2008).

Os estudos de analise térmica do Procetyl AWS® mostraram gue este possui
apenas um estagio de decomposicdo, observado na Figura 16. Aproximadamente
98,9% da massa total do Procetyl AWS® foi perdida no intervalo de temperatura de
345,77 °C e 486,38 °C, como uma AH= - 4,01 J.
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Figura 16: Curva TG e DTG do Procetyl AWS®
As analises térmicas do Procetyl AWS® foram concluidas quando este foi

submetido ao DSC. A Figura 17 apresenta as curvas de DSC do oleo de acai, do
Procetyl AWS® e da mistura dos dois numa proporcdo de 1:1. O Procetyl AWS®
apresenta dois picos ascendente indicativo de evento exotérmico. O primeiro pico
esta no intervalo de temperatura de 368,69°C- 395,51°C, com AH= - 10, 44 j/g. O
segundo pico esta no intervalo de temperatura de 405,52°C- 427,77°C, com AH=
42,99 j/g.

A curva de DSC do d6leo de acai revela um Unico pico descendente,
caracteristico de eventos endodérmicos (Figura 17). Este pico esta compreendido no
intervalo de temperatura de 398,55°C- 410,63°C, com AH= 6,74 J/g. A mistura
binaria do procetyl e do 6leo de acai revela dois picos, um ascendente, caracteristico
de eventos exotérmicos e um descendente caracteristico de eventos endotérmicos.
O primeiro esta compreendido no intervalo de 332,65°C- 374,25°C, com AH= 15,21
J/g, esses dados sdo semelhantes aos observados na curva do Procetyl AWS®
sozinho. O segundo evento da curva da mistura binaria ocorre no intervalo de
temperatura de 452,66°C- 415,41°C, com AH= 66,41 J/g, esses dados sdao

semelhantes aos dados observados quando analisou-se somente o Oleo de acai.
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Portanto pode-se concluir que o Procetyl AWS® e o0 acai ndo interagem entre si, ja

que néo foi observado nenhum evento na curva da mistura binéria for a da faixa de

temperatura dos eventos observados no oleo de acai e no Procetyl AWS®.

Fluxo de calor (mW/mg)
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Figura 17: Andlises por DSC do oleo de acai, Procetyl AWS® e mistura binaria
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5.5 Obtencdo de sistemas liquido cristalinos

O diagrama ternario € uma excelente ferramenta para investigacdo de
sistemas liquido cristalinos, atraves dele € possivel descrever graficamente os
diversos sistemas formados a partir da mistura dos trés componentes do diagrama
(CARVALHO et al., 2013). A variacao das proporc¢des desses componentes ao longo
do diagrama permite a obtencdo de um grande numero de formulagbes com
diferentes propriedades fisico-quimicas (CARVALHO et al., 2013).

A modificagdo progressiva da composicdo dessas formulacoes,
influenciam as propriedades termodinamicas do sistema, minimizando sua energia
livre (KULKARNI, 2012). As observacdes dessas propriedades e sua evolugdo com a
composicdo das formulagcbes podem fornecer informacBes especificas sobre a
estrutura do meio. De acordo com as condi¢cfes e propor¢des dos componentes do
diagrama, pode-se delimitar regides em que ocorre a formacdo de sistema
homogéneo de caracteristica isotrOpica (sistemas microemulsionados e cristais
liquidos de fase cubica), anisotropica (cristais liquidos de fase hexagonal e lamelar)

e sistemas emulsionados comuns (OLIVEIRA et al., 2004).

Assim o diagrama ternario foi empregado com o objetivo de delimitar as
condi¢cbes experimentais da formacao de cristais liquidos. Ele foi construido variando-se
de 10 em 10% as concentracdes de agua, Oleo de acai e Procetyl AWS® obtendo-se 36
formulacbes. Apds 24 horas da manipulacdo as emulsdes foram inspecionadas
visualmente com o propdsito de investigar sua estabilidade fisica, caracteristicas oticas e
viscosas, para entdo realizar-se um mapeamento prévio do diagrama ternario.

Todas as emulsGes apresentaram coloracdo verde, caracteristica do 6leo de
acai. A respeito da viscosidade, elas foram divididas em emulsfes leitosas de alta
viscosidade, sistemas de alta viscosidade com propriedades ressonantes, sistemas de
média viscosidade com aspecto de gel e sistemas liquidos. A Tabela 7 descreve todas as
caracteristicas macroscopicas das formulacdes, 24 horas ap0s a preparacgao.
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Tabela 7: Resultado das formulac¢des obtidas com auxilio do diagrama ternario

Formulacéo Resultados

2 Separacéo de fases

4 Separacéo de fases

6 Emulsao leitosa de alta viscosidade

8 Separacéo de fases

10 Separacéo de fases

12 Gel translicido

14 Gel ressonante de alta viscosidade

16 Separacéo de fases

18 Gel ressonante de alta viscosidade

20 Gel ressonante de alta viscosidade

22 Emulséo liquida

24 Emulsao leitosa de alta viscosidade

26 Gel ressonante de alta viscosidade

28 Separacéo de fases

30 Emulséo liquida

32 Emulsao leitosa de alta viscosidade

34 Emulsao leitosa de alta viscosidade

36 Separacéo de fases
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A Figura 18 mostra o diagrama ternario agua/Procetyl AWS®/ 6leo de

acai. As areas especificadas como SLI (sistema liquido isétropico), CL (cristais
liquidos) ndo mostraram sinais de instabilidade fisica. Diferente da area El que é
constituida por formulacdes que apresentaram separacdo de fases ou outro sinal de
instabilidade fisica, como floculagdo ou cremeacédo. A &rea do diagrama identificada
como E corresponde a sistemas emulsionados comuns.

Esses processos de instabilidade, observados nas formulacdes da area El
provavelmente foi produto das seguintes condi¢des: fracdo volumétrica inadequada
das fases, categoria quimica e concentracdo inadequada do emulsificante, tempo e
velocidade de agitacdo inadequados e tempos de aquecimento e resfriamento
improéprios para os sistemas (SILVA JUNIOR, 2000).
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Figura 18: Diagrama ternario- SLI (sistemas liquidos isotrépicos); CL (cristai liquidos), E (emulséo) e

El (emulséao instavel).

As formulacfes localizadas nas areas do diagrama identificadas como CL e
SLI foram submetidas a analise por MLP. Aquelas localizadas na area SLI séo
formulagcbes liquidas e quando submetidas a microscopia de luz polarizada
comportam-se como materiais isotropicos. As formulacdes localizadas na area CL
desviaram o plano luz revelando estruturas birrefringentes com textura caracteristica
de arranjos angulares na forma de “estrias”, caracteristica de cristais liquidos de fase
hexagonal (Figura 19). Algumas formulacdes presentes na area CL ndo desviaram o
plano de luz polarizada, porém diferente das microemulsdes, apresentaram-se como
sistemas de alta viscosidade com ressonéncia. Tais caracteristicas sdo atribuidas a
cristais liquidos de fase cubica (CARVALHO et al.,, 2013). A area do diagrama
ternario ndo identificada é constituida por sistemas dispersos emulsionados.

Por serem sistemas isotropicos a fase cubica néo é identificada por MLP, por
iSso vem-se empregando outras técnicas, como o espalhamento de raios-X a baixo
angulo (SAXs), com o objetivo de realizar esse procedimento de identificacdo de

mesofases cubicas de maneira mais segura. Através do SAXs obtém-se informacgdes
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sobre o tamanho, forma, quantidade e o arranjo dos objetos espalhados na amostra.
As curvas de SAXS para sistemas liquido cristalinos exibem picos, cujo ndmero e
razdo entre as distancias de correlacdo permitem determinar o arranjo que 0sS
atomos formam na matriz (CHORILLI et al., 2009; CARVALHO et al., 2013).

A formacéo de cristais liquidos ocorre quando a concentracéo do tensoativo é
superior a CMC, os tensoativos com uma unica cadeia de hidrocarboneto tendem a
formar cristais liquidos a partir da concentracdo de 25 a 30% (MILAK e ZIMMER,
2014). O tensoativo utilizado, Procetyl AWS®, é classificado como nao-ibnico da
classe dos polietilenos e polioxipropilenos e pode ser usado em preparacdes de uso
tépico e em mucosas, segundo Rocha e Silva et al., (2010) numa concentracdo de
até 60%, sem provocar danos ao USuario.

Neste trabalho foi observado a formacdo de cristais liquidos nas
concentragdes de 20 a 50% de tensoativo, as fases identificadas foram a hexagonal
e a cubica. As formulacbes F14 e F20 quando submetidas a MLP e ndo desviaram o
plano de luz polarizada, mas séo sistemas de alta viscosidade e apresentaram
ressonancia (Figura 19). Os cristais liquidos de fase cubica sdo reconhecidos pela
sua alta viscosidade e alguns autores os descrevem como géis ressonantes, porque
quando tocados tem a propriedade de “vibrar” (SILVA JUNIOR, 2000; WANG et al.,
2006).

De acordo com Alam et al., (2010) existe pelo menos dois tipos de fase
cubica: descontinua e bicontinua. A fase descontinua ainda é fracionada em fase
micelar |, e fase micelar reversa |, A formacéo de cristais liquidos cubicos ocorre em
altas concentracdes de fase aquosa e geralmente quando o sistema € constituido
por tensoativos altamente hidrofilicos, tal como o Procetyl AWS®, que apresenta
EHL 16 (Croda 2002). O aumento da quantidade de agua em torno das cabecas
polares (6xido de etileno) do tensoativo tende a promover organizagbes mais
complexas e rigidas, tal como as mesofases cubicas. Os mesmos autores, Alam et
al., (2010), afirmam gue quando trata-se de um tensoativo mais lipofilico geralmente
h& formagéo de um sistema micelar.

As formulacdes F18, F25 e F26 semelhante a F14 e F20, sdo sistemas de
alta viscosidade que quando tocados também é observado a propriedade de
ressonancia, porem quando submetido a MLP observa-se “estrias” (Figura 19).
Normalmente a fase hexagonal é formada quando h& altas concentracdes de

tensoativo, estas formulacdes apresentam maiores concentracdes de tensoativo e
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menor concentracéo de fase aquosa que a F14 e F20, por isso sugere-se que estas
formulagbes, F18, F25 e F26, podem estar em uma fase intermediaria entre a fase
hexagonal e fase cubica (Tabela 8). Propondo-se uma futura analise de SAXs para a
caracterizacdo desses sistemas, a fim de identificar a real mesofase de tais

sistemas.

Tabela 8: Constituigdo dos cristais liquidos

Formulacdes | Tensoativo (%) Agua (%) Oleo de acai Mesofases
(%)

12 40 20 40 Hexagonal

14 20 40 40 Cubica*

17 50 20 30 Hexagonal

18 40 30 30 Cubica*/ hexagonal
20 20 50 30 Cubica*

25 40 40 20 Cubica*/hexagonal
26 30 50 20 Cubica*/hexagonal

*Sugestivo de cubica por apresentar ressonancia, porém € necessario avaliacdo por
SAXS

Por fim as formulacbes F12 e F17 foram caracterizadas como sistemas
liguido cristalinos de fase hexagonal, tanto pelas suas caracteristicas
macroscopicas, aparéncia de gel, quanto pela suas caracteristicas microscépicas,
sistemas anisotrépicos com arranjos angulares com carcteristica de “estrias” (Figura
19).

As mesofases hexagonal e cubica obtidas, sdo de grande interesse como
sistemas drug delivery, devido ao seu potencial excepcional como veiculos de
drogas. Estes sistemas sdo capazes de veicular farmaco hidrofilicos e lipofilicos.
Alguns autores relatam que estes sistemas possuem caracteristicas nao-toxicas,
biodegradaveis e bioadesivas, podendo ser, por isso veiculos de escolha para
sistemas drug delivery de uso gastrointestinal, pulmonar, nasal, oral e retal
(CLOGSTON e CAFFREY, 2005; GUO et al., 2010). A formulacao 20, por apresentar

menor quantidade de tensoativos, portanto ser mais segura, melhor apresentacéo
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fisica, maior quantidade de &gua, pouca quantidade de Oleo, 0 que a torna mais
barata, poderia ser explorada em outros estudos a fim de ser analisada suas

caracteristicas bioadesivas e sua possibilidade de ser empregada como um sistema

de liberacdo prolongada de drogas.

5

b

F 12 “estrias” sistema anisotropico F 14 campo escuro sistema isotropic

F 17 “ estrias” sistema anisotropico F 18 “estrias” sistema anisotropico
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F 20 campo escuro sistema isotrépico F 25 “ estrias” sistema anisotrépico

F 26 “ estrias” sistema anisotrépico

Figura 19: Fotomicrografias dos sistemas liquido cristalino
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5.6 Caracterizacdo reoldgica

O conhecimento do comportamento reolégico dos produtos farmacéuticos é
essencial durante o desenvolvimento farmacotécnico. Pois varias etapas deste sédo
influenciadas pela reologia da formulacéo, tais como, o envase, a homogeneizacéo,
a escolha da embalagem, a remocéo do roduto da embalagem antes da aplicacéo e
ainda seu comportamento in vivo (LEE et al., 2009).

A reologia da emulsdo é uma manifestacdo direta da organizacdo molecular
do sistema (TADROS, 2013). Por isso, a caracterizacdo reoldgica, junto com o0s
resultados da MLP, permitiu uma melhor compreenséao sobre o nivel de organizagéo
interna das formulacdes. Através da andlise da Figura 20, que traz o comportamento
reolégico dos sistemas liquido cristalinos, observa-se que as curvas que traduzem o
comportamento reolégico, das formulacbes F14, F20 e F26, a tensdo de
cisalhamento varia de acordo com a forca de deformacdo empregada,
caracterizando um fluido ndo- newtoniano (Figura 20).

Quando aplicada-se uma forca de cisalhamento nota-se que a viscosidade do
sistema diminui de acordo com o aumento da intensidade da forca, esse fato, e o
valor do indice de fluxo (n) ser inferior a 1 é indicativo de pseudoplasticidade.

Observa-se também, que para escoar essas formulacfes necessitam de uma
forca minima para comecar o escoamento, denominado ponto de escoamento, esse
comportamento € observado nos plasticos de Bingham. Segundo Barnes (2000)
esses fluidos se comportam como um solido sob condi¢des estéticas, e necessitam
de uma forca minima para iniciar o escoamento. Isso pode ser atribuido a formacao
de uma rede tridimensional (LEE et al., 2009).

As formulacdes F18 e F26 quando analisadas, ndo foi possivel verificar o
comportamento reoldgico, por conta de sua alta viscosidade o redmetro utilizado
para analise ndo teve condicGes técnicas de prosseguir a andlise e gerar um
resultado. As formulacdes F12 e F17 quando foram submetidas a uma forca de
cisalhamento separam de fase e ndo apresentam resultado conclusivo; assim as
amostras nao seguiram no estudo.

Segundo Wang et al. (2006), os cristais liguidos de fase cubica sao
suficientemente rigidos e nao fluem até que seja aplicada uma forca sobre eles; tém
sido referidos entre outras coisas, como sistemas isotropicos de alta viscosidade, gel

viscoelastico e géis ressonantes. Seu comportamento reolégico € semelhante ao de
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sélidos em razdo de sua organizagdo tridimensional, que tornam esses sistemas
altamente viscosos.

As formulacdes revelaram area de histerese (Figura 20). A area de histerese
€ 0 espaco entre a curva descendente e a curva ascendente das curvas de fluxo,
quanto maior for esta varidvel maior o grau de tixotropia do sistema. Um material
tixotrépico tem sua viscosidade aparente diminuida quando aplica-se uma forca de

cisalhamento, porém, com a diminuicdo dessa forca a viscosidade aparente volta a

ser como era antes da aplicacédo da forca (Lee et al., 2009).
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Na dermocosmética a tixotropia é desejavel, pois os produtos tixotropicos
tornam-se mais fluidos com aplicacdo da taxa de cisalhamento, isso ajuda a
espalhar o produto no local de aplicacdo, quando a forca é retirada o produto volta
ao normal evitando que este flua sobre a pele (PIANOSVIKI, 2008). Produtos
tixotropicos também sao importantes sistemas de drug delivery, pois tendem a
permanecer mais tempo no local da administracdo, aumentando a biodisponibilidade

sistémica do farméaco (LEE et al., 2009).

5.6 Estudos de estabilidade

De acordo com a Farmacopeia Americana (USP, 2004), estabilidade pode ser
definida como a capacidade de um produto manter dentro de limites especificados,
as mesmas propriedades e caracteristicas que possuia quando de sua fabricacédo
durante o seu periodo de armazenamento e uso.

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais
como temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composicéo, processo de fabricacdo, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

Quando fala-se em sistemas emulsionados a instabilidade fisica pode se
manifestar através de trés maneiras: cremeacao, floculacdo e coalescéncia. A
cremeacdo € resultado da influencia de forcas externas sobre o sistema
emulsionado, geralmente a forca gravitacional e centripeta. Essas forcas excedem o
movimento Browniano das goticulas, que tendem a depositar-se na parte inferior
(sedimentacdo) ou superior (cremeacao) da formulagéo, dependendo da densidade
destas em relacdo a fase externa (TADROS, 2013). A floculacédo ocorre quando as
forcas de repulsdo entre as goticulas diminuem e estas se agrupam, entretanto sem
aumentar de tamanho. Diferente da cremeacéo e da floculacdo que sao processos
reversiveis, a coalescéncia leva a total separacéao das fases da emulsdo, ocasionada
pela ruptura dos filmes em volta das goticulas, que tendem a juntar-se em goticulas
maiores até a total separacao de fases (PIANOVSKI et al., 2008; TADROS, 2013).

A medida que as emulsbes se tornam instaveis, suas caracteristicas fisico-

quimicas variam. Para verificar tais variagdes pode-se determinar o valor do pH,
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viscosidade, densidade, condutividade elétrica, umidade, tamanho da particula,
entre outros (ANVISA, 2004).

Os testes de estabilidade preliminar sdo importantes para auxiliar na triagem
de formulacdes. A centrifugacdo enquadra-se nesta categoria. Quando centrifuga-se
um sistema emulsionado pode-se verificar se ha possibilidade de haver coalescéncia
ou cremeacdo com aquele sistema, jA que a centrifugacdo simula a acdo da
gravidade sobre aquele sistema (FERRARI e ROCHA-FILHO, 2011; TADROS,
2013). Neste trabalho todas amostras que ndo separaram no intervalo de 24 horas
foram submetidos a ciclo de centrifugacdo, aquelas que apresentaram separacao de
fases foram retiradas do estudo.

A avaliacdo macroscopica também se enquadra como um teste de triagem.
As formulacBes sdo analisadas quanto a sua aparéncia fisica, isso nao significa
apenas avaliar sinais instabilidade fisica, mas também sua estética. Avalia-se
também a cor e o odor das formulagBes, por isso pode-se dizer que todas
apresentaram tons de verde, algumas verde mais claro outras mais escuro. Essa
tonalidade deve-se ao 6leo de acai rico em clorofilas. Todas as formulacfes tinham
o odor caracteristico do 6leo de acai, e mesmo depois de 30 dias armazenadas em
estufa numa temperatura de 45°C o odor ndo modificiou.

A verificagao do pH foi outro teste de estabilidade preliminar, este foi realizado
nas primeiras 24 horas e no 7° e 30° dias. A Tabela 9 mostra o resultado do pH nas
primeiras 24 horas, 7° e 30° dias, atraves desta tabela observa-se que
matematicamente ndo houve muita variacdo no pH das formulagdes, com excec¢ao
daquelas armazenadas em temperatura de 45°C. Provavelmente isso aconteceu por
conta da temperatura de armazenamento, segundo Masmoudi et al., (2005) a
diminuicdo do pH pode representar uma oxidacao da fase oleosa com formacao de
hidroperéxidos ou mesmo a hidrélise de triglicerideos levando a formacao de acidos
graxos livres.

A formagdo de acidos graxos livres, depende das condigbes de
armazenamento, da exposicdo a luz do amadurecimento do fruto entre outros.
Segundo Coimbra e Jorge (2011) o fato do 6leo de acai ser extraido da polpa do
fruto contribui para o aumento do indice de acidez, isso porque na polpa ha enzimas
gue iniciam o processo de degradacédo dos triacilglicerois, mesmo antes da extracao
do 6leo. O aumento do indice de acidez pode ser acompanhado por alteracdo nas

caracteristicas organolépticas do 06leo, dependendo do nivel de oxidagéo, e,
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consequentemente, da formulagcdo obtida através deste, porém ndo foi percebido

nenhuma alteragéo de cor ou odor nas formulagdo armazenadas na estufa.

Tabela 9: Resultado do pH da formulacdes

Periodo Amostra Temp. Ambiente Estufa Geladeira
24 horas 14 6,5 - -
+0,050
20 7,2+0,50 - -
26 6,8+0,20 - -
7 dias 14 6,4+0,30 7,21+0,10 6,48+0,030
20 6,32+0,40 740,010 6,94+0,10
26 6,55+0,20 7,18+0,10 7,05+0,120
30 dias 14 7,05+0,080 5,7+0,50 6,68+0,30
20 7,02+0,20 5,9+0,50 7,1+0,210
26 6,99+0,40 5,840,090 7,2+0,20

A determinacdo do comportamento reolégico das formulacfes foi realizado
nas primeiras 24 horas e nos 7° e 30° dias. As analises reoldgicas sdo fundamentais
para se obter informacdes da estabilidade fisica e consisténcia do produto. As
propriedades sensoriais dos produtos farmacéuticos sdo caracteristicas
fundamentais e muitas destas estdo, muitas vezes, relacionadas com as
propriedades reoldgicas (WERTEL et al., 2014)

A Tabela 10 apresenta os indices de fluxo e de consisténcia (k) das
formulacbes durante o periodo de armazenamento. Observa-se que o indice de
consisténcia € bem alto, isso significa que tais formulacdes apresentam alta
viscosidade, pois o indice de consisténcia representa a resisténcia do fluxo ao
escoamento, portanto quanto maior for este valor maior a viscosidade do sistema
(BARNES et al., 2000).
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Tabela 10: Valores dos indices de fluxo e consisténcia das formulacdes

indice de consisténcia (k)
Condicdes Periodo
F14 F 20 F 26
24 horas 4516,86 2508,75 7237,09
Ambiente 7 dias 4085,23 2329,00 6822,59
30 dias 3931,46 2079,25 6948,63
Estufa 7 dias 3684,18 2299,62 6814,27
30 dias 3707,2 2202,73 5449,48
Geladeira 7 dias 3702,6 3148,64 7594,27
30 dias 3258,87 2500,88 6611,99

Estatisticamente ndo houve variacdes nos indices de consisténcia das
formulacbes em estudo, ou seja, os indices de consisténcia ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) da primeira a Utima semana de armazenamento em
diferentes condicOes de temperatura (Tabela 10). Estes resultados configuram que
ndo houve alteragdo na viscosidade durante o periodo de armazenamento,
evidenciando a estabilidade fisica das formulacfes durante o tempo armazenado
(PIANOVISKI et al., 2008).

As Figuras 21, 22 e 23, referem-se ao comportamento reoldgico das
formulagcbes durante todo o periodo de armazenamento nas diferentes condi¢des
estabelecidas. A andlise dessas Figuras nos permite concluir que nao houve
alteracdo do comportamento reoldgico das formulacbes durante o estudo de
estabilidade.Observa-se também que todas as formulacfes mantiveram suas areas
de histerese, sem grandes alteracbes durante o periodo de armazenamento nas
condi¢cbes em que foram armazenadas.

Outro ponto analisado foi as tensGes de cisalhamento inicial. Avaliou-se se
houve variacdo entre as tensdes de cisalhamento inicial das formulacdes
armazenadas em diferentes temperaturas. Os resultados da ANOVA revelaram que

esses pontos sao significativamente diferentes (p>0,05), ou seja, existe diferenca
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entre as tensdes, e o primeiro fator a ser levado em consideracdo é a temperatura,

esta tem influénca direta sobre o comportamento reoldgico dos fluidos.
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Figura 21: Reogramas da amostra F14 submetidas a diversas faixas de temperatura
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Figura 22: Reogramas das amostras F 20 submetidas a diversas faixas de temperatura.
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Figura 23: Reogramas das amostras F26 submetidas a diversas faixas de temperatura.

Tabela 11: Tensé&o de cisalhamento (Pa) inicial das formulacdes

Tensao de cisalhamento (Pa)
Condicbes Periodo
F14 F20 F26
7 dias 504249 383026 914417
Ambiente
30 dias 546649 370250 886776
7 dias 461954 347318 873520
Estufa
30 dias 493404 236573 642286
7 dias 564249 371353 9122738
Geladeira
30 dias 523244 37025 854774

F14 7°dia de armazenamento (p>0,05), F14 30° dia de armazenamento (p>0,05), F20 7° dia de
armazenamento (p>0,05), F20 30° dia de armazenamento (p>0,05), F26 7° dia de armazenamento
(p>0,05), F26 30° dia de armazenamento.

Portanto ndo foi observado processos de instabilidade nas formulagbes em

estudo. Isso pode ser atribuido a estabilidade das emulsdes com cristais liquidos,

estes aumentam a resisténcia mecanica da interface 6leo agua (PASQUALI, et al.,

2008).
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As fotomicrografias das formulac¢des revelou campo escuro, caracteristico das
fases cubicas. Além disso, observou-se que apesar de estarem armazenadas em
diferentes condicfes de temperatura, durante o periodo de 30 dias, as formulacdes
ainda apresentavam ressonancia e seu comportamento reoldgico estava semelhante
ao observado nas primeiras 24 horas, isso nos leva a ainda classifica-las como
mesofases cubicas, porém acrescenta-se que ha necessidade de analises por
SAXs.



89

6. CONCLUSOES

A caracterizacao fisico-quimica do Oleo de acai revelou que este apresenta-se dentro
dos limites recomendados, apresentando indice de acidez 3,66mg KOH/g; indice de iodo
de 71 gl%/100g; indice de refracdo 1,46; densidade 0,952g/mL e indice de saponificacio
199mg KOH/g;

A cromatografia gasosa evidenciou que o Oleo de agai é constituido principalmente de
acido oleico, linoleico e palmitico;

A espectroscopia na regido do infravermelho revelou bandas caracteristicas dos grupos
funcionais existentes nas cadeias carbénicas dos acidos graxos, tais como grupamentos
carbonilas, ligacdes carbono-hidrogénio de cadeias carbodnicas saturadas e insaturadas e
ligacdes esteres presentes nos triacilglicerois;

A avaliacdo da estabilidade oxidativa do Oleo revelou eu este apresenta um tempo de
inducado acima de 10 horas;

A termogravimetria evidenciou apenas um evento, provavelmente decorrente da
degradacdo dos &cidos graxos, localizado na faixa de temperatura de 241,71 a
481,14°C;

Os estudos de pré-formulacao néo revelaram qualquer indicio de interacdo quimica entre
0 Oleo de acai e o Procetyl AWS®;

.O diagrama de fases foi uma ferramenta util para a obtencdo dos sistemas liquido-
cristalino, ele permitiu demonstrar graficamente os diversos sistemas formados a partir
da interacao entre o Oleo, o tensoativo e a agua;

Além de sistemas liquido cristalino foi observado uma area composta de sistemas
liquidos isotrépicos, possivelmente sdo microemulsdes. As microemulsdes tabém sao
sistemas de interesse no estudo de senvolvimento de medicamentos, estas formulacdes
podem ser exploradas em um outro estudo;

Fora identificadas mesofases lamelar e cubicas, estas apresentaram comportamento
reoldgico caracteristico de fluidos pseudoplasticos;

A formulacdo 20 apresentou as mais vantagens que as demais, sendo esta mais barata,
mais segura e com melhor apresentagéo fisica. Esta formulacdo tem grande potencial

para ser explorada em outros estudos;
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Os estudos de estabilidade mostrara que os sistemas liquidos cristalinos matém as
mesmas caracteristicas fisicas durante 30 dias de armazenamentos em diferentes

condi¢cBes de temperatura.
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