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Resumo

Apesar de microparticulas lipidicas possuirem vantagens, como baixa
toxicidade e nao utilizarem solventes organicos em sua producado, elas
apresentam alguns inconvenientes como a baixa capacidade de encapsulacédo do
recheio e a possibilidade de expulsdao do material de recheio encapsulado durante
o armazenamento. Este trabalho teve como objetivo estudar a formacdo e a
estabilidade de microparticulas de lipidios preparadas por spray cooling
compostas por acidos graxos (estearico e oléico) e gordura vegetal hidrogenada
como matriz, lecitina de soja como tensoativo e solugdo de glicose como material
de recheio. Foram avaliados morfologia de superficie, tamanho de particula,
quantidade de recheio encapsulada e ndo encapsulada (superficial) e
comportamento de liberagdo do recheio em solucdo aquosa. Para o estudo da
estabilidade, medidas da retencao do recheio ao longo do tempo em temperatura
controlada, medidas de difracao de raios-X (0, 7, 14, 21 e 28 dias) e medidas
calorimétricas (tempo zero) foram efetuadas. Valores de eficiéncia de
encapsulacao foram superiores a 70%, e as maiores quantidades de glicose nao
encapsulada foram encontradas nas formulacdes nas quais foram adicionadas
maiores quantidades de recheio. A liberacdo do recheio também apresentou
correlacdo com a quantidade de recheio utilizado, onde menores quantidades de
recheio foram mais bem retidas. Os didmetros médios das microparticulas
situaram-se entre 25 e 32 um, e as particulas apresentaram paredes rugosas
porém continuas. No estudo da estabilidade, as formulagcdes com maiores
quantidades de recheio (solucédo de glicose 80%) ou sem a adi¢cao de tensoativo
(solugdo de glicose 40%, sem lecitina) apresentaram, na quantidade de glicose
superficial, 18 e 56% de recheio ndao encapsulado no ultimo dia de andlise,
respectivamente, sendo significativamente diferente das outras duas formulacoes,
uma com solucdo de glicose 60% e outra com solucao de glicose 40%, que

apresentaram resultados de 5% e 2% no ultimo dia de andlise. Os resultados de
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difracado de raios-X nao apresentaram alteracdes ao longo dos 28 dias de estudo e
os resultados de DSC foram semelhantes no tempo zero entre as diferentes
formulagdes estudadas. A utilizagdo da mesma matriz lipidica nas formulacdes
parece responsavel pelos resultados da difracdo de raios-X e calorimétricos
obtidos.

Palavras-chave: Microparticulas lipidicas; Spray cooling; Liberacao de recheio

hidrofilico; Difragao de raios-X.
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Abstract

Although lipid microparticles have advantages, just as low toxicity and no
use of organic solvents in their production, they present some incovenients, as low
capacity of encapsulation of core material and the expulsion of encapsulated core
during its storage. The aim of this work was to study the formation and the stability
of lipid microparticles prepared by spray cooling, composed by fatty acids (stearic
and oleic) and hydrogenated vegetable fat as matrix, soya lecithin as surfactant
and glucose solution as core material. For this propose, surface morphology,
particle size, no encapsulated (surficial) core measure, total encapsulated core
material and core release behavior in aqueous solution were evaluated. The
stability study was evaluated with measures of core retention along of the time in
controlled temperature, X-ray diffraction measurements (0, 7, 14, 21 and 28 days)
and calorimetric measurements (zero time). The efficiency of encapsulation was
above 70% and the biggest amounts of glucose no encapsulated were found in the
formulations in which were added the biggest amount of core material. Results of
release of core material also showed correlation with the amount of core material
utilized, where low amount of core material showed better retention. The mean
diameters of microparticles remained between 25 and 32 pym and they exhibited
rough walls, but continuous. In the stability study, formulations with high amounts
of core material (solution of glucose 80%) or without the addition of surfactant
(solution of glucose 40%, without lecithin) showed 18 and 56% of no encapsulated
core material in the last day of analysis, respectively. This result were significantly
different compared with the other two formulations, one with solution of glucose
60% and the other with solution of glucose 40%, that showed results of 5% and 2%
of superficial glucose in the last day of analysis. The X-ray diffraction results didn’t
show alterations after 28 days. The DSC results showed similar profile for the
formulations studied at zero time. The use of the same lipid materials to produce
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the microparticles during the stability study may be responsible for X-ray and
calorimetric results obtained.

Keywords: Lipid microparticles; Spray cooling; Hydrophilic core release; X-ray
diffraction.
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1. Introducao

Microencapsulacdo € uma técnica usada para o0 recobrimento de
substancias, que podem estar em diferentes estados fisicos, entdo chamadas de
recheio. Tem como objetivos proteger este material das condigcdes adversas do
meio como luz e umidade, mascarar propriedades indesejaveis e promover uma
liberacdo modulada deste recheio, entre outros (JACKSON & LEE, 1991; SHAHIDI
& HAN, 1993; NORI, 1996). Esta técnica forma pequenas particulas, chamadas de
microparticulas, que podem ter a matriz multinucleada ou mononucleada.

A microencapsulacédo é estudada desde os anos 30, e o primeiro produto
com material encapsulado surgiu nos anos 50, um papel de copia sem carbono.
Depois disto muitos produtos, como vacinas, protetores solares, defensivos
agricolas, tintas especiais, aditivos alimenticios, entre outros foram langados no
mercado por diversos segmentos industriais, entre eles farmacéutico, cosmético,
quimico, agricola e alimenticio (MULLER et al, 2002).

Os lipidios sdo uma atraente alternativa como material de revestimento pela
habilidade que tém de formarem uma variedade de estados morfolégicos como
emulsdes, lipossomas e microparticulas sélidas, e ja sdo usados ha bastante
tempo, principalmente na industria farmacéutica. Particulas lipidicas possuem
varias vantagens, pois usam lipidios fisiol6gicos que ndao causam toxicidade aguda
nem crénica em humanos, nao utilizam solventes organicos, podem ser
produzidas em larga escala, tém possibilidade de aplicacdo farmacoldgica por
varias vias, entre outras. No inicio dos anos 90 foi langada uma nova forma de
matriz lipidica, produzida por homogeneizagédo a alta pressdo ou por precipitacao
de microemulsao, e foi chamada de nanoparticulas lipidicas solidas (SLN — solid
lipid nanoparticles), uma vez que sao usados apenas lipidios soélidos a
temperatura ambiente. A SLN combinou vantagens de outros sistemas
carreadores, como estabilidade fisica, protecdo a recheios sensiveis contra



degradacdao, modulacdo da liberacdo e excelente tolerabilidade enquanto ao
mesmo tempo minimizava alguns problemas. Contudo, foram observados alguns
inconvenientes, como a expulsdo do recheio durante a estocagem e a pequena
quantidade de recheio que efetivamente era encapsulado. Para superar estes
problemas estas nanoparticulas sofreram algumas modificacbes e foram
produzidos os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC — nanostructured lipid
carriers), particulas nas quais sao incluidos um lipidio sélido e outro liquido a
temperatura ambiente; este lipidio liquido provoca pequenas imperfeicoes na
matriz lipidica, aumentando a eficiéncia de encapsulacao e evitando a expulsédo do
recheio ao longo do tempo. Posteriormente surgiram as nanoparticulas lipidicas
conjugadas com recheio (LCD - lipid drug conjugate), que, usando lipidios
especiais e ligacdes especiais entre recheio e matriz, permitem a incorporacao de
grandes quantidades de recheio na matriz lipidica (WISSING et al, 2004a).

Sao adicionadas, para producao das particulas, substancias chamadas de
tensoativos, que auxiliam na efetiva ligacdo entre recheio e matriz. Lecitina
comercial, um tensoativo bastante usado em microparticulas lipidicas, € uma
mistura de digliceridios de, predominantemente, acidos esteéarico, palmitico e
oléico, que sao ligados com éster colina no acido fosférico. Estudos analisaram a
incorporacdo de lecitina na matriz lipidica para melhorar e aumentar a
incorporagao do recheio e confirmaram que a incorporagdao do recheio aumentou
linearmente com o aumento da concentracdo de lecitina presente até uma
determinada porcentagem, e este efeito foi atribuido a formacédo de micelas no
meio da matriz lipidica, o que permitiu adicional incorporacdo do recheio
(SCHUBERT et al, 2006).

Particulas lipidicas sdao um interessante meio de armazenamento e
posterior uso para varias substancias, tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas.
Assim, microparticulas lipidicas, preparadas por spray cooling, compostas por
acido estearico, acido oléico e gordura vegetal hidrogenada comercial como

matriz, lecitina de soja como tensoativo e solucdo de glicose como material de



recheio foram produzidas, caracterizadas e analisadas quanto a sua estabilidade

ao longo do tempo.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estudar a formacdo e a estabilidade de microparticulas lipidicas,
preparadas por spray cooling, compostas por acido estearico, acido oléico e
gordura vegetal hidrogenada comercial como matriz, lecitina de soja como
tensoativo e solucdo de glicose como material de recheio.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar a estabilidade das emulsdes, em funcdo da concentragdo de
tensoativo, do tempo e da velocidade de agitacdo da emulsao.

2.2.2. Determinar a porcentagem de glicose superficial, eficiéncia de encapsulagéo
total e efetiva e a liberacao percentual do recheio, liberado em duas horas.

2.2.3. Determinar as caracteristicas morfoldgicas e de distribuicdo de tamanho de
particula.

2.2.4. Realizar um estudo de estabilidade, avaliando porcentagem de glicose
superficial, eficiéncia de encapsulacao total e efetiva e difracdo de raios-X durante

vinte e oito dias e medidas calorimétricas efetuadas no tempo zero.



3. Revisao Bibliografica

3.1. Lipidios

3.1.1. Definicao

Lipidios consistem de um amplo grupo de compostos sollveis em solventes
organicos e pouco solliveis ou insollveis em agua. Esteres de glicerol com &cidos
graxos, que perfazem 99% dos lipidios de plantas e animais, tém tradicionalmente
sido chamados de 6leos e gorduras, distingdo que é baseada apenas no fato do
material ser liquido ou sélido a temperatura ambiente. O estado fisico do lipidio
pode variar de liquido a fluido viscoso e de um soélido plastico a sélido flexivel, e a
organizacdo da cadeia carbdnica influencia fortemente o ponto de fusao, a
estabilidade, a estrutura e a permeabilidade lipidica (DUNCAN, 1984; TIMMS,
1984). Existem varias classes de lipidios, conforme mostrado na Tabela 1.

Os acidos graxos, principais componentes dos acilgliceréis (mono-, di- e
triacilglicerdis), podem ter a cadeia carbdnica saturada ou insaturada, sendo esta
uma caracteristica importante na definicdo de suas propriedades fisicas e
quimicas (NAWAR, 1996).

Os fosfolipidios, lipidios que contém o acido fosférico na composicao,
possuem uma cabeca polar e duas cadeias hidrocarbdnicas. Estes compostos
diferem um do outro em tamanho, forma e polaridade da parte polar. As duas
cadeias carbbnicas variam, mas geralmente uma € saturada e a outra insaturada,
esta ultima localizada preferencialmente na posicao 2 do glicerol (DUNCAN, 1984;
NAWAR, 1996).



Tabela 1 — Classificacdo dos Lipidios

Classe Subclasse Descricao
Lipidios simples Acilgliceréis Glicerol + acidos graxos
Ceras Cadeia longa de alcool +

cadeia longa de 4cido graxo
Lipidios compostos Glicerofosfolipidios Glicerol + &cido graxo + fosfato
+ outro grupo geralmente
contendo nitrogénio
Esfingomielinas Esfingosina + é&cido graxo +
fosfato + colina
Cerebrosidios Esfingosina + é&cido graxo +
acucar simples
Gangliosidios Esfingosina + acido graxo +
carboidrato complexo
Lipidios derivados Compostos que ndo se Carotendides, esteroides,
enquadram nas classificagdes vitaminas lipossoliveis

de simples nem compostos

Adaptado de NAWAR (1996)

Lipidios em alimentos exibem propriedades fisicas e quimicas Unicas. Sua
composigao, estrutura cristalina, propriedades de fusdo e habilidade de
associagdo com agua e outras moléculas nao lipidicas sdo muito importantes para
suas propriedades funcionais em alimentos. Durante processamento, estocagem e
manuseio dos alimentos os lipidios passam por complexas mudangas quimicas e
reacbes com outros compostos, produzindo substancias indesejaveis e
prejudiciais a qualidade do alimento (NAWAR, 1996).

3.1.2. Caracteristicas Fisicas e Alteracoes

Muitas teorias sao propostas para padrées de distribuicdo dos &acidos

graxos na molécula de glicerol. HaA um consenso de que a distribuicdo seja



aleatéria, mas nao totalmente, uma vez que analises mostraram que, em lipidios
naturais, o acido graxo que se liga na posicao 2 do glicerol é sempre diferente dos
que se combinam nas posicdes 1 e 3, e que, no caso de &cido insaturado, este vai
preferencialmente na posicdo 2 (NAWAR, 1996).

Cristalizacao

A formacao de um sélido a partir de uma emulsao ou de um lipidio fundido é
um processo complicado no qual moléculas devem primeiro entrar em contato, se
orientarem e entdo interagirem para formar estruturas altamente ordenadas,
conhecidas como nucleos; este processo pode ser estimulado por algumas
situacdes, como agitacdo da substancia. A nucleacao pode ser homogénea (ou
espontanea), que geralmente ndo acontece em condicdes usuais, ou pode ser
heterogénea, que é induzida na superficie, dando orientagdo e ordem ao sistema
(LARSSON, 1993; NAWAR, 1996). Como nas reacOes quimicas, existe uma
barreira de energia para iniciar 0 processo, e quanto mais complexa e estavel é a
forma polimorfica da molécula, mais dificil serd a nucleagdo; na forma a a
nucleacdo se dard em maior quantidade e com nucleos de pequeno tamanho,
enquanto na forma B este processo sera em pequeno numero com grandes
nucleos (NAWAR, 1996; MARANGONI, 2002).

No estado cristalino, atomos e moléculas assumem posicdes rigidas
formando repeticdes das unidades celulares, altamente organizadas, em padrao
tridimensional. O resultado desta organizacdo tridimensional no espaco é
conhecido como “space lattice” (blocos estruturais). Esta rede de pontos se
entrelaga nas propriedades simétricas do cristal; com os pontos unidos, uma série
de unidades celulares é produzida, formando um cristal completo, que diz respeito
a unidades celulares unidas lado a lado no espaco. Existem sete diferentes formas
destas unidades, os sistemas de cristais: formas triclinica, monoclinica,
ortorbmbica, tetragonal, trigonal, hexagonal e cubica (LARSSON, 1993; SUN,
2004).



Formas poliférmicas sao fases cristalinas de uma mesma composicao
quimica que diferem entre elas mesmas na estrutura pela inclinagédo da ligacéo
quimica ou pela variagdo de organizacao da cadeia carbdnica, mas apresentam
fases liquidas idénticas sob fusdo. Cada forma poliférmica é caracterizada por
propriedades especificas, como espacgo de raios-X, volume especifico e ponto de
fusdo. Muitos fatores determinam a forma poliférmica assumida, como pureza,
temperatura, razao de resfriamento, presenca de nucleos de cristalizacao e tipo de
solvente (LARSSON, 1993; NAWAR, 1996).

Dependendo da estabilidade da molécula, a transformagédo de uma forma
polimorfica em outra pode acontecer no estado solido, sem fusdo. Duas formas
cristalinas sao ditas “monotrépicas” se a transformacao da forma menos estavel
para a mais estavel ocorre indiferente da temperatura, ou sao ditas
“enantiotrépicas” quando a direcdo da modificagdo depende da temperatura.
Lipidios naturais geralmente ocorrem na forma monotrépica. Em compostos com
longas cadeias, o polimorfismo é associado com diferentes formas de organizacao
das cadeias carbdnicas ou com diferentes angulos de inclinacdo (NAWAR, 1996;
MARANGONI, 2002).

Acidos graxos ocorrem em um de trés tipos polimérficos basicos,
designados a (forma hexagonal), B’ (forma ortorémbica) e B (forma triclinica). A
forma a é a menos estavel e com menor ponto de fusdo, e a forma B é a mais
estavel e apresenta o maior ponto de fusdo. Transformacdes de a para 3’ para 8
acontecem nesta ordem e sao irreversiveis. O ponto de fusdo da forma B é mais
ou menos 10°C acima do valor apresentado pela forma a, e a estabilidade desta
ultima aumenta com o tamanho da cadeia carbdnica apresentada pelo acido
graxo. Na literatura ainda séo referidas as formas sub-a e sub-f, sendo que a
primeira apresenta menor ponto de fusdo e menor estabilidade do que a forma a.
Em alguns casos a transformacao de sub-a para a é reversivel, mas na maioria
ndo. Toda a organizagao das cadeias dos acidos graxos pode ser determinada por
medidas de difragdo de raios-X (TIMMS, 1984; LARSSON, 1993; JORES et al,
2003).



Um lipidio pode cristalizar em diferentes formas poliférmicas quando s&o
aplicados, nele ja fundido, diferentes razées de resfriamento. Por exemplo, em
razdes de resfriamento rapidas o lipidio fica preferencialmente na forma instavel aq,
e quando o resfriamento é lento a tendéncia é o aparecimento da forma 3 (ELDEM
et al, 1991a).

A designacgéao de triacilglicerois leva em conta o polimorfismo de cada acido
graxo, por exemplo, se os trés acidos graxos ligados em um glicerol estdo na
conformagao B, o triacilglicerol sera designado B-3 (TIMMS, 1984). A forma
estavel 3-2 é encontrada em 6leos liquidos, de soja, linhaca, amendoim, gergelim,
milho e girassol, quando hidrogenados; isso ocorre por causa da alta quantidade
de acidos graxos de 18 carbonos que, por causa da hidrogenacgao, se convertem
em 4cido estearico, predominando o triacilglicerol triestearina (TIMMS, 1984).
Normalmente triacilgliceréis possuem uma estrutura de cristais de forma §,
contudo, quando se trata de dialcilglicerdis geralmente se encontra a forma 8, por
causa da presenca de maiores imperfeicdes na cadeia carbénica (ZUR MUHLEN
et al, 1996).

Uma composicdo mais complexa de lipidios aumenta o numero de defeitos
na estrutura, levando a uma organizacdo menos estavel e menor empacotamento
das cadeias carbdnicas. Isto leva ao fato de ndo haver, provavelmente,
modificagdo polimérfica para a forma B. E uma alternativa para o controle das
alteracdes que ocorrem na organizacao lipidica (OLLIVON, 2005).

A inclusao de alguns tipos de tensoativos, como lecitina e monoacilgliceréis,
pode ser usada para controlar a viscosidade do meio, e assim prevenir ou retardar
a transicao polimorfica de lipidios para formas mais estaveis. Alguns tensoativos
tém a habilidade de se incorporarem no interior dos cristais; eles se comportam
como parte desta estrutura e conservam a forma a. Podem ainda interferir nos
processos de solidificacao e fusdo sem que nenhuma alteragéo seja detectada na
organizacao dos cristais (ELDEM et al, 1991b).

Quando uma complexa mistura de triacilglicerdis no estado liquido é

resfriada, moléculas com maior ponto de fuséo terdo a tendéncia de se unirem



para formarem cristais. O processo € complexo e dificil de predizer, mas
normalmente os cristais vao estar em equilibrio com o 6leo ao redor, e quando a
proporcao da parte cristalina se exceder em mais ou menos 10% um material
semi-sélido é obtido; a parte liquida, entdo, € imobilizada pela matriz cristalina
(LARSSON, 1993).

Quando os lipidios estao no estado liquido, as forgas intermoleculares estao
enfraquecidas e as moléculas adquirem liberdade de movimento e assumem um
estado de desordem. Adicionalmente, fases com propriedades intermediarias
entre estados cristalinos e liquidos ocorrem, e estas fases sdo chamadas de
cristais liquidos. Tipicamente, isto ocorre com compostos anfifilicos, uma vez que,
sob aquecimento, um triacilglicerol, por exemplo, tem suas ligacdes entre as
cadeias carbbnicas (apolares) desfeitas mais rapidamente do que as ligacoes
entre as cabecas polares. Cristais assim formados séo ditos termotropicos. Na
presenca de agua, por outro lado, a temperaturas acima do ponto de fuséo, a
cadeia carbbnica do triacilglicerol passa a um estado de desordem e a agua
penetra entre 0s grupos polares; cristais formados desta maneira sdo chamados
liotrépicos. Para que um ou outro cristal seja formado fatores como concentragéo
e estrutura quimica do composto, conteddo de agua, temperatura e presenca de
outros componentes na mistura precisam ser levados em conta (NAWAR, 1996).

3.2. Microencapsulacao

3.2.1. Definicao

Microencapsulagdo é definida como uma tecnologia de recobrimento de
substancias sélidas, liquidas ou gasosas, em particulas pequenas, que podem
liberar seu contetdo de forma modulada em condi¢des especificas (TODD, 1970;
SPARKS, 1981; THIES, 1987; RE, 2000). As microparticulas podem ter tamanhos
de poucos nanémetros a muitos milimetros, variando o nome de nanoparticula a

microparticula, dependendo do tamanho apresentado, e também diferentes



formas, entre esféricas, retangulares ou irregulares, monoliticas ou podem formar
um conglomerado (DZIEZAK, 1988; JACKSON & LEE, 1991; NORI, 1996). Na
microparticula, a parte interna, ativa, € chamada recheio, e a parte externa, que
faz o recobrimento, € denominada parede, agente encapsulante ou matriz
(DZIEZAK, 1988). Em geral elas podem ser mononucleadas (terminologicamente
chamada de microparticula), nas quais o recheio é todo envolvido por uma unica
camada de parede, ou podem ser multinucleadas (terminologicamente chamada
de microesfera), nas quais o recheio se divide por toda a extensdo da matriz
(SCHROOQYEN et al, 2001).

O conceito de microparticula surgiu da idéia do modelo celular, em que a
membrana que envolve e protege o citoplasma exerce também outras fungoes,
isolando uma determinada substancia ou evitando os efeitos de sua exposicao
inadequada (JACKSON & LEE, 1991; RE, 2000).

A encapsulacao pode ser usada com varios propdésitos e razdes: estabilizar
o recheio, modular a liberacao deste material ativo em um meio especifico a uma
taxa conhecida, reduzir a toxicidade do material, separar compostos da
formulagdo que sdo incompativeis ou reativos, proteger compostos sensiveis de
condicbes ambientais (luz, umidade), evitar perdas nutricionais, mascarar ou
preservar aromas e gostos, transformar liquidos em ingredientes sélidos de facil
manuseio, entre outros (BALASSA & FANGER, 1971; DZIEZAK, 1988; JACKSON
& LEE, 1991; SHAHIDI & HAN, 1993; RE, 2000).

3.2.2. Cronologia e Aplicacao

Esta tecnologia vem sendo estudada desde os anos 30, mas o primeiro
produto que foi comercializado com material encapsulado surgiu nos anos 50, com
a industria de fotocopias, na qual se produzia um papel de cépia sem carbono: o
papel recebia uma fina camada de microparticulas que se rompia com a pressao

da ponta do lapis e liberava uma tinta incolor que, em contato com um reagente,
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tornava-se colorida e idéntica ao original (DZIEZAK, 1988; RE, 2000). Depois
vieram outros produtos, como 6leo de laranja encapsulado para aplicacbes de
flavours, combustivel para foguetes e, na area farmacéutica, o uso da tecnologia
na producéao de pilulas e comprimidos (DZIEZAK, 1988).

Na area de alimentos os estudos foram iniciados nos anos 60, pelo Instituto
de Pesquisas Southwest (EUA), com a microencapsulacdo de 6leos essenciais
para prevenir a oxidacao e a perda de substancias volateis e controlar a liberacao
do aroma. Além dos aromas, a aplicagdo desta tecnologia estendeu-se a
incorporacao de aditivos naturais e ingredientes (corantes, temperos, acidulantes,
vitaminas e minerais) que alteram a textura, melhoram a qualidade nutricional,
aumentam a vida de prateleira ou controlam as propriedades dos alimentos
processados (RE, 2000).

Um campo em que a microencapsulacdo vem trazendo grandes beneficios
€ o nutricional (JACKSON & LEE, 1991). Levando-se em consideracao as
deficiéncias de vitaminas e minerais, governos e instituicbes tém procurado
preveni-las através da fortificagdo de alimentos ou suplementacdo com
medicamentos. A microencapsulacao é necessaria uma vez que estes nutrientes,
estando livres, reagem muito facilmente, alteram cor e gosto e se degradam. O
produto encapsulado, além de mascarar o sabor dos minerais, reduz a reatividade
e modula sua liberacdo nas areas do trato gastrintestinal que permitam melhor
absorcdo (RE, 2000).

3.2.3. Principais Métodos para Producao de Microparticulas

InUmeros métodos permitem microencapsular um material ativo,
dependendo do tipo do material, da aplicacdo e do mecanismo de liberagcéao
desejado para sua acao. A diferenca basica entre os métodos esta no tipo de

envolvimento ou aprisionamento do material ativo pelo agente encapsulante,
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sendo que a combinacgao entre eles pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-
quimica (RE, 2000).

Estes métodos se dividem em fisicos, quimicos e fisico-quimicos. O
processo fisico envolve a combinacao de recheio e material de parede por meios
mecanicos em um ambiente em que o recobrimento do recheio pelo material de
parede esta favorecido (JACKSON & LEE, 1991), ao contrario do que acontece
nos métodos quimicos, nos quais existem forgas quimicas envolvidas.

Dentro dos métodos fisicos, alguns exemplos sao spray drying, spray
cooling, spray chilling, leito fluidizado, extrusdo, centrifugacdo com multiplos
orificios, co-cristalizacao e liofilizacdo. Entre os métodos quimicos estao inclusdo
molecular e polimerizacdo interfacial, e os métodos fisico-quimicos mais
estudados sdo coacervacao e incorporacao em lipossomas (JACKSON & LEE,
1991; RE, 2000).

3.2.4. Materiais de Parede

A escolha do material de parede usado depende das propriedades fisicas e
quimicas do material de recheio, do processo usado para formar as
microparticulas e das propriedades esperadas (JACKSON & LEE, 1991; NORI,
1996). A efetividade do funcionamento da cépsula depende das propriedades do
material da membrana, que tem papel essencial na liberagcdo do conteudo apenas
no momento adequado.

Um material de parede ideal precisa ser insoluvel e ndo reativo com o
recheio, deve ter boas propriedades emulsificantes, ser um bom formador de
filmes, ter baixa viscosidade mesmo em solucées com alto teor de sélidos,
apresentar baixa higroscopicidade, baixo custo, ndo possuir sabor desagradavel,
ser estavel e oferecer boa protegcdo ao ingrediente encapsulado (JACKSON &
LEE, 1991; SHAHIDI & HAN, 1993).
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Estes materiais sdo uma variedade de filmes naturais ou sintéticos de grau
alimenticio. Polimeros lipossoluveis sao usados para microencapsular um
conteudo hidrossoluvel e vice-versa. Os materiais mais utilizados incluem: gomas
(goma arabica, alginato de sédio, carragena), carboidratos (amido, dextrina,
acucar, xarope de milho), celuloses (carboximetilcelulose, etilcelulose,
metilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose), lipidios (cera, parafina, triestearina,
acido estearico, monogliceridios e digliceridios, 0leos, gorduras e éleos
hidrogenados) e proteinas (gluten, caseina, gelatina e albumina) (SHAHIDI &
HAN, 1993).

3.2.5. Tensoativos

Na producgao das particulas, além dos polimeros usados como constituintes
da matriz, sdo adicionadas também substéncias chamadas de tensoativos ou
surfactantes, que sao caracterizadas por possuirem um grupo com pouca atracéo
e outro com forte atracdo pelo recheio, as por¢des hidrofdébicas e hidrofilicas
(ROSEN, 1998). Os tensoativos apresentam duas propriedades fundamentais:
capacidade de absorcdo nas interfaces e a tendéncia de associacdo para
formarem estruturas organizadas (PORTER, 1991).

A estabilidade que a molécula de tensoativo fornece a uma interface é
funcdo da sua estrutura molecular. As maiores forcas que o tensoativo apresenta
para ter estruturas bem definidas sao interagdes hidrofébicas e hidrofilicas, que
competem para dar duas forgcas de oposicdo agindo na regido interfacial: uma
tenta diminuir e outra aumentar a area interfacial da molécula. As forcas de
atracdo sao principalmente atracdes hidrofilicas e forgas de tensao interfacial; as
forcas de repulsdo sdo mais complexas e dificeis de explicar, elas incluem
repulsdo eletrostatica entre os grupos polares, repulsao hidrostatica e interagdes
entre grupos polares e apolares (VILLAMAGNA et al, 1995).
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A medida da afinidade de um tensoativo para 6leo ou agua pode ser
identificada através do HLB (Balanco Hidrofilico/Hidrofébico), valor este que pode
ser calculado ou determinado experimentalmente. Tensoativos com HLB de 3 a 6
sao considerados tensoativos hidrofébicos e sdo melhores em emulsdes agua em
Oleo; ja tensoativos com HLB de 8 a 18 s&o hidrofilicos e sdo mais usados em
emulsdes 6leo em agua. Dependendo da aplicacdo do produto final, diferentes
tensoativos ou misturas de tensoativos podem ser usados, como sais biliares,
polisorbatos (triestearato de sorbitana, trioleato de sorbitana), lecitina e
fosfolipidios em geral (MAGEE JR. & OLSON, 1981a; SIEKMANN & WESTESEN,
1992; SCHUWARZ et al, 1994; MEHNERT & MADER, 2001; FRIEDRICH &
MULLER-GOYMANN, 2003; HEURTAULT et al., 2003).

Na estabilizacdo da emulsdo, na producdo de particulas lipidicas, por
exemplo, os aspectos estruturais do tensoativo dependem da agregacao, forma e
tamanho, capacidade de absorcdo e tensdes superficiais e interfaciais
(VILLAMAGNA et al, 1995). A formacao e estabilizagdo da emulsdo ocorrem em
trés estagios: no primeiro ha a aproximagdao das moléculas de tensoativo na
interface 6leo/agua; no segundo hd uma mistura das moléculas na interface e no
terceiro acontece a estabilizacao interfacial, com formacgao de filme (VILLAMAGNA
et al, 1995). O primeiro estdgio depende da natureza das moléculas, suas
concentragdes e viscosidade. O segundo depende das tensdes interfaciais,
viscosidade interfacial e da natureza do tensoativo. E a formacédo do filme, no
terceiro estdgio, é dependente das interacbes entre os grupos polares das
moléculas de tensoativo e as cadeias apolares dos lipidios, e também com os
grupos apolares das proprias moléculas de tensoativo (VILLAMAGNA et al, 1995).

Tensoativos sao de grande importancia na estabilidade das microparticulas
lipidicas, além da escolha apropriada do material lipidico. Sua composi¢céao afeta o
tamanho da particula, a estabilidade fisica durante a estocagem e também o perfil
de liberacdo ou razdo de degradacdo enzimatica. A escolha do tensoativo
depende dos compostos usados na producdo das particulas e também da
aplicacdo do produto final. Nao existe um tensoativo ideal, mas é possivel
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escolher uma molécula que forneca mais qualidades que propriedades
indesejaveis ao produto final (FREITAS & MULLER, 1998: MEHNERT & MADER,
2001; KIM et al, 2005).

Lecitina comercial € uma mistura de digliceridios de, predominantemente,
acidos estearico, palmitico e oléico, que sédo ligados com éster colina no acido
fosforico (VILLAMAGNA et al, 1995). Em relacado a outros tensoativos, a lecitina
tém sido atribuidos menores efeitos de ligacdo, de acdo como tensoativo, por
causa da sua baixa mobilidade, advinda de seu alto peso molecular e da sua
estrutura molecular (energeticamente estavel) (VILLAMAGNA et al, 1995).

3.2.6. Materiais de Recheio

Materiais usados como recheio podem estar em qualquer estado fisico:
liquido, solido, gasoso, pode ser uma dispersdo ou uma emulsdo complexa
(JACKSON & LEE, 1991).

Qualquer material que necessite de protecdo, isolamento do meio ou
liberacdo modulada pode ser encapsulado (RISCH, 1995). Alguns exemplos de
materiais usados como recheio na area de alimentos sao: acidulantes, flavours,
corantes naturais, temperos, adocantes, vitaminas e minerais, lipidios, enzimas,
microrganismos, gases, entre varios outros (DZIEZAK, 1988; JACKSON & LEE,
1991).

3.2.7. Liberacao do Recheio

Microencapsulacdo tem sido usada com muitos objetivos, contudo, em
recentes anos, o conceito de liberagcdo modulada, ou seja, a liberacao do recheio
de uma forma controlada sob um periodo de tempo pré-determinado, se torna

cada vez mais importante e, assim, interessante para a industria (GOUIN, 2004). A
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liberacdo modulada pode garantir efetividade do recheio, ampliacdo da gama de
aplicabilidade e garantia da dose desejada, além da liberagdo em locais
determinados, importante no caso da industria farmacéutica (VOLOSOV et al,
2000).

As propriedades fisicas e quimicas tanto do recheio quanto do material de
parede assim como a técnica usada na producdo das cdapsulas afetam
diretamente a liberagcao do recheio no meio (JACKSON & LEE, 1991; DZIEZAK,
1993). No que diz respeito a matriz, densidade, cristalinidade, orientacao,
solubilidade, pré-tratamentos, nivel de plasticidade e cross-linking sdo algumas
propriedades diretamente ligadas ao perfil de liberagdo. Algumas propriedades da
capsula sdo tamanho (quanto menor o tamanho maior a liberacdo do recheio),
espessura da parede (quanto menor a espessura maior a liberacao), configuracao
e conformidade e quantidade de camadas de revestimento. Por fim, os parametros
experimentais que possuem efeito no perfil de liberacdo sdo temperatura, pH,
umidade, presenca ou nao de solvente e agdes mecanicas (SHAHIDI & HAN,
1993).

A liberacdo do recheio pode acontecer de varias formas. A parede da
particula pode ser quebrada por ruptura mecénica, por difusdo controlada, por
aumento da temperatura, por dissolucdo em solventes (de longe a forma mais
comumente usada na industria de alimentos), por mudangas no pH do meio, por
acao de forgca osmoética, por acdo de enzimas, entre outros (JACKSON & LEE,
1991; REINECCIUS, 1995; GOUIN, 2004). Uma forma individual pode dominar,
dependendo do material de parede e dos parametros experimentais, mas,
geralmente, a forma de liberagao varia durante o processo.

A ruptura mecanica, usada geralmente para liberagdo rapida, quando
requerida, pode acontecer por forcas externas, como pressao, ou por forcas
internas, como poderia ocorrer na microparticula que inchasse por causa de seu
revestimento seletivo. A liberacao por acao de enzimas se da quando o material
de parede é biodegradado, implicando na liberacdo do recheio presente na
capsula. Ja a difusdo € regida por um gradiente de concentracdo e por forcas
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atrativas intermoleculares sendo a permeacdo modulada pela solubilidade da
substancia encapsulada na matriz e pela sua mobilidade através do material de
cobertura (SHAHIDI & HAN, 1993; REINECCIUS, 1995).

Em alimentos, cristalizacdo da matriz pode ser um fendmeno progressivo
inicialmente criando barreiras para a difusdo mas mais tarde se tornando tao
impactante que a forgca da cristalizacao resulta em liberacdo rapida e néo
modulada, assim, é necessario o conhecimento e o controle deste processo para
que a modulagao da liberacado nao seja perdida (REINECCIUS, 1995).

A liberacao pode ocorrer de diferentes formas, podendo representar quatro
modelos teoricos de curva de liberacdo. O primeiro considera a existéncia de um
mecanismo de “disparo” que inicia a liberacdo. Geralmente a presenca de uma
forca externa é responsavel pelo inicio da liberacdo, entretanto, outros fatores
podem ser responsaveis por este “disparo”, tais como calor, luz, pH e
degradacgdes quimicas da capsula. O segundo mecanismo assume que a parede
da capsula atua como reservatério, supondo que a taxa de liberacao é constante.
O terceiro modelo pressupde a migracdo através da parede mas considera um
efeito adicional de liberacdo ocasionado por pequenos rompimentos na estrutura
da capsula, e o quarto modelo considera a parede como uma membrana
semipermeavel e seletiva a diferentes pesos moleculares (THIES, 1995).

Um estudo, encapsulando Verapamil, medicamento utilizado no tratamento
de cancer, usando manteiga de cacau e um polissacarideo como parede e Tween
80 como tensoativo, observou que o perfil de liberacao foi independente da
quantidade de recheio total presente na formulagcédo; em todos os casos analisados
o recheio foi liberado dentro de 12 horas, com um efeito “burst” nas primeiras trés
horas. Este perfil foi atribuido ao estado liquido da matriz lipidica a 37°C
(temperatura usada no estudo) e a alta solubilidade do recheio na matriz lipidica
(KIM et al, 2005).
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3.2.8. Spray Cooling

E um processo semelhante ao spray drying, pois em ambos ha uma
dispersao do recheio no material liquefeito e aplicagcédo de condigdes controladas
(temperatura, agitacdo, tempo, etc) na fase de emulsdo para producdo das
microparticulas. A diferenca é que a temperatura usada no spray drying para a
producao das particulas é alta, e no spray cooling a camara é resfriada (THIES,
1987; DZIEZAK, 1988; SCHROOYEN et al, 2001).

Sao usados, no spray cooling, lipidios com pontos de fusdao que podem
variar de 45°C a 122°C, incluindo trigliceridios, digliceridios, monogliceridios,
acidos graxos livres, esterdides ou ceras (TAYLOR, 1983; DZIEZAK, 1988;
JACKSON & LEE, 1991).

As microparticulas sao produzidas pulverizando-se uma emulsao ou
suspensdao que contém o material de parede fundido com o recheio, que
normalmente é liquido. Essa mistura é pulverizada por um atomizador ou bico
aspersor e entra em uma camara na qual o ar circula a uma temperatura baixa. A
reducdo da temperatura resulta na solidificacdo do material e faz com que o
recheio seja encapsulado (JACKSON & LEE, 1991).

Microparticulas produzidas por este processo sdo insolUveis em agua.
Assim, podem ser encapsulados produtos hidrofilicos, como minerais, vitaminas,
enzimas, acidulantes, produtos volateis e sensiveis a altas temperaturas, mas
podem, também, serem encapsulados produtos hidrofébicos, como alguns
flavours, 6leos essenciais, entre outros (DZIEZAK, 1988; JACKSON & LEE, 1991).

Este processo é 0 menos custoso e é rotineiramente usado para encapsular
sais organicos e inorganicos, ingredientes de textura, flavours e outros
ingredientes para melhorar estabilidade em altas temperaturas e obter liberacéo
modulada em ambientes aquosos; é usado também na conversao de ingredientes
liquidos hidrofilicos em p6s secos (GOUIN, 2004). As particulas assim produzidas
sao aplicadas em produtos de forno, misturas de sopa com alto teor de lipidios e
outros alimentos gordurosos (TAYLOR, 1983).
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Durante o processo de producdo, € preciso que 0s parametros
estabelecidos para as particulas sejam mantidos, caso contrario elas podem
apresentar qualidade reduzida. Um ponto importante é a manutencdo da
temperatura durante todo o processo, evitando o fendmeno de polimorfismo dos
lipidios, que pode levar a diferentes graus de cristalinidade nos lipidios, alterando
caracteristicas como liberacdo modulada e eficiente armazenamento do recheio
(LAMB, 1987; DZIEZAK, 1988; JACKSON & LEE, 1991; SCHROOYEN et al,
2001).

As particulas produzidas por spray cooling podem conter quantidades de
recheio ndo encapsulado, que se ligam a parte externa da matriz lipidica. Isto
pode produzir uma elevada liberacdo inicial de recheio, sendo seguida de uma
liberacdo que pode ser por forca osmébtica, difusdo (mesmo que pequena) do
recheio pela matriz, rupturas mecénicas e também por fusdo dos lipidios
formadores da matriz (GOUIN, 2004).

3.2.9. Nanoparticulas Lipidicas

Surgimento e Desenvolvimento

Matrizes com lipidios solidos sdo usadas ha anos, principalmente na
industria farmacéutica (MULLER et al, 2002a). No inicio dos anos 90, uma nova
forma de matriz lipidica surgiu, produzida por homogeneizacao a alta pressao ou
usando a técnica de precipitacdo de microemulsdo, e foi chamada de
nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN), uma vez que sdo usados apenas lipidios
sélidos a temperatura ambiente (MULLER et al, 2002a). A SLN combinava as
vantagens de outros sistemas carreadores, como estabilidade fisica, protecao a
recheios sensiveis contra degradacdo, modulacdo da liberacdo e excelente
tolerabilidade enquanto ao mesmo tempo minimizava alguns problemas
(MEHNERT & MADER, 2001; WISSING et al, 2004a). A SLN, na area

19



farmacéutica, teve desenvolvimento para aplicacdo por varias rotas, incluindo
parenteral, oral, dérmica, ocular, pulmonar e retal (WISSING et al, 2004a).

Posteriormente estas nanoparticulas sofreram algumas modificacoes e
foram produzidos mais dois tipos de matrizes lipidicas, os carreadores lipidicos
nanoestruturados (NLC) e as nanoparticulas lipidicas conjugadas com recheio
(LCD), que vieram superar as desvantagens apresentadas pelas SLN (WISSING
et al, 2004a).

Caracteristicas, Vantagens e Desvantagens

SLN, NLC e LDC séo particulas com matriz lipidica solida e diametro médio
na faixa de nanémetros. Além dos lipidios e do recheio, as particulas também
possuem tensoativos (moléculas lipidicas como fosfolipidios ou também polimeros
anfifilicos ou sais biliares), usados para auxiliar na estabilidade (HEURTAULT et
al, 2003; WISSING et al, 2004a).

O recheio pode ser incorporado entre as cadeias de acidos graxos, entre as
camadas lipidicas ou ainda nas imperfeicbes da matriz. Dependendo da
composi¢do da formulacdo, da razao lipidio/recheio, de suas solubilidades e dos
parametros de producao, o recheio pode estar localizado no interior das particulas,
na parte externa da parede ou também disperso em toda a matriz lipidica
(MULLER et al, 2002b ; WISSING et al, 2004a).

SLN sao particulas feitas a partir de lipidios sélidos a temperatura ambiente,
ou seja, podem ser usados trigliceridios altamente purificados, misturas de
glicerideos, acidos graxos, esterdides e ceras (MEHNERT & MADER, 2001;
WISSING et al, 2004a).

SLN, assim como lipossomas, micelas, nanoemulsées e microemulsdes,
tém uma série de vantagens sobre outras tecnologias, pois sdo preparadas com
compostos que sdao bem tolerados, ndo apresentam toxicidade aguda ou crdnica,
€ uma técnica com baixo custo de producdo, podem ser encapsulados compostos
hidrofilicos ou hidrofébicos, as particulas apresentam liberacdo modulada e

20



excelente estabilidade fisica e a produgdo em grande escala é possivel. Contudo,
h& algumas potentes limitagdes, quais sejam: capacidade limitada de eficiéncia de
encapsulagao, expulsao do recheio durante o armazenamento e alto conteddo de
agua na dispersao (MEHNERT & MADER, 2001; MULLER et al, 2002a; MULLER
et al, 2002b; HEURTAULT et al, 2003; WISSING et al, 2004a;).

A expulsado do recheio durante o armazenamento pode ser explicada pelo
polimorfismo dos lipidios. Estes passam de uma formagdo menos ordenada para
uma com mais ordem, mais perfeita, aumentando a quantidade de cristais lipidicos
e assim diminuindo os espacos disponiveis para a acomodagdo do recheio,
levando-o a expulsdo. Este mesmo fenémeno limita a eficiéncia de encapsulacéo,
pelo mesmo motivo, pois uma estrutura cristalina com poucas imperfeicées nao
pode acomodar grandes quantidades de recheio. A cristalizagdo dos lipidios
ocorre com mais intensidade quando sdo wusadas moléculas lipidicas
guimicamente idénticas e espacialmente compativeis, com cadeias carbénicas
longas e perfeitas, como no caso das SLN, onde sdo usados apenas lipidios
s6lidos (MULLER et al, 2002a; MULLER et al, 2002b; HEURTAULT et al, 2003;
WISSING et al, 2004a;). Polimorfismo é uma das mais importantes alteracoes
fisicas que afeta a estabilidade das nanoparticulas lipidicas porque lipidios que
sofrem esta degradacdo tém propriedades termodindmicas diferentes, como
pontos de fusdo, padrdes de difracao de raios-X e solubilidade (HEURTAULT et al,
2003).

Estas desvantagens levaram ao desenvolvimento de uma nova forma de
nanoparticulas lipidicas, chamadas de carreadores lipidicos nanoestruturados
(NLC), que sao produzidas por uma mistura de lipidios sélidos e liquidos, com
cadeias carbbnicas espacialmente incompativeis, diferentes, que formam
pequenas micelas espalhadas no interior da matriz sdlida, dando as
nanoparticulas melhores eficiéncias de encapsulacéo e propriedades de liberacao
(MULLER, et al, 2002a; MULLER et al, 2002b; JORES et al, 2004). Como s&o
usadas misturas de lipidios sélidos e liquidos, as cadeias de acidos graxos sao

incompativeis espacialmente, gerando maiores imperfeicdes nos cristais lipidicos,

21



e também retardando a transformacéo lipidica para formas mais estaveis, assim
aumentando a capacidade de encapsulacao (pela presenca dos lipidios liquidos) e
as propriedades de liberacdo (pela modulacdo da matriz sélida). Com a mistura
lipidica de sdélidos e liquidos o produto final € sélido, mas nao cristalino (JENNING
& GOHLA, 2001; MULLER et al, 2002a; MULLER et al, 2002b; JORES et al, 2004;
WISSING et al, 2004a).

Existem trés tipos de NLC: no primeiro tipo, sdo misturados lipidios com
cadeias carbOnicas espacialmente diferentes, o que leva a maiores imperfeicoes
na matriz lipidica e, assim, maiores espacos para acomodacdo do recheio.
Maiores eficiéncias de encapsulagdo sao conseguidas, assim, pela mistura de
lipidios sélidos e pequenas quantidades de lipidios liquidos, apenas o suficiente
para aumentar as imperfeicdes da matriz lipidica (MULLER et al, 2002b; WISSING
et al, 2004a).

No segundo tipo, é usada uma grande quantidade de lipidio liquido, e o
recheio, que, em geral, tem solubilidade maior em lipidios liquidos, fica mais
disperso, e, apds a solidificacdo da emulsao, fica encapsulado por este e o lipidio
sélido, por sua vez, encapsula as micelas de lipidio liquido/recheio. Esta estrutura
permite uma maior capacidade de encapsulacao pois sdo formadas varias micelas
de lipidio liquido/recheio, e também permite melhores propriedades de liberagéo,
principalmente uma liberagdo mais prolongada. Tais micelas ndo podem ser
criadas por mecanismos quimicos, elas sao geradas pelo processo de separacao
de fases durante a produgao das particulas (MULLER et al, 2002a; MULLER et al,
2002b; WISSING et al, 2004a).

Por fim, no dltimo tipo, misturas especiais de lipidios sdo usadas para evitar
a cristalizacdo dos lipidios ap6s o resfriamento, uma vez que estas misturas
produzem particulas soélidas porém ndo cristalinas (MULLER et al, 2002b;
WISSING et al, 2004a).

Apesar de estudos revelarem que o lipidio liquido ficaria no interior do
lipidio sélido e por seus numerosos defeitos na estrutura cristalina a incorporagéao
do recheio seria facilitada (JENNING & GOHLA, 2000), dados de difracao de
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raios-X, DSC e ressonancia magnética nuclear indicaram que a distribuicdo dos
lipidios liquidos dentro da matriz ndo é provavel porque os lipidios sélidos apenas
tolerariam pequenos defeitos em seus cristais, e entdo o lipidio liquido seria
expulso durante o processo de cristalizacao (JORES et al, 2003).

SLN sao Uteis para a incorporacdo de recheios lipofilicos e em baixas
quantidades. Para superar esta limitacao, foi desenvolvida mais uma geragéao de
nanoparticulas, as nanoparticulas lipidicas conjugadas com recheio (LCD), que
podem encapsular mais de 33% de recheio. Em sua producédo, o lipidio e o
recheio, insolluveis entre si, sdo preparados pela formacao de um sal ou por uma
ligacdo covalente (por exemplo de éster ou éter). Na formagéo do sal, um recheio
livre (basico) e um acido graxo sao dissolvidos em um solvente adequado, que é
evaporado, depois, sob baixa pressao. Na ligacao covalente, o recheio (um sal) e
o lipidio, na forma de &lcool graxo, reagem na presenca de um catalisador, € 0
produto é entdo purificado por recristalizacdo. Este produto obtido € entdo
processado com tensoativo para formacdo das nanoparticulas usando a
homogeneizacdo a alta pressdao (WISSING et al, 2004a). Com LCD também
podem ser encapsulados recheios hidrofilicos com grande eficiéncia (WISSING et
al, 2004a).

Estabilidade

A transformacéao dos lipidios resulta em aumento da superficie da particula,
diminuicdo da capacidade de encapsulacado e perda do controle sob a liberacédo
modulada, levando a problemas de estabilidade fisica das particulas. Por isso,
esta estabilidade tem sido muito estudada, principalmente através de medidas de
tamanho de particula (por difracdo a laser), carga superficial (potencial zeta) e
andlise térmica (calorimetria diferencial de varredura - DSC) (MEHNERT &
MADER, 2001; WISSING et al, 2004b; WISSING et al, 2004a). As técnicas de
espectroscopia de infravermelho e reometria também estdo sendo usadas para
andlises da estabilidade das nanoparticulas (MEHNERT & MADER, 2001).
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Numerosos fatores tém influéncia no tamanho médio das particulas, tais
como a composicao lipidica, o processo de formulagédo, a composi¢ao do recheio,
0s parametros do processo (temperatura, equipamento de homogeneizacgéao, etc.),
a presenca de tensoativo, as condi¢cdées de estocagem, entre outros. Estes fatores
tém influéncia no processo de cristalizacao lipidica e, portanto, no aumento do
tamanho médio das particulas (HEURTAULT et al, 2003). Além da difracdo a
laser, difracdo de luz dindmica, ressonancia magnética nuclear, microscopia
Optica, microscopia eletronica e microscopia de forca atdmica também tém sido
usados para andlise do tamanho de particulas (MEHNERT & MADER, 2001;
HEURTAULT et al, 2003; WISSING et al, 2004b).

Quase todas as particulas em contato com um liquido adquirem uma carga
em sua superficie, e o potencial elétrico no plano externo da particula € chamado
de potencial zeta (HEURTAULT et al, 2003). O potencial zeta € um indicador
importante e (til de mudangas na carga da particula, que pode ser usado para
predizer e controlar a sua estabilidade. A medida do potencial zeta é geralmente
importante para o entendimento dos processos de dispersdo e agregacao nas
aplicacdes das nanoparticulas (MEHNERT & MADER, 2001; HEURTAULT et al,
2003). De forma geral, altas medidas de potencial zeta apresentam pouca ou
nenhuma aglomeracdo, e vice versa, isso porque quanto maior o valor do
potencial maior a carga da particula e maior a forca de repulsdao. Contudo, esta
regra nao pode ser seguida rigorosamente quando se trata de sistemas com
estabilizantes estéricos, porque sua absorcdo diminui o potencial zeta devido a
mudancas no plano externo da particula (MEHNERT & MADER, 2001;
HEURTAULT et al, 2003).

Termoanalise por DSC fornece informagdes sobre o comportamento de
cristalizacao, transicao polimoérfica, temperatura de fusdo, entalpia e grau de
cristalinidade das particulas. Outra técnica usada para analise do grau de
cristalinidade é a difracao de raios-X, que também torna possivel a investigacao
da tendéncia de cristalinidade e a transicdo polimérfica das nanoparticulas
(MEHNERT & MADER, 2001; HEURTAULT et al, 2003; WISSING et al, 2004b).
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Um estudo investigou o efeito da luz e da temperatura na estabilidade fisica
de particulas de SLN. Foi encontrado que o aumento das particulas podia ser
induzido por um aumento da energia cinética (luz, temperatura) no sistema.
Estocagem sob luz artificial levou a gelatinizacdo do sistema com 7 dias de
armazenamento, sob luz natural dentro de 3 meses e em ambiente escuro o
aumento das particulas comecou depois de 4 meses de estocagem. Esta
gelatinizacdo foi acompanhada de uma diminuicdo do potencial zeta de -24,7 para
menos de -18 mV. A influéncia da temperatura da estocagem no tamanho da
particula também foi analisada, e houve um aumento muito rapido quando em
altas temperaturas enquanto que, sob refrigeracdo, o tamanho foi estavel por 180
dias (FREITAS & MULLER, 1998).

Ainda neste mesmo estudo, foi analisado o estado polimérfico dos lipidios.
Com o aumento da energia cinética, houve polimorfismo de uma mistura de
formas B’, a e sub a em apenas [3’, acompanhada de formagcdo de gel. Se as
condicbes que aumentaram a energia cinética (temperatura e luz) tivessem sido
controladas, esta transformacéo poderia ter sido evitada (FREITAS & MULLER,
1998).

Outro problema que pode dificultar a estabilidade fisica das particulas é o
fenbmeno de gelificacdo, que é a transformagdo de um sistema de baixa
viscosidade para um gel viscoso (HEURTAULT et al, 2003). Este fenébmeno
apresenta alguns indutores, semelhante ao fenédmeno da cristalizagdo, como alta
temperatura e presenca de luz; o grau de gelificacao esta correlacionado com o
grau de cristalizacdo dos lipidios (MEHNERT & MADER, 2001; HEURTAULT et al,
2003). Assim como na cristalizacao, altos valores de potencial zeta indicam pouca
ou nenhuma gelificacdo, e baixos valores de potencial zeta indicam a presenca do
fenémeno (MEHNERT & MADER, 2001).

A escolha do tensoativo e sua concentracdo também influenciam a
estabilidade fisica da particula. Foi encontrado que com tensoativos ibnicos elas
tiveram tamanho médio bem menor do que com tensoativos nao ibnicos, e

também que, quando usada uma mistura de tensoativo as particulas
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apresentaram baixos tamanhos médios e alta estabilidade durante a estocagem
(MEHNERT & MADER, 2001).

Estudos analisaram a incorporacdo de lecitina na matriz lipidica para
melhorar e aumentar a incorporacdo do recheio. Inicialmente, a incorporacdo do
recheio aumentou linearmente com o aumento da concentragdo de lecitina
presente, e este efeito foi atribuido a formacdo de micelas no meio da matriz
lipidica, permitindo adicional incorporacédo do recheio (FRIEDRICH & MULLER-
GOYMANN, 2003; SCHUBERT et al, 2006). Em anélise com incorporacao de até
50% de lecitina, medidas do tamanho da particula mostraram que a incorporacao
de 30% de lecitina levou a grande reducdo de tamanho (de 278 para 100 nm),
mas maiores incorporagdes nédo produziram alteragbes adicionais. Neste mesmo
estudo foi detectado que o tamanho das particulas ficou constante durante 4
semanas. Analises de ressonancia magnética nuclear indicaram que com até 30%
de lecitina a estabilizacdo da particula ocorre com uma camada mononuclear de
lecitina enquanto que com 40 e 50% sao formadas varias camadas, e, como o
tamanho das particulas nao se altera, provavelmente ndo ha interacao adicional
da lecitina dentro da matriz lipidica, indicando que este excesso de tensoativo se
apresenta em multicamadas na superficie da matriz, 0 que mostra que nao havera

maiores incorporacoes de recheio nestas particulas (SCHUBERT et al, 2006).
Liberacao do Recheio

O perfil de liberacdo pode ser influenciado por modificagdes na matriz
lipidica, pela concentracdo de tensoativo e pelos pardmetros de producdo
(WISSING et al, 2004a). Quando usadas, na producao, temperaturas mais altas, o
efeito de liberacao rapido (efeito “burst”) é grande, assim como quando se usa alta
concentracdo de tensoativo (MULLER et al, 2002b). Em resumo, quanto maior a
solubilidade do recheio na fase aquosa durante a producao, mais pronunciado vai
ser o efeito “burst”; a solubilidade aumenta com aumento da temperatura de

producdo e com o aumento da concentracdo de tensoativo, contudo, pouco ou
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nenhum efeito “burst” € observado quando a particula é produzida a baixas
temperaturas, e baixa ou nenhuma concentracdo de tensoativo (MULLER et al,
2002b).

Outro cuidado é com os pontos de fusdo dos lipidios e dos recheios.
Acredita-se que recheios com pontos de fusdo maiores que os apresentados pelos
lipidios usados precipitam primeiro depois do processo de homogeneizacdo a
quente, e, entdo, este recheio se acomoda dentro da fase lipidica. Caso aconteca
0 contrario, ou seja, o recheio apresente um ponto de fusdo menor do que o dos
lipidios, ele vai se precipitar depois, e vai se distribuir na superficie lipidica,
acarretando a nanoparticula baixa eficiéncia de encapsulacao e liberacdo com
acentuado efeito “burst” (JENNING & GOHLA, 2001).

Sao possiveis trés tipos de perfis de liberacao, de acordo com a localizacao
do recheio na matriz lipidica. Se o recheio se encontra na superficie externa da
matriz, a liberacdo sera de forma rapida. Alguns fatores que contribuem para a
ocorréncia deste perfil sdo grande area de superficie, alto coeficiente de difusao
(pequenas moléculas) e baixa viscosidade da matriz (WISSING et al, 2004a). O
recheio pode ser também liberado de forma lenta e progressiva, quando este se
encontrar espalhado por toda a extensdo da matriz lipidica, e, por fim, o dltimo
perfil de liberagdo é aquele que ocorre quando o recheio se encontra no interior da
particula, envolto por uma grossa camada lipidica, implicando em uma liberacao
muito lenta, que se arrasta por semanas ou até meses (WISSING et al, 2004a).

Naturalmente, estes perfis ndo ocorrem isoladamente, podendo se
intercalar, uma vez que o recheio pode estar depositado de varias formas em uma
mesma formulacdo. Varios estudos tém sido feitos para analises de formulacdes
farmacéuticas, com aplicacbes parenterais principalmente, que necessitam de
uma liberacdo muito bem modulada, tanto na quantidade quanto no local, que
geralmente é muito especifico (WISSING et al, 2004a). J& em casos de aplicacédo
dermatoldgica, uma liberacao rapida pode ser desejada, o que poderia aumentar a
penetracdo do recheio na pele (MULLER et al, 2002b).
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Um estudo feito por JENNING et al (2000a), testando nanoparticulas
lipidicas compostas de uma mistura de mono-, di- e trigliceridios de acido
behénico na encapsulacdo de vitamina A, encontrou que nas primeiras seis horas
a liberagao foi constante e modulada, mas apds houve um aumento considerado e
imediato. Foi proposto que a mudanga na conformacdo dos lipidios para uma
forma mais estavel alterou (diminuiu) os espacos onde o recheio estava alocado,
acarretando a sua expulsdo rapida e imediata. Ainda neste estudo, comparando-
se a liberacdo da vitamina A em meio aquoso e lipidico, os autores encontraram
que, no primeiro meio, a liberacdo do recheio foi constante e modulada nas
primeiras 24 horas, mas depois foi consideravelmente aumentada, devido, como
dito acima, as alteragdes polimoérficas dos lipidios. Quando foi testada em meio
lipidico a liberacao foi rapida e imediata, por causa da solubilidade do recheio
neste meio. Todos estes resultados foram confirmados por anélises de difracdo de
raios-X e medidas de DSC (JENNING et al, 2000a).

Particulas compostas por matriz lipidica na encapsulacdo de uma proteina
foram avaliadas, e observou-se que a incorporacao da proteina na matriz criou um
ambiente propicio para liberacao a longo tempo; imagens de microscopia confocal,
realizadas antes do inicio da liberagcdo, mostraram uma distribuicdo fina e
homogénea da proteina por toda a particula, caracteristico do segundo tipo de
liberagédo, conforme explicado acima. Na analise da liberagdo, 60% do recheio foi
liberado durante os primeiros quatro dias, aumentando para 85% no 20° dia e
alcangando mais de 92% até o 63° dia. Foi encontrada uma boa correlagéo entre o
estudo da liberacdo do recheio e imagens captadas por microscopia confocal
realizados nos mesmos tempos; as imagens mostraram muito bem a difusdo do
recheio dentro da matriz lipidica (KOENNINGS, et al, 2007).

Aplicacao

Por causa do seu diminuto tamanho, as nanoparticulas lipidicas podem ser

injetadas por vias intravenosa, subcutanea, oral, tdpica e intramuscular, e podem
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ser usadas para farmacos que necessitam de liberacdo em locais especificos.
Para esta ultima exigéncia podem ser usadas substancias com reconhecimento
especifico de células, e assim, por exemplo, ficar garantida a liberagdo de um
medicamento no combate a um céncer. E ainda ficaria minimizado o risco de
embolia por um possivel codgulo sangiineo (MEHNERT & MADER, 2001;
HEURTAULT et al, 2003; WISSING et al, 2004a).

Outra possivel aplicagdo para estas nanoparticulas seria uma forma de
garantir resposta imunoldgica a certos antigenos. Os antigenos encapsulados
induzem a resposta imunoldgica, assim evitando infec¢cdes e outras doencas.
Estas particulas oferecem uma apresentacéo prolongada e controlada do antigeno
ao sistema imune (WISSING et al, 2004a).

As nanoparticulas podem ser aplicadas em formulacbes para usos
dermatolégicos, como cremes antiidade, protetor solar e logdes hidratantes
(MULLER et al, 2002b).

3.2.10. Técnicas Utilizadas para o Estudo da Estabilidade de Particulas
Lipidicas

Como exposto anteriormente, varias técnicas sao usadas para estudo de
micro e nanopatrticulas, avaliando caracteristicas, alteracées e comportamento dos
compostos em diferentes meios, temperaturas, tempos, entre outros. Destas
técnicas, duas bastante usadas sao a Difracdo de Raios-X e a Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC).

Difracdo de Raios-X

Raios-X sao produzidos pelo bombardeamento de um metal com elétrons
de alta energia, que podem ser difratados quando passam através de um cristal
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(SUN, 2004). A difracao de raios-X depende da incidéncia do feixe de luz no
material (SUN, 2004).

Analises de difracdo de raios-X fornecem valores numéricos de dois
importantes parametros, o espaco interplanar e a intensidade da difragdo. O
primeiro € caracteristica do padrao do cristal presente na amostra, e 0o segundo
prové informacao sobre a estrutura do cristal (SUN, 2004).

Na difracao de raios-X, elétrons sdo a principal causa da dispersao. Esta
técnica € usada para analises de estruturas moleculares, principalmente em
amostras com reconhecida presenca de cristais. E usada para muitos tipos de
amostras, mas ha ressalvas para andlises de solugbes. Uma aplicacdo muito
comum é no estudo de proteinas, em que a técnica indica a estrutura molecular
sem demoras e com precisdao (SUN, 2004). Para estudos em lipidios, difracao de
raios-X fornece sem equivocos a forma polimérfica correta apresentada pela
amostra, e esta andlise pode prover informacdes adicionais além das
caracteristicas polimoérficas, tais como comprimento da cadeia carbdnica ou

densidade da camada lipidica, através do espaco interplanar (TIMMS, 1984).
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Por definicdo, analise térmica é “um grupo de técnicas no qual uma
propriedade fisica de uma substancia & determinada em funcdo da temperatura
enquanto esta é submetida a um programa controlado de temperatura” (MA et al,
1990). As técnicas de analise térmica podem ser utilizadas para determinacao de
capacidade calorifica, condutividade térmica, variagées de entalpias, temperaturas
de mudanca de estados, investigacao de estabilidade e decomposi¢ao térmica,
caracterizacdo de materiais, pureza de substancias, entre outros, em varios
produtos como materiais biol6gicos, materiais de construcao, catalisadores, vidros,
ceramicas, explosivos, alimentos, entre muitos tipos (NASSU, 1994).

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) é uma técnica na qual a

diferenca de energia fornecida a uma substancia e a referéncia € determinada em
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funcdo da temperatura enquanto ambas estdo submetidas a um programa
controlado de temperatura (MA et al, 1990).

O DSC é uma técnica muito versatil, permite a analise de amostras soélidas,
liquidas e volateis, tanto na forma de pé, filmes ou fibras, entre outras. Pode-se
trabalhar em faixa de temperatura de -170°C a 725<C, e operag¢des que exigem
temperaturas sub-ambientes sdo realizadas com auxilio de acessorios adequados,
como cilindros de nitrogénio liquido, quando temperaturas muito baixas sao
necessarias (NASSU, 1994).

A velocidade de aquecimento/resfriamento pode variar de 0,1 a 200°C/min
ou ser constante, no caso de operacgdes isotérmicas. Velocidades pequenas sao
usadas, geralmente, em estudos que envolvem cristais liquidos, pureza de
compostos e cinética de reacdes. No que diz respeito ao tamanho da amostra,
velocidades maiores que 10°C/min sdo usadas para amostras pequenas e para
amostras maiores sdo encontrados melhores resultados com andlises a
velocidades menores, como por exemplo 5°C/min (NASSU, 1994).

As curvas de DSC apresentam a energia diferencial fornecida a amostra
(expressa como dH/dt, em mJs', mW ou mcals') na ordenada, contra
temperatura (T) ou tempo (t) na abscissa, e os fen6menos térmicos se apresentam
como desvios da linha de base na direcao exotérmica ou endotérmica (NASSU,
1994).

Nas curvas, temperatura onset é aquela correspondente ao ponto no qual a
curva comeca a se desviar da linha base. Temperatura méaxima de pico
corresponde a evolugcao maxima de pico, na velocidade utilizada; esta temperatura
nao representa 0 maximo da reagdo nem o término do fenémeno, e sua posicao é
muito influenciada pela velocidade de aquecimento/resfriamento, se tornando um
dado ndo muito relevante na analise geral da curva de DSC. Temperatura de
conclusado do fenédmeno térmico é a temperatura na qual a curva volta a linha base
apés a conclusao do fenémeno térmico (NASSU, 1994).

DSC pode fornecer informacdes sobre o comportamento térmico de
proteinas, carboidratos, lipidios e agua. Tanto transicdes de primeira ordem
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quanto de segunda ordem podem ser detectadas, sendo que, em alimentos, a
primeira €& principalmente relacionada com desnaturagdo de proteinas,
gelatinizacdo de amido e fusdo de gorduras, e um exemplo da segunda é a
transicdo vitrea, uma caracteristica de substancias amorfas, encontrada em
granulos de amido e produtos congelados. Grau de pureza de aromas e
estabilidade oxidativa de gorduras também podem ser analisadas por DSC (MA et
al, 1990; RAEMY & LAMBELET, 1991).

No caso de lipidios, o DSC, acoplado a um acessério que permita
operacoes a temperatura sub-ambiente, € uma étima técnica para investigacao de
seus comportamentos térmicos e monitoramento de processos de modificagéo,
como fracionamento, hidrogenacao e interesterificacdo. Para tais substancias,
temperaturas entre -50 e 80°C sao, geralmente, as de maior interesse, e as
entalpias variam de 100 a 200 J/g (MA et al, 1990; RAEMY & LAMBELET, 1991).
As curvas de fusdo de DSC sao complexas e nao sao diretas na interpretacao; isto
€ consequéncia do polimorfismo dos lipidios, que depende da historia térmica da
amostra. J4 as curvas de cristalizacdo, que sao influenciadas somente pela
composi¢do quimica da amostra, sdo mais reprodutiveis e simples que as de
fusao (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al, 2005).

Polimorfismo, a existéncia de mais de uma forma cristalina em uma mesma
substancia, é freqlientemente encontrado em lipidios. Muitos trigliceridios ocorrem
em a, B ou B, que, nesta ordem, apresentam crescentes estabilidades
termodinamicas, temperaturas e entalpias de fusdo e dilatagdo térmica (NASSU,
1994). O método mais usado para analise do polimorfismo é a difracao de raios-X,
pois as formas poliméricas possuem diferentes padrdes de identificacdo, mas o
DSC pode investigar a influéncia da composicao quimica, pardmetros de processo
e histéria térmica no polimorfismo, uma vez que temperatura, tempo € nimero de
etapas de aquecimento e resfriamento podem ser reproduzidos sob controle de
um microcomputador (MA et al, 1990; RAEMY & LAMBELET, 1991; NASSU,
1994).
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DSC também pode ser usado para determinacéo qualitativa da composicéao
de trigliceridios de 6leos e gorduras naturais, e misturas de 6leos em um alimento
podem ser identificadas. Assim, DSC é uma técnica 0til para detectar adulteracao
em gorduras comerciais (MA et al, 1990).

Medidas calorimétricas obtidas por calorimetria diferencial de varredura
(DSC) podem permitir uma avaliacdo acurada do comportamento de fusédo e de
cristalizacdo de materiais cristalinos como microparticulas produzidas com
material lipidico. A quebra ou fusdo das juncdes cristalinas durante o aquecimento
ou o resfriamento da amostra pode produzir informacdes sobre o polimorfismo, a
ordenacao cristalina, a possibilidade de misturas eutéticas ou informacdes sobre o
processo de transicao vitrea (JENNING et al, 2000c).

Analise de DSC nao deve ser a Unica e determinante no estudo de
comportamento térmico de uma substancia, uma vez que apenas monitora as
mudancas ocorridas nas propriedades térmicas, que estdo associadas com
fenbmenos fisicos ndo especificados. Outras técnicas, como difragéo de raios-X,
microscopia e termogravimetria, devem ser usadas para determinacao precisa da

natureza destes fenémenos (NASSU, 1994).
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4. Material e Métodos

4.1. Material

Acido estearico puro (Synth, Sdo Paulo, Brasil — 69,6°C, 18:0); 4cido oléico
(Synth, Sao Paulo, Brasil — 16°C, 18:1); gordura vegetal hidrogenada comercial
(Mesa, Cia Leco de Produtos Alimenticios, acidez 0,05%, ponto de fusdo 39°C *
2°C, e composicao de acidos graxos: 11% C16:0, 12% C18:0, 27% C18:1, 22%
C18:2, 25% trans e 3,8% outros, conforme informacao do fabricante); lecitina de
soja (E322, Caramuru, Sao Simao, GO); D-glicose anidra (Synth, Sdo Paulo,
Brasil); kit enzimatico Laborlab para determinacao da glicose; Tween 80 (Synth,
Sao Paulo, Brasil); cloroférmio (F. Maia, Sdo Paulo, Brasil).

4.2. Métodos

4.2.1. Métodos analiticos

4.2.1.1. Ponto de amolecimento — “Melting Point”

O ponto de amolecimento das misturas de lipidios foi determinado pelo
método do tubo capilar aberto, imerso em agua sob agitacdo e aquecimento, de
acordo com o método oficial Cc 3-25 da AOCS (1990). As amostras foram
analisadas em triplicata.
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4.2.1.2. Determinacao de glicose

As quantidades de glicose presentes nas amostras analisadas foram
determinadas por método enzimatico, com leitura em espectrofotdmetro Beckman
DU-70 (CA, USA) com comprimento de onda de 505 nm, segundo HENRY et al
(1974). A quantificagao da glicose foi feita através da equagdo de uma curva
padrao, construida previamente utilizando o referido método. Todas as analises

foram realizadas em ftriplicata.

4.2.1.3. Determinacao da distribuicao de tamanho e diametro médio das

microparticulas

Amostras de cada formulacdo foram suspensas em glicerol e observadas
em microscépio Optico Nikon Eclipse E800 (Tokyo, Japan). Foram coletadas
imagens, através do programa Image Pro Plus 4.0, utilizando-se objetivas de 10x
e 20x, e realizadas medidas de diametro médio de 300 particulas, com auxilio
deste mesmo programa. As médias, desvio padrao e os graficos destas medidas
foram feitos com auxilio do programa Microcal Origin 5.0 (Microcal Software, Inc.,
MA, USA).

4.2.1.4. Morfologia das microparticulas

Para observacao da morfologia por microscopia eletrénica de varredura, as
amostras foram fixadas em stubs de aluminio com uma fita de cobre dupla face e
cobertas com uma fina camada de ouro em sputter Balzers SCD50 (Baltec,
Liechtensten) com corrente de 40 mA por 180 segundos. As imagens foram feitas
em microscopio eletrdnico de varredura Jeol JMS-T300 (Tokyo, Japan), com
aceleracao de voltagem de 10 kV e aumentos de 300x e 2500x.
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4.2.1.5. Determinacao da eficiéncia de encapsulacao

4.2.1.5.1. Determinacao da eficiéncia de encapsulacao total (EET)

A eficiéncia de encapsulagéo total foi determinada pesando-se 200 mg de
microparticulas, acrescentando-se 12,4 mL de cloroféormio, agitando em super
mixer Cole-Parmer por 10 segundos e com descanso por 10 minutos, por duas
vezes; apos o descanso, foi acrescentado 12,4 mL de agua destilada e agitou-se
novamente no super mixer por 1 minuto com descanso por 10 minutos, repetindo-
se este passo por mais duas vezes; entao os tubos foram colocados na centrifuga
Sorvall Instruments RC-5C (USA) por 10 minutos a 15000 rpm, segundo a
metodologia, com modificacdes, de MASCHKE et al (2007). Ao final, aliquotas,
retiradas da parte aquosa da mistura, foram analisadas para determinagdo da

quantidade de glicose presente.

4.2.1.5.2. Determinacao de glicose superficial (GS)

Foram pesadas 200 mg de microparticulas em tubo de ensaio com tampa e
acrescentada 10 mL de solugdo de Tween 80 0,1%. O tubo foi agitado por 10
segundos, e entdo este conteudo foi filtrado em papel filtro, de acordo com
metodologia do grupo de pesquisa do Laboratério de Controle de Qualidade —
FEA. Nas aliquotas deste filtrado foi determinada a quantidade de glicose.

4.2.1.5.3. Determinacao da eficiéncia de encapsulacao efetiva (EEE)

A eficiéncia de encapsulacdo efetiva foi calculada subtraindo-se a
quantidade de glicose superficial da quantidade total de glicose determinada por
grama de amostra. O valor obtido foi comparado a quantidade inicialmente pesada

para a producdo das microparticulas. O quociente expresso em porcentagem
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representa o valor da eficiéncia de encapsulagéao efetiva, conforme demonstrado

na equacao abaixo.

EEE (%) = EET-GS _ x100

g de glicose pesado

4.2.1.6. Avaliacao da liberacao do recheio

A porcentagem de recheio liberado foi determinada em duas horas, com
andlise nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Para cada amostra foram
pesados 200 mg de microparticulas em tubo de ensaio com tampa, e entédo
acrescentados 10 mL de solucao de Tween 80 a 0,1%. Os tubos foram colocados
sob agitacdo em agitador rotativo de tubos Phoenix AP-22 (Sao Paulo, Brasil) e,
em cada intervalo de tempo, a solucao foi filtrada em papel filtro, de acordo com
metodologia do grupo de pesquisa do Laboratério de Controle de Qualidade —
FEA, e nas aliquotas destes filtrados foi determinada a quantidade de glicose

presente.

4.2.1.7. Avaliacao Calorimétrica

As curvas de cristalizacao e fusao foram obtidas por analise calorimétrica
de varredura, utilizando-se um DSC Perkin EImer TA7 (Germany), com modulo de
resfriamento com refrigeracdo mecanica.

As amostras (7,0 a 13,0 mg) foram colocadas em capsulas de aluminio
seladas e analisadas de acordo com o método oficial Cj 1-94 da AOCS (2004), em
ambiente inerte (N2), no qual a amostra é submetida ao seguinte programa de
temperatura: permanéncia a 80°C por 10 minutos, decréscimo de 80°C a -40°C a

uma taxa de resfriamento de 10°C/min, manutencao a -40°C por 30 minutos e
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aquecimento de -40°C a 80°C a uma taxa de aquecimento de 5°C/min. A
referéncia utilizada foi uma cépsula vazia e o equipamento foi calibrado com Indio.

No grafico de DSC, a temperatura de inicio é a temperatura na qual se
inicia o processo (de cristalizacdo ou de fusdo), a temperatura final é aquela na
qual o processo termina, a temperatura do pico é aquela na qual o efeito é
maximo, e a area mostra a intensidade do efeito (entalpia).

4.2.1.8. Difracao de Raios-X

As amostras, espalhadas na lamina sem que nenhuma pressao fosse
exercida sob elas, foram submetidas a andlises de difracdo de raios-X em cinco
tempos (0, 7, 14, 21 e 28 dias) em aparelho Shimadzu modelo XRD 7000 (Tokyo,
Japan). Foram usadas radiacdo de cobre (a = 1.54060), voltagem de 40 kV,
corrente de 30 mA, intervalo de medida em 20 de 3 a 35 graus, com tamanho de
passo de 0,02 graus, usando contagem de tempo de 0,60 seg a temperatura
ambiente (23°C * 1°C). O aparelho foi equipado com fenda de divergéncia de 1
grau e fenda receptora de 0,30 mm, de acordo com metodologia do grupo de
pesquisa do Laboratério de Difracdo de Raios-X — Instituto de Quimica da
Unicamp.

As cristalinidades das amostras foram calculadas, com auxilio do programa
Microcal Origin 5.0 (Microcal Software, Inc., MA, USA), através da seguinte
equacao:

Fc x 100%
(Fc + Fa)

Cr=

onde Cr é a cristalinidade, Fc é a regiao cristalina e Fa a regidao nao

cristalina da amostra.

38



4.2.2. Procedimento Experimental

4.2.2.1. Formulacao das misturas lipidicas

Foram formadas cinco misturas lipidicas (Tabela 2), sendo trés misturas
ternarias e duas binarias, analisadas para serem usadas na producao das
microparticulas. Nas misturas e também na gordura vegetal hidrogenada foi
determinado o ponto de amolecimento (melting point).

Tabela 2 — Misturas cujos pontos de amolecimento foram analisados

Mistura Gordura vegetal - B Acido estearico
o . Acido oléico (%)
lipidica hidrogenada (%) (%)

1 33,3 33,3 33,3

2 50 25 25

3 25 25 50

4 50 0 50

5 0 50 50

4.2.2.2. Determinacao das condicoes de preparacao da emulsao

Foi determinado o efeito do tensoativo e do tempo de agitacdo na
estabilidade da emulsdo. Para tal, foram preparadas emulsées agua em 6leo com
solucdo de glicose 60% e a mistura lipidica 1, utilizando uma proporcéao
lipidio/solugdo de glicose de 80/20 e velocidade de agitacdo de 10000 rpm,
diferentes porcentagens de lecitina (0%, 3%, 4%, 5% e 7%, peso/peso em relacédo
a quantidade lipidica presente) e diferentes tempos de agitacao (30 segundos, 2
minutos e 5 minutos). Também foi analisada uma emulsao de referéncia, com as

mesmas proporcoes lipidicas e proporcao lipidio/solucdao de glicose, com tempo
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de agitacdo de 30 segundos e com a adicao de 5% de triestearato de sorbitana ao
invés de lecitina, de acordo com os resultados de CHAMBI et al (2007); isto foi
feito para permitir a comparacao entre dois diferentes tensoativos.

Em uma segunda etapa, a emulsdo que apresentou a melhor estabilidade
foi testada em relacdo ao efeito da velocidade de agitacdo na estabilidade. A
emulsdo com mistura lipidica 1, solucdo de glicose 60%, 5% de lecitina de soja,
proporcao lipidio/solucao de glicose 80/20 e tempo de agitagdo de 5 minutos foi
testada em trés diferentes velocidades (6000, 10000 e 14000 rpm). O
procedimento de medida foi o mesmo em todas as andlises, e esta descrito
abaixo.

Cada mistura de lipidios e lecitina foi pesada e aquecida a 70°C até a fusao
completa. Acrescentou-se a solucao de glicose e esta emulsao foi homogeneizada
em ultraturrax lka T18 Basic (Rio de Janeiro, Brasil) e colocada em proveta, em
banho maria, também a 70°C. A separacéao de fases foi observada por 30 minutos,
nos tempos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20 e 30 minutos, e também foi observada a
formacgéo (presenca e quantidade) de bolhas de ar em cada emulsédo. As analises
foram feitas em triplicata e a estabilidade da emulsdo observada visualmente.

Emulsbes totalmente estaveis foram quantificadas como 100% de
estabilidade e aquelas que se desfizeram completamente no tempo de observacao
foram denominadas 0% de estabilidade. A escala graduada da proveta foi utilizada
para conversao em porcentagem de estabilidade.

4.2.2.3. Producao das microparticulas lipidicas (MpL)

Definidas as condicbes de preparacdao da emulsdao de melhor estabilidade,
para a producao das microparticulas lipidicas foram selecionadas duas misturas
lipidicas ternarias que, na avaliagdo do ponto de amolecimento (melting point),

apresentaram as maiores temperaturas de melting.
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Na producao das microparticulas, a propor¢ao lipidica foi mantida constante
(2/4 de acido estearico, 1/4 de acido oléico e 1/4 de gordura vegetal hidrogenada
ou 1/3 de &cido esteédrico, 1/3 de acido oléico e 1/3 de gordura vegetal
hidrogenada), bem como a quantidade de lecitina (5%, definida peso/peso em
relacdo a quantidade lipidica presente), a velocidade (10000 rpm) e o tempo de
agitacao (5 minutos). A proporcéo lipidio/solucédo de glicose e a concentracdo da
solucédo de glicose foram variadas de acordo com o planejamento experimental,

apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicao das formula¢des analisadas

Proporcao Concentracao da .
_ o _ _ g de glicose/100g de
Formulacées lipidio/solucao de solucédo de _ ]
. _ microparticulas
glicose glicose (%)

F1 75/25 40 9,4

F2 90/10 40 3,9

F3 75/25 60 14,1

F4 90/10 60 5,6

F5 75/25 80 19,2

F6 90/10 80 7,3

Cada mistura de lipidios e lecitina foi pesada, aquecida a 70°C, e, apés a
total fusado, foi acrescentada a solucao de glicose. Esta emulsdo, mantida a esta
temperatura, foi homogeneizada em ultraturrax |lka T18 Basic (Rio de Janeiro,
Brasil) por cinco minutos a 10000 rpm, e entdo pulverizada em atomizador duplo-
fluido (parte integrante do mini Spray Dryer Biichi-191, didametro de nozzle de 0,7
mm, Flawil, Switzerland) aquecido também a 70°C e pressao de ar de 1,0 kgf/cm?
com a atomizacdo efetuada dentro de uma cémara resfriada (Ultratorac, LKB —
Bromma, Germany) a 10°C, conforme diagrama apresentado na Figura 1. As
amostras foram entdo armazenadas, em recipientes fechados, em camera

climatica, mantida a 4,8°C. Nas particulas produzidas foram determinadas

41



medidas de quantidade de glicose superficial, eficiéncia de encapsulacéo total e
efetiva, liberacdo do recheio em duas horas, e também a caracterizacdo
morfologica, distribuicdo de tamanho e diametro médio das microparticulas,
imediatamente apds a sua producao.

Emulsao:
AE/AQ/GVH -
+ recheio

+ tensoativo

atomizador duplo-fluido (O =0,7 mm)

Temperatura: 70C
Ar de atomizagao: 1,0 kgf/cm?

pulverizagao

Solidificacao:
microparticulas lipidicas

Figura 1 — Diagrama de produc¢ao das microparticulas

4.2.2.4. Determinacao da estabilidade das microparticulas lipidicas

Para o estudo da estabilidade foram selecionadas as formulagdes que
apresentaram quantidade de glicose superficial menor, intermediaria e maior. Foi
incluida também uma nova formulacdo (MpLR — microparticula lipidica de
referéncia), igual aquela com a menor quantidade de glicose superficial, mas
produzida sem a adicao de lecitina. As formulacdes avaliadas estdo apresentadas
na Tabela 4.
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Novas microparticulas foram entdo produzidas, da mesma forma descrita
anteriormente, armazenadas a 23°C por 28 dias e submetidas a analises de
glicose superficial, eficiéncia de encapsulacao total e efetiva e difracao de raios-X
semanalmente, nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias.

Tabela 4 — Composicao das formulacdes avaliadas no estudo da estabilidade

Proporcao Concentracao da .
_ o _ _ g de glicose/100g de
Formulacées lipidio/solucéao de solucdo de _ ]
. _ microparticulas
glicose glicose (%)

F1 75/25 40 9,4

F4 90/10 60 5,6

F5 75/25 80 19,2
MpLR 75/25 40 9,4

4.2.2.5. Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey através do
programa Statistic 6.0 (Statsofth Inc Tulsa, OK, USA). Foram consideradas
significativas as diferengas entre as médias no intervalo de 95% de confianga
(p<0,05).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Ponto de amolecimento — “Melting Point”

Para a formacao da matriz foram escolhidos trés lipidios: 4cido estearico,
por ser um lipidio sélido a temperatura ambiente; acido oléico, por ser um lipidio
liquido a temperatura ambiente e por apresentar estabilidade oxidativa superior a
outros lipidios liquidos, o que conferiria maior seguranca ao produto final; e
gordura vegetal hidrogenada, por ser um produto com perfil lipidico simples, com
poucos tipos de acidos graxos presentes em sua formulacao.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que a
mistura 2 ndo poderia ser usada como uma mistura lipidica apropriada para a
produgdo das microparticulas pois apresentou uma temperatura de amolecimento
relativamente baixa, o que poderia limitar sua utilizacdo. As misturas 4 e 5 foram
testadas mas nao foram utilizadas para producao das microparticulas por serem
misturas binarias, quando o objetivo foi produzir e testar microparticulas lipidicas
que tivessem em sua formulacao os trés tipos de lipidios escolhidos. As misturas 1
e 3 apresentaram as duas maiores temperaturas de amolecimento entre as
misturas ternarias testadas. Entre as duas, a mistura 1 foi utilizada para a
realizacdo do estudo das melhores condi¢des para o preparo e a estabilidade das
emulsdes anteriores a producado das microparticulas. As duas misturas, entretanto,

foram utilizadas para testar a producao das micropatrticulas.
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Tabela 5 — Temperatura de amolecimento das misturas analisadas e da gordura
vegetal hidrogenada utilizada na produgéao das microparticulas

Mistura lipidica Temperatura de amolecimento (°C) * desvio padréao
44,0 £0,0
39,6 0,6
49,3 +0,6
52,6 + 0,6
46,0 £ 0,0

a A WO N =

Gordura Vegetal
: 40,0 £0,0
Hidrogenada

5.2. Estabilidade das emulsoes

As variaveis concentracdo de tensoativo e tempo de agitacdo foram
inicialmente avaliadas quanto a estabilidade das emulsdées produzidas e os
resultados estdo apresentados na Tabela 6. Pode-se observar que, fixando o
tempo de agitacdo em 30 segundos, quanto maior a concentracdo de lecitina
maior foi a estabilidade da emulséo. Esta se mostrou ainda maior quando, além da
concentragao de lecitina, aumentou-se também o tempo de agitagdo. O melhor
resultado quanto a estabilidade foi obtido com a emulsdo de 5% de lecitina e
tempo de agitagdo de cinco minutos. A emulsdo com 7% de lecitina e tempo de
agitacdo de 5 minutos nao foi testada pois aquela contendo 7% de lecitina e 30
segundos de agitacdo, mesmo tendo boa estabilidade ao longo do tempo,
apresentou formacao de muitas bolhas de ar, o que poderia influir negativamente
na formacgao das microparticulas, e por isso foi descartada.

A emulsédo denominada de referéncia, que foi incluida no teste para permitir
uma comparacao entre dois diferentes tensoativos, mostrou que a lecitina foi mais
eficiente do que o triestearato de sorbitana, pois, com o mesmo tempo de agitacéao

e mesma concentragcdo de tensoativo, a emulsdo com lecitina apresentou
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estabilidade bem melhor do que a com triestearato de sorbitana (em 30 minutos,
85,1% % 16,4 com lecitina, e 8,0% = 13,9 com triestearato de sorbitana). A
emulsao de referéncia também apresentou uma estabilidade menor do que a
emulsdo sem nenhum tensoativo (0% de lecitina, 30 segundos de emulsificagao),
indicando, assim, que triestearato de sorbitana nao foi tdo eficaz como tensoativo

na estabilizacdo da emulsdo com a formulacao escolhida no presente estudo.
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Tabela 6 — Estabilidade das emulsdes compostas por acido estearico, acido oléico e gordura vegetal hidrogenada (estabilidade + desvio

padrao) expressa em porcentagem com diferentes tempos de agitacao e concentracdes de tensoativo (velocidade de agitagcdo—> 10000 rpm)

Tempo de . . ~
_ . Estabilidade (% * desvio padréo)
observagao (min)

Tempo de agitacdo
30 seg 2 min 5 min 30 seg
Lecitina (%) Triestearato de
sorbitana (%)

0% 3% 4% 5% 7% 4% 5% 5% 5%

2 97,4411 98,6+2,3 100£0,0 100+0,0 100£0,0 100£0,0 100+0,0 100+0,0 62,9154,5
3 94,9+1,1 95,4+3,1 100£0,0 100+0,0 100£0,0 100£0,0 100+0,0 100+0,0 56,8+49,7
4 92,3+1,9 92,9+4,3 100+0,0 98,7+2,1 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0 50,6+46,9
5 89,1+2,9 91,645,2 100+0,0 97,5+4,3 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0 45,7+44.5
6 87,1+2,9 90,916,2 98,7+1,1 96,316,4 100+0,0 100+0,0  99,3+1,1 100+0,0 38,3+38,9
7 86,5+1,9 89,615,2 98,7+1,1 95,148,5 100+0,0  98,7+1,0  99,3%1,1 100+0,0 32,1£33,4
8 84,6+1,9 890+63 98,1+19 944+81 993+1,1 98,7+1,0 98,7+2,1 100+0,0 29,0+29,6
9 83,9+1,1 88,3%7,4 97,4122  93,24#8,7 98,7¥22 97,5421 98,7+2,1 100+0,0 27,1+27.8
10 83,9+1,1 87,7+7,2 96,8+2,9  92,6+9,8 97,4+22 96,3+1,8 97,4+29  100+0,0 23,5+24 1
20 83,9+1,1 83,218,4 95,5+2,9 87,61154 94,2451 94,3+1,8  94,3+3,3  99,3%1,1 11,1+16,1
30 82,7+0,0 79,3+9,2 94,2+3,3 85,1+x16,4 91,7#5,5 89,4+28 93,0x2,9 98,7+2,2 8,0+13,9
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Apés a identificacdo da concentracéo de lecitina e do tempo de agitacao
que produziram a melhor estabilidade da emulsdo, foram testadas trés
velocidades de agitacédo (6000, 10000 e 14000 rpm). Os resultados obtidos quanto
a estabilidade estdo apresentados na Tabela 7.

Observou-se que a velocidade de agitacdo também influenciou a
estabilidade da emulsdo, uma vez que aquela com agitacdo a 6000 rpm teve uma
menor estabilidade comparada as apresentadas pelas emulsdes produzidas a
10000 e a 14000 rpm apds 4 minutos. Tanto a 10000 quanto a 14000 rpm as
emulsdes apresentaram boa estabilidade fisica, optando-se pela emulsao obtida
com 5 minutos de agitacdo a 10000 rpm pois nesta condicdo ocorreu menor
formacao de bolhas de ar, que poderiam influenciar negativamente na qualidade
das microparticulas.

Assim, a emulsdo com 5% de lecitina e agitacdo por 5 minutos a 10000 rpm
foi identificada como a melhor condicdo quanto a estabilidade da emulsao, sendo

escolhida para a producao das microparticulas.
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Tabela 7 - Estabilidade da emulsdo com 5% de lecitina e 5 minutos de
emulsificagdo (estabilidade + desvio padrdo) com diferentes velocidades de
emulsificacao

Tempo de .
) _ Estabilidade (%)
observacao (min)

Velocidade de emulsificagédo (rpm)

6000 10000 14000
2 100 £ 0,0 100+ 0,0 100+ 0,0
3 100+ 0,0 100+ 0,0 100 £ 0,0
4 100 £ 0,0 100 +£0,0 100 £ 0,0
5 98,7 £ 2,1 100 +£0,0 100 +£0,0
6 98,1 +3,2 100+ 0,0 100+ 0,0
7 98,1 +£3,2 100+ 0,0 100+ 0,0
8 97,5+4,3 100 +£0,0 100 £0,0
9 97,5+4,3 100 £0,0 100 +£0,0
10 97,5+43 100+ 0,0 100+ 0,0
20 94,4 +4)9 99,3 +1,1 100+ 0,0
30 92,6 +6,6 98,7+2,2 100 £0,0

5.3. Etapa 1 — Caracterizacao das microparticulas lipidicas

5.3.1. Producao das microparticulas

Analisando-se as microparticulas produzidas com as duas misturas lipidicas
ternarias escolhidas, observou-se que, para a proporcao lipidica de 1/3 de acido
estearico, 1/3 de acido oléico e 1/3 de gordura vegetal hidrogenada, as
microparticulas se apresentaram visualmente muito aglomeradas, dificultando o

manuseio durante a caracterizacdo e podendo mascarar a avaliacdo da liberacao
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do recheio. Este comportamento ndo foi observado na mistura lipidica contendo
2/4 de acido estearico, 1/4 de acido oléico e 1/4 de gordura vegetal hidrogenada,
e, portanto, somente as microparticulas produzidas com esta proporcao lipidica
foram analisadas quanto a quantidade de recheio superficial, eficiéncia de
encapsulacao, liberacao do recheio e caracterizacao morfologica.

5.3.2. Caracterizacao das microparticulas

5.3.2.1. Distribuicao de tamanho e diametro médio das microparticulas

Nao foram observadas diferencas nos didmetros médios das
microparticulas analisadas e todas as formulacdes apresentaram valores entre 25
e 32 um, conforme apresentado na Tabela 8. Esta falta de diferenca pode ter sido
decorrente dos altos desvios padrao observados, inerentes as caracteristicas do
material obtido por pulverizagcdo em spray cooling. A distribuicdo de tamanho das
microparticulas (Figura 2) apresentou distribuicdo unimodal para todas as
formulagdes estudadas.

Pode-se também observar na Tabela 8 que o aumento da quantidade de
recheio ndo produziu variagdo no tamanho médio das microparticulas. Efeito
oposto foi observado para particulas contendo cera de carnauba ou acido
estearico e dois recheios, um hidrofilico e outro hidrofébico, onde foi observado
que, independente do recheio usado, o tamanho médio da particula diminuia com
o aumento da quantidade de recheio encapsulado. Os autores justificaram a
diminuicdo pelo aumento do tempo e da energia no processo de producao por
causa do aumento do peso da emulsao, e isto consequentemente implicaria em
maior fragmentacdo final e menor tamanho médio das microparticulas
(RODRIGUEZ et al, 1999).

A faixa de tamanho médio obtida neste trabalho (25 a 32 um) se situa na
mesma faixa obtida (26 a 30 um) quando diferentes matrizes lipidicas foram
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produzidas utilizando um recheio hidrofobico em condi¢des operacionais
semelhantes as usadas aqui (SAVOLAINEN et al, 2002).

Tabela 8 — Diametro médio das microparticulas (média + desvio padrao)

Formulagbes Diametro médio (um)
F1 28,4 +12,0
F2 26,0 £10,9
F3 28,4 +£10,8
F4 25,9+9,9
F5 31,6 134
F6 28,7 £ 12,1

F1 > formulacdo 1 (solugao de glicose 40%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25)
F2 = formulacao 2 (solugao de glicose 40%, proporcao lipidio/solucao de glicose 90/10)
F3 - formulacao 3 (solugdo de glicose 60%, proporcéao lipidio/solucao de glicose 75/25)
F4 - formulacao 4 (solugdo de glicose 60%, proporcao lipidio/solucao de glicose 90/10)
F5 - formulacao 5 (solugao de glicose 80%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25)
F6 - formulacao 6 (solugao de glicose 80%, proporcao lipidio/solucao de glicose 90/10)
5% de lecitina em todas as formulagdes.
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lipidio/solugdo de glicose 75/25), (B) F2 (solucdo de glicose 40%, proporcao
lipidio/solugdo de glicose 90/10), (C) F3 (solucdo de glicose 60%, proporcao
lipidio/solugdo de glicose 75/25), (D) F4 (solucdo de glicose 60%, proporcao
lipidio/solugdo de glicose 90/10), (E) F5 (solucdo de glicose 80%, proporcao
lipidio/solugdo de glicose 75/25), (F) F6 (solucao de glicose 80%, proporcao

lipidio/solucéo de glicose 90/10)
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5.3.2.2. Morfologia das microparticulas

As imagens das microparticulas obtidas por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) das seis formulacdes estudadas estao apresentadas nas Figuras
3,4eb.

As imagens mostram, em todas as formulacdes, particulas com paredes
rugosas mas continuas, sem rachaduras ou furos. Pode-se também observar a
grande variagdo de tamanhos, confirmando os resultados observados na
determinacdo do tamanho médio e distribuicio de tamanho, obtidos por
microscopia Optica. Formas irregulares, ndo lisas, observadas indicam que o
lipidio liquido pode estar formando pequenas micelas no meio da matriz sélida,
nao alterando a aparéncia externa das microparticulas, uma vez que superficies
irregulares foram observadas anteriormente quando lipidios sélidos a temperatura
ambiente foram utilizados para produzir microparticulas lipidicas (JORES et al,
2004). A rugosidade observada parece ser produzida pela presenca de acido
estearico conforme observado anteriormente por outros autores (RODRIGUEZ et
al, 1999; SAVOLAINEN et al, 2002).

Por outro lado, matrizes lipidicas contendo triestearina e acido behénico
produzidas por spray cooling apresentaram-se esféricas e com paredes lisas.
Estes autores observaram também que a adicdo de lecitina nas formulagdes
estudadas melhorava a continuidade e homogeneidade das particulas (ELDEM et
al, 1991a).
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Figura 3 — Imagens captadas por microscopia eletrbnica de varredura das
seguintes formulagdes: (A) F1 (solucdo de glicose 40%, proporcao lipidio/solugédo
de glicose 75/25) (300x), (B) F1 (solugdo de glicose 40%, proporgéao
lipidio/solucdo de glicose 75/25) (2500x), (C) F2 (solucdo de glicose 40%,
proporcao lipidio/solucdo de glicose 90/10) (300x), (D) F2 (solucdo de glicose
40%, proporc¢ao lipidio/solucéo de glicose 90/10) (2500x)
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Figura 4 — Imagens captadas por microscopia eletrénica de varredura das
seguintes formulagdes: (A) F3 (solucdo de glicose 60%, proporcao lipidio/solugédo
de glicose 75/25) (300x), (B) F3 (solugdo de glicose 60%, proporgéao
lipidio/solucdo de glicose 75/25) (2500x), (C) F4 (solucdo de glicose 60%,
proporcéo lipidio/solucdo de glicose 90/10) (300x), (D) F4 (solucdo de glicose
60%, proporcao lipidio/solucéo de glicose 90/10) (2500x)
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Figura 5 — Imagens captadas por microscopia eletrénica de varredura das
seguintes formulagdes: (A) F5 (solucdo de glicose 80%, proporgao lipidio/solugéo
de glicose 75/25) (300x), (B) F5 (solugdo de glicose 80%, proporgéao
lipidio/solugdo de glicose 75/25) (2500x), (C) F6 (solucdo de glicose 80%,
proporcao lipidio/solucdo de glicose 90/10) (300x), (D) F6 (solucdo de glicose
80%, proporc¢ao lipidio/solugédo de glicose 90/10) (2500x)
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5.3.3. Determinacao de glicose superficial e eficiéncia de encapsulacao
efetiva

As porcentagens de glicose superficial e de eficiéncia de encapsulacao
efetiva determinadas nas formulacdées estudadas, um dia apds a producao das
microparticulas, estdo apresentadas na Tabela 9. Estes resultados mostram que a
formulagdo contendo a maior quantidade de glicose (solucao de glicose 80% e
proporcéo lipidio/solucao de glicose de 75/25 — formulagcéo 5) apresentou a maior
porcentagem de glicose superficial, indicando que parte do recheio nao foi
encapsulada durante o processo de producdo. Por outro lado, a menor
porcentagem de glicose ndo encapsulada foi observada na formulacao 1 (solucao
de glicose 40% e proporcao lipidio/solucdo de glicose de 75/25), na qual foi
incluida metade da quantidade de glicose presente na formulagcdo 5. Estes
resultados indicam que a quantidade de glicose em solugdo aquosa incluida na
microparticula influenciou fortemente na capacidade de encapsulagdo da
formulagéo.

Quanto a eficiéncia de encapsulacdo efetiva, todas as formulacdes
apresentaram altas porcentagens de encapsulacdo (todas acima de 70%), que
pode ter sido devido a composicao da matriz lipidica utilizada: a presenca do
lipidio liquido a temperatura ambiente (4cido oléico), que pode ter auxiliado na
retencéo do recheio por dificultar a organizacao cristalina e a alteragcao polimérfica,
resultando em maior espaco para a acomodacao do recheio; este lipidio pode
também ter produzido pequenas micelas com o recheio, distribuidas no interior da
matriz sélida. Um terceiro efeito pode ser atribuido a presenca da lecitina, que, por
suas propriedades tensoativas, permite uma melhor interacdo e acomodacao do
recheio hidrofilico na matriz hidrofébica (JENNING et al, 2000b; MULLER et al,
2002a; MULLER et al, 2002b; SCHUBERT & MULLER-GOYMANN, 2005).
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Tabela 9 — Quantidade de glicose superficial (%) e eficiéncia de encapsulacao

efetiva (%) determinadas um dia ap6s a producéo

B , . Eficiéncia de encapsulagéo efetiva
Formulacbes  Glicose superficial (%)

(%)
F1 26+0,32 97,8 +4,0°
F2 55 +0,8° 78,3 +7,22
F3 29+0,9% 97,8 +5,4°
F4 6,7 +0,5° 93,7 + 4,6°
F5 19,7 +6,3° 82,5 +5,8%
F6 13,9 +2,1¢ 85,9 +2,9°

letras iguais, na mesma coluna, nao apresentam diferenca estatistica a p<0,05

F1 - formulacao 1 (solucao de glicose 40%, proporc¢ao lipidio/solucao de glicose 75/25
F2 = formulacao 2 (solucao de glicose 40%, proporc¢ao lipidio/solucao de glicose 90/10
F3 - formulacao 3 (solucéo de glicose 60%, proporc¢ao lipidio/solucao de glicose 75/25

F5 - formulacao 5 (solucao de glicose 80%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25

)
( )
( )
F4 - formulacao 4 (solucao de glicose 60%, proporc¢éo lipidio/solugédo de glicose 90/10)
( )
( )

F6 = formulacao 6 (solucao de glicose 80%, proporcao lipidio/solucao de glicose 90/10

Altas eficiéncias de encapsulagao utilizando matrizes lipidicas na producao
de microparticulas por spray cooling foram anteriormente obtidas. Na
encapsulagao de solucao de glicose em matriz lipidica contendo gordura de leite e
os tensoativos Span 60 e Glicomul, obtiveram-se eficiéncias de encapsulacédo
variando de 80 a 90% (MAGEE JR. & OLSON, 1981a). Em estudo, avaliando-se
diferentes matrizes lipidicas e diferentes tensoativos, foram observadas, em todas
as formulacdes testadas, altas eficiéncias de encapsulacdao, acima de 98,5%
(QUINTANAR-GUERRERO et al, 2005). Na encapsulacao de recheios lipofilicos
em matriz lipidica usando como tensoativo a lecitina de soja, em todos os recheios
testados a eficiéncia de encapsulacéo ficou entre 85 e 99% (ZUR MUHLEN et al,

1998). Usando matriz lipidica para encapsular insulina, foram obtidos resultados
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de eficiéncia de encapsulacdo de 103 a 107%; estes valores maiores que 100%
foram atribuidos a uma perda do material lipidico durante o processo de producao
das microparticulas (MASCHKE et al, 2007). Na encapsulacao de tetracaina por
diferentes tipos de triacilglicerdis e lecitina ou poloxamer 188 como tensoativos,
obtiveram-se eficiéncias de encapsulagcao de 85 a 98%, sendo os menores valores
encontrados quando foi usado o poloxamer 188; isto foi explicado pela maior
solubilidade do recheio neste tensoativo, mas mesmo com uma ligeira diminuicao
da quantidade encapsulada, todos os valores ficaram acima de 80% (SCHWARZ
& MEHNERT, 1999). Matrizes lipidicas compostas por triacilglicerdis de cadeia
média encapsulando isoflavonas apresentaram eficiéncias de encapsulacéo
variando de 57 a 70%, sendo que este aumento acompanhou um simultaneo
aumento da proporcao de lipidio em relagdo a quantidade de recheio no meio
(JEON et al, 2005).

Matrizes lipidicas compostas por acido estearico e diferentes quantidades
de &cido oléico indicaram que a eficiéncia de encapsulacdo aumentou de 47 para
70% quando a concentracao de oléico no meio passou de 0 para 30%. Isto foi
justificado pelo maior grau de distarbio nos cristais lipidicos, aumentando as
imperfeicbes e assim criando mais espago para a acomodacgao do recheio dentro
da matriz lipidica (HU et al, 2005).

5.3.4. Avaliacao da liberacao do recheio em meio aquoso

Os resultados da liberacao do recheio, apresentados na Figura 6, indicam
que a matriz usada possibilitou eficiente retencao do recheio, pois, no geral, todas
as formulagbes apresentaram liberagdo, em 120 minutos, de até 30%. Apenas a
formulagdo 5 (contendo solucao de glicose 80% e proporcao lipidio/solucao de
glicose de 75/25) apresentou maior quantidade de liberacéo, atingindo um pouco
mais de 60% de recheio liberado ao final do tempo estudado (120 minutos).
Adicionalmente, ndo foi observado grande efeito “burst” (grandes quantidades de
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recheio liberadas no tempo zero devido ao material de recheio presente na
superficie da particula ou préximo a superficie, facilitando enormemente a sua
retirada pelo solvente), uma vez que as liberagdes iniciais aconteceram a taxa
modulada, exceto nas formulacdes 5 e 6, que ja na primeira analise (tempo zero)
mostraram liberacées de 20% e 13% de recheio. Estes resultados confirmam a
boa qualidade da matriz na retencao do recheio utilizado e indicam a possibilidade
de eficaz liberagdo lenta ao longo do tempo, em futuras aplicacbes destas
microparticulas. Estes resultados novamente parecem ser justificados pela
presenca do acido oléico e da lecitina, que melhoraram a incorporacéo do recheio
pela matriz lipidica, implicando em menor quantidade de recheio presente na
superficie externa, o que poderia produzir o efeito “burst”, como observado na
formulacdo 5, onde provavelmente a quantidade de glicose utilizada superou a
capacidade de incorporacao adequada do recheio na matriz. O acido estearico
pode também ter auxiliado, uma vez que manteve a matriz sélida, modulando a
difusdo do recheio nas condicbes de temperatura ambiente utilizadas nestes
experimentos de liberacdo (JENNING et al, 2000b; MEHNERT & MADER, 2001;
MULLER et al, 2002a; MULLER et al, 2002b; SCHUBERT & MULLER-GOYMANN,
2005).

Outro fator determinante nos resultados de liberacdo obtidos foi a
quantidade de glicose presente no recheio, uma vez que as formulagdes contendo
a solucao de glicose mais concentrada (formulacbées 5 e 6 — solucdo de glicose
80%) apresentaram maiores quantidades liberadas inicialmente (efeito “burst”) e
também no final do experimento, enquanto aquelas com solugcéo de glicose menos
concentrada (formulacées 1 e 2 — solucdo de glicose 40%) apresentaram as
menores liberacdes e mais bem moduladas de todas as formulacdes testadas,
apresentando, ambas, somente 10% de recheio liberado em 120 minutos de

experimento.
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Figura 6 — Liberacédo do recheio (média * desvio padrao) em solucdo aquosa, em

120 minutos, analisada pés-produgdo (—#— F1; —™ F2; —&— F3; il
F5; —— F6)

Na liberacao de compostos soluveis em agua encapsulados em particulas
compostas de cera (de abelha ou de carnauba) ou éleo vegetal com lecitina ou
poliglicerol poliricinoleato como tensoativos em meio aquoso com ou sem a
presenca de um sal, observou-se liberagdo mais rapida nas particulas com 6leo
vegetal em relagdo as particulas onde a cera foi utilizada como material de parede
e que a presenca de sal também acelerou a liberacdo, sendo ainda mais
pronunciada quando estes dois fatores atuaram juntos, ou seja, nas particulas de
6leo vegetal em presenca do sal. Neste ultimo caso a liberagao atingiu cerca de
80% em menos de 28 dias, e 0 caso oposto, as particulas de cera na auséncia de
sal, atingiram menos de 10% no mesmo intervalo de tempo. Uma alternativa
proposta foi a mistura destes dois materiais para a producao da matriz lipidica, ou
seja, um lipidio liquido e outro sélido, o que melhoraria a liberacdo do recheio
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provavelmente porque estes dois materiais tornariam as particulas menos rigidas
em relacdo as produzidas com apenas cera, mas mais firmes do que com apenas
a presenca do Oleo vegetal. Neste mesmo estudo outro fator que alterou a
liberacdo do recheio foi o tamanho da particula; quanto menor, maior a taxa de
liberacdo obtida, sendo o efeito até maior do que o primeiro fator apresentado,
uma vez que as menores particulas mostraram uma liberacado de cerca de 100%
em menos de 20 dias (MELLEMA et al, 2006).

No estudo de particulas de cera de carnauba ou acido estearico contendo
dois tipos de recheios, um hidrofilico e outro hidrofébico, observou-se que o perfil
de liberacdo sofreu influéncia tanto da natureza da matriz lipidica quanto da
caracteristica de polaridade do recheio. Comparando a liberacdo do mesmo
recheio nas duas matrizes, um aumento significante ocorreu na matriz de acido
estearico em relacdo a de cera de carnauba, independente da natureza do
recheio, sendo este comportamento atribuido as diferentes hidrofobicidades das
duas matrizes lipidicas utilizadas. Em relacao aos dois recheios testados, tanto na
matriz de cera de carnauba quanto na de acido estearico, a liberacao do recheio
hidrofilico foi maior do que a do recheio hidrofébico, em decorréncia de suas
diferentes solubilidades em dgua (RODRIGUEZ et al, 1999).

Avaliando particulas com matrizes lipidicas compostas por acido estearico e
diferentes quantidades de acido oléico na encapsulacao de clobetasol, um recheio
hidrofébico, foi observado um perfil de liberacao bifasico (efeito “burst” com
posterior liberacdo a razao constante) em todas as formulagcbes estudadas, sendo
que a liberacao se tornou mais rapida devido a inclusdo do acido oléico na matriz,
aumentando com o aumento da quantidade do 6leo na particula. A liberacao foi
justificada pela possivel presenca do oléico na superficie externa da matriz,
formando pequenos aglomerados contendo o recheio, que foi liberado mais
rapidamente. Os autores também justificaram o aumento da liberacdo conforme a
quantidade de &cido oléico era aumentada na formulacédo devido a diminuicao do
tamanho médio das particulas, aumentando assim a darea superficial e

consequentemente permitindo a maior liberacédo do recheio (HU et al, 2005). Outro
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estudo avaliou a encapsulacao de solucao de glicose em duas diferentes matrizes
lipidicas: &cido estearico/acido oléico e acido estearico/acido laurico; observando
que a primeira matriz foi mais eficiente na retencédo do recheio do que a segunda,
independente da concentracao de glicose, da proporcao lipidio/solucao de glicose
e da quantidade de tensoativo presente no meio; neste estudo foi encontrado um
valor de T50, tempo necessario para a liberagdo de 50% de recheio, 4,3 vezes
maior na mistura estearico/oléico em relacdo ao uso da mistura estearico/laurico
na producao das microparticulas. Estes resultados indicaram que a mistura
contendo um &cido graxo em estado liquido nas condi¢cdes de temperatura dos
experimentos contribuiu para formar uma particula mais estavel frente a variagbes
na concentragcdo de tensoativo ou quando diferentes proporcdes entre mistura
lipidica e solucao de glicose foram utilizadas (CHAMBI et al, 2007).

5.4. Etapa 2 — Estudo da Estabilidade

5.4.1. Producao das microparticulas lipidicas

Apbés a caracterizacdo de tamanho médio, avaliacdo da morfologia,
avaliagdo da quantidade de glicose superficial e dos perfis de liberacdo, foram
selecionadas algumas formulacbées para o estudo da estabilidade durante
estocagem a temperatura ambiente por 28 dias, com avaliagbes semanais das
amostras. Foram selecionadas a formulacao 1 (solucéo de glicose 40%, proporcao
lipidio/solugao de glicose 75/25), que apresentou a menor quantidade de glicose
superficial (Tabela 9) e também o melhor perfil de liberacdo apés 120 minutos
(10% de glicose liberada — Figura 6) entre as formulagdes, e a formulagdo 5
(solucéao de glicose 80%, proporcéo lipidio/solucéo de glicose 75/25), que continha
a maior quantidade de glicose a ser encapsulada e que apresentou a maior
quantidade de glicose superficial e a maxima liberacao do recheio ao longo do
tempo no experimento de liberagdo. Foi também selecionada a formulagéo 4
(solucdo de glicose 60%, proporcao lipidio/solucdo de glicose 90/10), que
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apresentou uma porcentagem de glicose superficial intermediaria (6,7% — Tabela
9) e uma liberagao ainda bastante baixa (menor que 20% — Figura 6) no final dos
120 minutos analisados. Finalmente, foi incluida uma formulacdo idéntica a
formulacdo 1, denominada MpLR (microparticula lipidica de referéncia), sendo
suprimida a adi¢éo da lecitina em sua composicao. Esta formulacao foi adicionada
ao estudo para determinagédo da possivel agdo da lecitina na retencao do recheio
ao longo do tempo.

As microparticulas dos tratamentos selecionados para a avaliacdo da
estabilidade na estocagem foram analisadas por calorimetria diferencial de
varredura (DSC) em corridas de fusdo e de cristalizagdo ap6s a producéao;
semanalmente foram determinadas porcentagens de glicose superficial, eficiéncia
de encapsulacao efetiva e analises de difracao de raios-X, nos tempos 0, 7, 14, 21
e 28 dias.

5.4.2. Avaliacao calorimétrica

Calorimetria diferencial de varredura para observacdo do comportamento
durante o aquecimento e o resfriamento foi efetuado para as formulacbées 1,4,5 e
MpLR somente no tempo zero para verificar possiveis diferencas em relagcao as
diferentes proporg¢des lipidio/material de recheio e se diferentes concentragbes de
glicose poderiam produzir diferentes comportamentos nos picos obtidos. Os
resultados estao apresentados na Tabela 10 e os termogramas com as corridas
de fusao e de cristalizacdo estdo apresentados no anexo 1.

Na maioria dos termogramas foram observados trés eventos térmicos em
temperaturas negativas, dois observados entre -5°C a -15°C na curva de
aquecimento, que poderiam ser atribuidos ao descongelamento da agua e
descongelamento da lecitina. JENNING et al (2000c), em experimentos com
microparticulas lipidicas contendo misturas binarias de lipidio sélido e liquido,
observaram cristalizacdo da agua nas particulas na faixa de -15 a -18°C utilizando
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DSC para o acompanhamento. Transicao cristalina para lecitina purificada de ovo
ao redor de -15°C para a curva de aquecimento e -7°C para a curva de
congelamento foi reportado anteriormente (CATALOGO SIGMA).

Um terceiro pico bem definido termicamente &€ comum a todas as
formulagdes estudadas e aparece somente na curva de resfriamento em
temperatura variando de -28,2 a -33°C. Este pico provavelmente representa a
cristalizacao da glicose, porém, a temperatura identificada pelo aparelho pode nao
representar a real temperatura da amostra. Solucdées muito concentradas de
glicose foram utilizadas na encapsulagdo usando materiais lipidicos que
apresentam viscosidades muito altas, o que poderia dificultar a transmissao de
calor através do container de amostra e distorcer a temperatura indicada pelo
calorimetro. Apesar da manutencao de -40°C por 15 minutos apds o término do
resfriamento, o pico ndo aparece quando apds este tempo a amostra foi aquecida,
indicando que o pico, apesar de poder representar a cristalizagdo da glicose, pode
estar em temperatura muito diferente da observada.

Os eventos térmicos (temperatura de pico e entalpia), relacionados aos
lipidios utilizados nas diferentes formulagdes estudadas estdo apresentados na
Tabela 10. As temperaturas de fusao obtidas sdao muito prdéximas, variando de
47,7 a 48,1°C entre as formulacdes avaliadas. Este resultado era esperado
considerando que a mistura lipidica utilizada para a producédo das microparticulas
foi a mesma para todas as formulacbes e que o recheio hidrofilico nao
apresentaria interacdo com a matriz lipidica e, portanto, ndo provocaria
modificagbes no comportamento polimérfico da mistura utilizada. Entre as quatro
formulagdes, trés continham a mesma quantidade de lecitina (formulacdes 1, 4 e
5) enquanto a formulacao de referéncia (MpLR) ndo continha lecitina. No entanto,
as temperaturas de fusdo ainda foram muito préximas, indicando pouca influéncia
da lecitina na alteracdo da temperatura de fusdo das microparticulas entre as
diferentes formulagbes. Em geral, a inclusdo de moléculas de recheios
hidrofobicos, e portanto parcialmente solUveis na matriz lipidica, € normalmente

acompanhada por uma depressao do ponto de fusdo (ZUR MUHLEN et al, 1998;
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MULLER, 1986 citado por JENNING & GOHLA, 2001) o que ndo parece ser o
caso de recheios hidrofilicos.

Quanto a presenca da lecitina, alguns tensoativos possuem a habilidade de
serem incorporados na estrutura cristalina, produzindo modificacdes na estrutura
do cristal, podendo interferir nos processos de solidificacdo e fusao dos lipidios
sem alteragdo detectavel no empacotamento cristalino dos lipidios (ELDEM et al,
1991b). Adicionalmente, analise por DSC de sistemas lipidicos coloidais exibiram
um decréscimo linear da entalpia coincidindo com um aumento linear do conteudo
de lecitina no interior da matriz lipidica, no entanto, a cristalinidade de diferentes
matrizes lipidicas foi determinada pelo conteudo de lipidio, uma vez que a lecitina
estava presente em um estado ndo cristalino (SCHUBERT & MULLER-
GOYMANN, 2005). Outro estudo observou que a presenca da lecitina, bem como
o estado disperso do lipidio, leva a distorcdes na estrutura cristalina lipidica que
pode produzir uma depressao no ponto de fusdo e de cristalizacdo (ZUR MUHLEN
et al, 1998), efeito aparentemente ndao observado na formulagdo de referéncia
(MpLR), isenta de lecitina neste estudo.
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Tabela 10 — Parametros calorimétricos (temperatura de pico, °C, e entalpia, J/g)
obtidos nas curvas de cristalizacado e de fusao para as formulagcdes analisadas no

estudo da estabilidade no tempo zero

Formulagbes Cristalizagéo Fusao
Pico 1 Pico 1
F1 °C 42,6 47,7
J/g 47,5 43,9
°C 40,8 48,4
F4
J/g 63,1 67,2
°C 42,5 48,0
F5
J/g 74,5 68,5
°C 43,0 48,1
MpLR
J/g 76,7 63,2

F1 - formulagcao 1 (solucéo de glicose 40%, proporc¢éao lipidio/solucédo de glicose 75/25)
F4 - formulacao 4 (solucéo de glicose 60%, proporc¢éo lipidio/solugédo de glicose 90/10)
F5 - formulagcao 5 (solucao de glicose 80%, proporc¢éao lipidio/solugao de glicose 75/25)
MpLR - solucao de glicose 40%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25, sem

lecitina

E possivel observar que o evento térmico relacionado & matriz lipidica,
obtido durante o aquecimento em todas as formulagdes, encontra-se na forma de
uma mistura ndo perfeitamente homogénea, representada por um pico largo com
superposicao de duas fusdes. No entanto, quando as curvas de cristalizacdo séao
observadas, o pico relacionado a esta matriz é Unico, estreito e simétrico em
relacdo a temperatura de pico. BUNJES et al (1996) observou comportamento
semelhante trabalhando com nanoparticulas produzidas com os triacilglicerdis
trilaurina, trimiristina, tripalmitina e triestearina, individualmente ou em misturas

binarias. Foram observados dois picos, alargados, de fusdao na curva de
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aquecimento, enquanto na curva de resfriamento a cristalizacdo ocorria
produzindo um pico estreito, Unico e simétrico para a mesma mistura.

Por outro lado, particulas lipidicas obtidas com misturas de acido oléico e
acido estearico, avaliadas por DSC, mostraram somente um pico de fusdo e sua
temperatura decrescia conforme aumentava o conteudo de acido oléico na mistura
(HU et al, 2005). Os autores, entretanto, apresentaram termogramas obtidos a
partir de 20°C, portanto, inferior a temperatura de cristalizacao/fusdo da forma
polimérica principal do acido oléico (forma a, 13,0°C). Segundo estes autores a
inclusao do acido oléico diminuiu o grau de cristalinidade do acido estearico.

A temperatura de cristalizacdo lipidica obtida nas diferentes formulacdes
durante o resfriamento das amostras foi, em todos os casos, representada por um
Unico pico, variando de 40,8 a 43,0°C entre as formulagdes, e sempre inferiores as
temperaturas médias obtidas no aquecimento. Diferencas de mesma ordem,
porém maiores, foram obtidas anteriormente, onde a temperatura de cristalizacao
foi inferior a de fusdo (BUNJES et al, 1996).

As entalpias obtidas foram crescentes na seguinte ordem F1 < F4 < F5 <
MpLR, tanto para cristalizacao quanto para fusao, sendo ligeiramente superiores
para a cristalizagdo da mistura lipidica. Valores superiores para entalpia de fusédo
em relacédo a entalpia de cristalizacao foram obtidos anteriormente (BUNJES et al,
1996).

5.4.3. Analises do estudo da estabilidade

5.4.3.1. Determinacao de glicose superficial e eficiéncia de encapsulacao
efetiva

Os resultados das porcentagens de glicose superficial ao longo do tempo
de estocagem estdo apresentados na Tabela 11. Pode-se observar que a
formulagéo 1 (solucao de glicose 40%, proporcao lipidio/solucéo de glicose 75/25)
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que havia apresentado os melhores resultados de glicose superficial apos a
producdo e a menor liberacdo em solucao aquosa ao longo do tempo, também
apresentou as menores quantidades de glicose superficial durante os 28 dias de
armazenamento, com um maximo de 2,4% apdés 28 dias, embora as diferencas
entre o primeiro (1,1%) e o 28° dia tenham sido significativas. A formulacdo 5
(solucdo de glicose 80%, proporcado lipidio/solucdo de glicose 75/25), que
apresentou o pior desempenho quanto a glicose superficial e a maior liberacdo em
solucdo aquosa também apresentou uma porcentagem acentuada de glicose
superficial ao longo da estocagem incluindo o tempo zero; a glicose superficial
neste tratamento passou de 14,6% na primeira analise (tempo zero) para 18,8%
apos 28 dias. Comportamento intermediario foi observado para a formulacao 4
(solucao de glicose 60%, proporcao lipidio/solucao de glicose 90/10). A
formulagdo denominada MpLR (solucao de glicose 40%, proporc¢éao lipidio/solucao
de glicose 75/25, sem adi¢do de lecitina) apresentou um comportamento muito
diferenciado em relacdo as outras formulacbes estudadas. A quantidade de
glicose inicial foi bastante alta e cresceu ligeiramente ap6s 28 dias, indicando que
a lecitina utilizada nas formulagdes 1, 4 e 5 foi determinante na capacidade de
manutencao da glicose no interior das particulas, evitando que ela migrasse a
superficie e pudesse ser lixiviada na determinacdo do recheio superficial. As
diferencas entre as formulacdes 1 e 4 e a formulacdo 5 parecem associadas a
maior quantidade de glicose inicialmente presente nesta ultima formulacéo.

Na encapsulagao de peptona usando gordura de leite como matriz lipidica e
Span 60 e Glicomul TS como tensoativos, foi encontrado que a liberagdo do
recheio foi proporcionalmente maior nas formulacdées com maiores concentracdes
deste, quando as particulas foram incubadas a 32°C. Este resultado foi justificado
pela competicdo entre os tensoativos e o recheio dentro da matriz lipidica, o que
pode ter diminuido a estabilidade da particula (MAGEE JR. & OLSON, 1981b).
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Tabela 11 — Quantidade de glicose superficial (% * desvio padrdao) das quatro

formulacdes analisadas durante vinte e oito dias

Formulacbes

Tempo (dias) F1 F4 F5 MpLR
0 1,1+0,32°"  34+0,68"™ 146+1,232% 50,7 +4,05>C
7 25+0,46%" 57+129®  146+0,83%C 40,5+457P
14 22+0,35"  3,7+0,87°" 13,1 +3,95® 454 +6,40°C
21 0,5+0,372"  1,6+0,462" 18,0 +0,49°® 444 +3,60%°
28 24+0,56" 52+0,39%" 18,8+0,87°® 56,4 +4,48°

letras minUsculas iguais, na mesma coluna, ndo apresentam diferenca estatistica

a p<0,05

letras maiusculas iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica a
p<0,05

F1 - formulacao 1 (solucéo de glicose 40%, proporc¢éao lipidio/solucédo de glicose 75/25)
F4 - formulacao 4 (solucéo de glicose 60%, proporc¢éo lipidio/solugédo de glicose 90/10)
F5 - formulagcao 5 (solucao de glicose 80%, proporc¢éao lipidio/solugao de glicose 75/25)
MpLR - solucao de glicose 40%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25, sem

lecitina

A Tabela 12 apresenta os resultados da eficiéncia de encapsulacao efetiva
das formulac¢des durante a estocagem, que apresentam o mesmo comportamento
observado para as quantidades de glicose superficial determinadas ao longo de 28
dias. Embora as formulacdes apresentem diferencas entre si, as eficiéncias de
encapsulagao efetiva foram consideravelmente altas entre as formulagdes 1,4 e 5,
onde o menor valor obtido, na ultima analise (28° dia), foi de 85,9%. A ordem
observada quanto a eficiéncia de encapsulacdo efetiva foi formulagdo 1 >
formulacdo 4 > formulacéo 5 > MpLR.

Melhor eficiéncia de encapsulacao efetiva e menor quantidade de glicose

superficial parecem ter sido determinadas pela capacidade emulsificante da
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lecitina presente nas formulagdes 1, 4 e 5 em relagdo a MpLR e também pela
presenca de um &acido graxo liquido a temperatura ambiente (acido oléico)
presente nestas formulagdes. A pouca variagao observada ao longo do tempo em
cada formulacdo avaliada individualmente indica que o acido oléico e a lecitina,
individual ou sinergicamente, podem ter funcionado como agentes de impedimento
de uma reorganizagao polimdérfica mais estavel com uma consequente expulsdo
do recheio ao longo do tempo, efeito que aparentemente ndo foi observado nas
formulagdes 1, 4 e 5, embora existam diferengcas entre elas. Comportamento
semelhante foi observado em vérios trabalhos (ZUR MUHLEN et al, 1998;
JENNING et al, 2000b; MULLER et al, 2002a; MULLER et al, 2002b; SCHUBERT
& MULLER-GOYMANN, 2005).

Tabela 12 — Valores de eficiéncia de encapsulagéao efetiva (% * desvio padréo)
das quatro formulacdes analisadas durante vinte e oito dias

Formulacdes

Tempo (dias) F1 F4 F5 MpLR
0 103,2+6,912° 96,6 +4,572° 90,1 +1,79°® 54,6 +4,16°"
7 101,8 +6,632° 94,3+4,91%® 90,1 +2,30°® 64,7 + 5,38
14 102,1 +6,672® 96,2 +4,872°¢ 916+4,69°° 59,9 +7,69°"
21 103,8 + 6,452 984 +450%° 86,7 +1,73%® 60,9 + 3,46°*
28 101,9+6,792° 948+4,112° 859+200%® 48,8 +5,05*"
letras minUsculas iguais, na mesma coluna, ndo apresentam diferenca estatistica
a p<0,05
letras maiusculas iguais, na mesma linha, ndo apresentam diferenca estatistica a
p<0,05

F1 - formulagcao 1 (solucao de glicose 40%, proporc¢éao lipidio/solucao de glicose 75/25)
F4 > formulacao 4 (solucao de glicose 60%, proporc¢ao lipidio/solucao de glicose 90/10)
F5 - formulagao 5 (solucéo de glicose 80%, proporc¢éao lipidio/solugédo de glicose 75/25)
MpLR - solugao de glicose 40%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25, sem
lecitina
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Microparticulas lipidicas utilizadas na encapsulacdo de recheios lipofilicos
indicaram que, quando foram usados apenas lipidios so6lidos na matriz, a expulsédo
do recheio foi quase imediata, mas quando era incluido um lipidio liquido havia
grande retardo da expulsdo. Contudo, mesmo com a melhora apresentada quando
da inclusao do lipidio liquido, a eficiéncia de encapsulacdo permaneceu baixa
(PIETKIEWICZ et al, 2006).

Particulas lipidicas solidas produzidas com triacilglicerol e fosfolipidios
tendo como recheio palmitato de azidotimidina (AZT), estudadas quanto a
estabilidade durante 10 semanas, nao foram estaveis nem a 37°C nem a 4°C, mas
foram estaveis a 20C, uma vez que, nesta ultima situacao, alteracdes de tamanho
médio, potencial zeta e na quantidade de recheio encapsulado ndo foram
encontradas. As alteracdes a 37°C foram justificadas pela alteracao da fluidez que
ocorre nos fosfolipidios devido ao seu ponto de fuséo, afetando a continuidade da
superficie da particula. Ja a 4°C, os resultados foram provavelmente devido a
reorganizacao dos fosfolipidios e dos triacilglicer6is para um estado polimorfico
mais estavel, o que levou a agregacao das particulas e expulsdo do recheio
(HEIATI et al, 1998).

De acordo com ZUR MUHLEN et al (1998), em estudo de encapsulacéo de
recheios lipofilicos em matriz lipidica usando como tensoativo a lecitina de soja, é
concebivel que haja um atraso na recristalizagdo da matriz lipidica pela presenca
deste tensoativo, uma vez que a lecitina leva a alteragdes na estrutura cristalina,
fazendo com que a organizacdo polimorfica seja prevenida a temperatura
ambiente (ZUR MUHLEN et al, 1998). Na avaliacdo de particulas lipidicas
compostas por éleo de palma hidrogenado e lecitina em diferentes concentragdes,
observou-se que com concentracdes de lecitina até 30% havia estabilidade
suficiente para estocagem por seis meses; porém, acima desta concentracao as
particulas foram estaveis apenas por quatro semanas, sendo encontrados, depois
deste tempo, aumento de tamanho médio de particula e também aumento da
distribuicao deste tamanho. Isto foi justificado pela possivel acumulacdo e
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mobilidade da lecitina na superficie da particula (SCHUBERT & MULLER-
GOYMANN, 2005).

Avaliaram-se, por trés meses, particulas de tetracaina e etomidato
encapsulados por diferentes tipos de triacilgliceréis e lecitina ou poloxamer 188
como tensoativos. Os resultados mostraram que baixas concentracoes de
tensoativos ndo foram capazes de estabilizar suficientemente a particula, e que a
lecitina foi mais eficiente na manutencao da estabilidade fisica do que o poloxamer
188 (SCHWARZ & MEHNERT, 1999).

4.3.2. Difracao de Raios-X

Adicionalmente a quantificacdo da glicose superficial nas formulacdes
avaliadas durante quatro semanas de estocagem a temperatura ambiente, a
avaliagdo de uma possivel reorganizagao polimoérfica do material lipidico utilizado
como material de parede foi feita pela técnica da difracdo de raios-X. A
reorganizagao polimorfica para niveis mais organizados e energeticamente mais
favoraveis € apontada como um problema na encapsulacao de ativos cujo material
de parede é lipidico, uma vez que esta reorganizacao poderia provocar a expulsao
do material de recheio devido a produgdao de um material mais cristalino durante a
transicao de fase polimorfica lipidica apds a producao das microparticulas lipidicas
utilizando a técnica do spray cooling (ZUR MUHLEN et al, 1998; JENNING et al,
2000b; MULLER et al, 2002a; MULLER et al, 2002b; SCHUBERT & MULLER-
GOYMANN, 2005).

Em padrdes de difracdo de raios-X, a cristalinidade da amostra €
caracterizada pela forma, intensidade/altura dos picos, onde picos mais estreitos e
mais intensos indicam maior cristalinidade enquanto picos mais largos e pequenos
sao indicativos de regides mais amorfas (ALVES & SANTANA, 2004).

As medidas de difracdo de raios-X foram feitas semanalmente para as
formulagdes selecionadas para o estudo da estabilidade (formulacées 1, 4, 5 e
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MpLR, esta ultima sem adicdo de lecitina em sua composicao) e a partir dos
espectros obtidos foi calculada a cristalinidade observada em cada tempo para

cada formulacao; os valores estao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Graus de cristalinidade (%) das quatro formulagdes analisadas

durante vinte e oito dias

Formulacdes

Tempo (dias) F1 F4 F5 MpLR
0 27,8 22,6 24,4 27,8
7 23,5 28,7 26,5 25,9
14 23,1 24,6 27,2 30,0
21 24,2 25,2 21,8 29,3
28 25,4 26,0 25,3 27,6

F1 - formulagcao 1 (solucéo de glicose 40%, proporc¢éao lipidio/solugédo de glicose 75/25)
F4 - formulacao 4 (solucéo de glicose 60%, proporc¢éo lipidio/solugédo de glicose 90/10)
F5 - formulagcao 5 (solucao de glicose 80%, proporc¢éao lipidio/solugao de glicose 75/25)
MpLR - solucao de glicose 40%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25, sem

lecitina

Os resultados indicaram que as porcentagens de cristalinidade das
formulacdes obtidas ao longo do tempo foram relativamente baixas, inferiores a
30%, sem diferencas com relacdo ao tempo de estocagem e muito semelhantes
entre as formulacbes. Estes resultados eram esperados, considerando que a
mistura lipidica (2/4 de acido esteéarico, 1/4 de &cido oléico e 1/4 de gordura
vegetal hidrogenada) foi a mesma para todas as formulagdes, que diferiram
apenas na propor¢cao matriz‘material de recheio, na concentragdo do material de
recheio utilizado e na retirada da lecitina da composi¢ao na formulacao MpLR.

A baixa cristalinidade observada para as formulagdes parece ter sido

provocada pela utilizacdo de mistura lipidica contendo lipidios sélidos e liquido na
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producdo das microparticulas. O lipidio liquido (acido oléico) parece ter auxiliado
no impedimento da reestruturacdo polimérfica da matriz durante o resfriamento
para a producao das particulas ou durante o tempo de estocagem considerado,
efeito anteriormente observado por varios trabalhos apresentados na literatura
(ZUR MUHLEN et al, 1998; JENNING et al, 2000b; MULLER et al, 2002a;
MULLER et al, 2002b; SCHUBERT & MULLER-GOYMANN, 2005).

Este efeito parece se confirmar quando a formulagdo sem a lecitina (MpLR)
€ analisada. Os espectros de difracdo de raios-X para esta formulagdo sdo muito
semelhantes aos das outras formulagcbes avaliadas (Figuras 7, 8, 9 e 10) e o grau
de cristalinidade é também semelhante. No entanto, a quantidade de glicose
superficial observada para esta formulacao foi bastante superior a quantidade de
glicose superficial observada nas outras formulagdes, efeito observado
imediatamente apds a producdo das microparticulas. Este efeito parece ter sido
provocado fortemente pela auséncia da lecitina na formulacéo, e, desta forma,
tornando a exclusdo do recheio do interior das microparticulas mais facil e
instantdnea, sendo determinante em relacdo a um possivel efeito de
reorganizacdo polimérfica da matriz lipidica que parece nao ter ocorrido em
intensidade suficiente para a total expulsdo do recheio. A lecitina pode também ter
contribuido, em alguma intensidade, nas formulagdes em que estava presente
(formulacdes 1, 4 e 5) para auxiliar na perturbacao da reorganizacao polimorfica,
uma vez que se encontrava liquida a temperatura do experimento. A avaliagdo da
matriz lipidica contendo diferentes quantidades de lecitina por difracao de raios-X
mostrou que o conteudo de lecitina influenciou na intensidade dos sinais mas néo
na posigcdo dos mesmos, observando que o aumento no conteludo de lecitina
provocava um decréscimo na intensidade dos sinais produzindo uma reducéo da
cristalinidade na matriz lipidica utilizada; os autores sugerem que a matriz lipidica
permaneceu inalterada durante o experimento de estocagem realizado durante
180 dias (SCHUBER et al, 2006). Nos resultados observados no presente
trabalho, a lecitina parece ter sido fundamental como emulsificante mais do que
como um agente de perturbacdo do aumento da cristalinidade das microparticulas.

75



Na avaliacdo de microparticulas lipidicas encapsulando coenzima Qio e
contendo lecitina como agente tensoativo, foi observado que os padrdes de
difracdo de raios-X apresentaram somente caracteristicas difratométricas do
material lipidico (a = B’ = Bi), embora os picos tenham ficado menores, indicando
maior incorporacao do recheio (BUNJES et al, 2001).

As Figuras 7, 8, 9, e 10 apresentam os espectros para cada formulacao,
obtidos ao longo das quatro semanas estudadas. Os padroes foram semelhantes
e pela literatura parecem estar associados a forma polimorfica ’, caracteristica de
muitos trigliceridios e acidos graxos, para as formulag¢des 1, 4 e MpLR (JENNING
et al, 2000a).

As intensidades do pico principal somente aumentaram da primeira para a
segunda analise nas formulacdées 4 e 5 (Figuras 8 e 9). Apos este evento a
intensidade dos picos se tornou constante e muito semelhante entre as diferentes
formulagdes. Embora o pico aumente da primeira para a segunda analise, a
cristalinidade calculada permaneceu praticamente constante (Tabela 13). Entre as
formulacbes estudadas, somente na formulagdo 5, a que continha a maior
quantidade de glicose, foi observada uma forma polimérfica nas ultimas duas
semanas, caracterizada como Bi em trabalho anterior (JENNING et al, 2000a). A
forma a tem sido observada como caracteristica da forma mais estavel para o
acido oléico quando a temperatura de estudo € menor que sua temperatura de
fusdo (~ -2,2°C para a transformacao da forma y em a, 13,3°C para a forma a e
16,2 para a forma B) (SUZUKI & OGAKI, 1985; INOUE et al, 2004) ou seja, em
temperaturas inferiores a temperatura estudada durante o estudo da estabilidade
das formulagdes (~23°C), no qual o acido oléico se encontrava liquido.

Cabe ressaltar que o estudo de JENNING et al (2000a), no qual a vitamina
A foi encapsulada em matriz lipidica contendo gliceribehenato, apresentou forte
correlacdo entre a mudanca polimérfica de B’ para Bi e o comportamento de
liberacdo do recheio encapsulado. Neste trabalho, no entanto, somente lipidio
sélido fazia parte da formagdo do material da matriz utilizado (JENNING et al,
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2000a). Forma B’ também foi obtida para o padrao polimdérfico de nanoparticulas
observadas por difracdo de raios-X (JORES et al, 2003).

As intensidades e posicoes dos sinais de todas as formulacbes néao se
modificaram depois da segunda analise até o fim do experimento de estocagem,
exceto para a formulagdo 5, o que sugere que a matriz lipidica pode ter sofrido
pequenas alteracdes iniciais, permanecendo constante depois disto. Mesmo tendo
sofrido alteracdo polimérfica na quarta analise (21° dia), de B’ para Bi, a
formulagdo 5, contendo a maior quantidade de glicose nas microparticulas, ja
apresentava alta quantidade de glicose superficial em relacédo as formulacoes 1 e
4, desde a producdo das microparticulas. Adicionalmente, o grau de cristalinidade
calculado (Tabela 13) n&o mostrou alteracbes ao longo da estocagem,
permanecendo praticamente constante desde a producao das microparticulas.
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Figura 7 — Curva de difracao de raios-X da formulagédo 1 (solucéo de glicose 40%,
proporcéo lipidio/solucéo de glicose 75/25) nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias
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Figura 8 — Curva de difracao de raios-X da formulagéo 4 (solucao de glicose 60%,
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Figura 9 — Curva de difracdo de raios-X da formulagdo 5 (solucao de glicose 80%,
proporcéo lipidio/solucéo de glicose 75/25) nos tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias
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Figura 10 — Curva de difracdo de raios-X da formulacdo de referéncia (MpLR —
solucdo de glicose 40%, proporcao lipidio/solucao de glicose 75/25, sem lecitina)
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6. Conclusoes

De forma geral, as particulas lipidicas estudadas neste trabalho
apresentaram bons resultados quanto a eficiéncia de encapsulacdo e boa
capacidade de controle da liberacao do composto hidrofilico de baixa massa molar
utilizado como recheio, mostrando-se potenciais para o uso futuro na industria de
alimentos.  Adicionalmente, todos o0s materiais empregados séo
encontrados/extraidos de compostos/matérias primas alimenticias e o processo
nao utiliza solventes orgéanicos, podendo, desta forma, serem consumidos por
seres humanos.

Para os sistemas estudados, a emulsdo obtida com 5% de lecitina em
relacdo a quantidade lipidica utilizada com agitacdo a 10.000 rpm por 5 minutos
apresentou a melhor estabilidade de emulsdo, sendo usada para a producao das
microparticulas.

O diametro médio das microparticulas situou-se entre 25 e 32 um e as
microparticulas apresentaram forma esférica, com paredes continuas porém
rugosas, decorrente da utilizacao do acido estearico na formulagao.

De forma geral, as formulacdes estudadas apresentaram alta eficiéncia de
encapsulacao efetiva, possibilitando a encapsulacdo de recheios hidrofilicos
liqguidos em quantidades razoaveis (~10%). A mistura de lipidios sélidos e liquido a
temperatura ambiente e a presenca de lecitina foram os fatores determinantes
para a alta eficiéncia de encapsulagao.

Maiores quantidades de glicose superficial foram observadas quando
maiores quantidades de recheio estavam presentes na composicdo das
microparticulas. De forma semelhante, menores quantidades de glicose
encapsulada e a presenca de lecitina produziram as maiores retencées no estudo
de liberagdo do material de recheio. As curvas de liberacdo ndo apresentaram
liberagdo inicial alta indicando a auséncia de efeito “burst” e distribuigdo

homogénea do material de recheio por toda a extensao da particula.
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O estudo de estabilidade indicou que, se houve alguma mudanga
polimorfica no sentido de aumentar a cristalinidade das microparticulas, esta
mudanca ocorreu durante o resfriamento, na produgdo das microparticulas. A
quantidade de glicose superficial, embora tenha apresentado diferenca entre as
formulagdes, ficou praticamente constante apds 28 dias de estocagem.

Os termogramas, obtidos por DSC, em tempo zero, ndo apresentaram
diferengas entre as amostras.

Os difratogramas, obtidos por difracao de raios-X, foram muito semelhantes
entre as formulagdes e praticamente constantes durante a estocagem,
corroborando com os resultados de glicose superficial obtidos no mesmo

experimento.
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7. Sugestoes para Futuros Estudos

7.1. Caracterizar as microparticulas quanto ao seu potencial zeta.

7.2. Verificar o comportamento das microparticulas em ambientes que simulem o
trato gastrintestinal para possiveis aplicacbes em produtos para uso animal e
humano.

7.3. Estudar a estabilidade quanto as propriedades de liberacdo do recheio em
diferentes temperaturas.

7.4. Estudar a estabilidade de microparticulas em tempos mais longos quanto a
liberacao do recheio durante a estocagem.

7.5. Realizar estudos de estabilidade com auxilio da microscopia confocal de
varredura a laser para observacéao de imagens que indiguem como esta ocorrendo
a expulséo do recheio.

7.6. Analisar outras misturas lipidicas e outros tensoativos, visando a maior
eficiéncia de encapsulacéao.

7.7. Otimizar a relacao material de parede/material de recheio, para maximizar a
eficiéncia de encapsulacao e o controle de liberacao.
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9. Anexo
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9.1. Anexo 1 — Termogramas obtidos por DSC das amostras analisadas no estudo
da estabilidade
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Figura 11 — Termograma obtido por DSC da formulacdo 1 — Cristalizacdo (A) e
Fuséao (B)
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Figura 12 — Termograma obtido por DSC da formulacdo 4 — Cristalizacdo (A) e

Fuséo (B)
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Figura 13 — Termograma obtido por DSC da formulagao 5 — Cristalizacao (A) e
Fuséao (B)
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Figura 14 — Termograma obtido por DSC da formulagcao de referéncia (MpLR) —
Cristalizacao (A) e Fuséo (B)
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