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RESUMO

O cupuaguzeiro Theobroma grandiflorum é uma planta tipica da regido
amazodnica e do seu fruto s&o produzidas geleias, licores e doces, entre outros
do uso tradicional. Da semente obtemos a manteiga de cupuagu, uma gordura
rica em acidos graxos e triglicerideos, e fitoesterdis que proporcionam efeitos
benéfico sobre a pele como alta capacidade de hidratacdo e atividade
antioxidante. A manteiga de cupuacu foi utilizada como matriz lipidica na
preparacdo de nanoparticulas lipidicas solidas — NLS com aplicagdes
nanobiotecnoldgicas. As NLS de cupuagu foram obtidas por meio de um
planejamento fatorial fracionado 33, em que os fatores selecionados em seus
respectivos niveis mostraram as melhores respostas na obtengdo de
nanoparticulas lipidicas soélidas. Estas NLS foram caracterizadas por meio
DLS - Dynamic Light Scattering, potencial zeta e espectroscopia de
fluorescéncia molecular. As nanoemulsdes contendo NLS de cupuacu
apresentaram um tamanho minimo de 129 nm, maximo de 305,4 mn, com
média de 214 nm, Potencial Zeta médio de -36,3 mV e um indice de
polidispersividade médio de 0,172 considerando estes resultados em resposta
de cada fator e seu nivel correspondente. O fator TG foi que mais influenciou
o tamanho das NLS, as NLS de cupuacu apresentaram fluorescéncia
molecular na faixa espectral de 740 a 760 nandmetros, evidenciado seu uso
futuro em pesquisas. Estes resultados foram satisfatorios ao usarmos um
bioproduto como a manteiga de cupuagu na formulagado de desenvolvimento

de nanocarreadores lipidicos.

PALAVRAS CHAVE: Theobroma grandiflorum, nanoparticulas lipidicas sélidas,
DLS, potencial zeta e, fluorescéncia.



ABSTRACT

The Theobroma grandiflorum cupuassu is a typical plant of the Amazon region;
the fruit are produced jellies, liqueurs, sweets and other traditional use. Seed
cupuassu butter obtain a fat rich in fatty acids and triglycerides, plus phytosterols
that provide beneficial effects on the skin hydration as high capacity and
antioxidant activity. The cupuassu butter was used as lipid matrix in the
preparation of solid lipid nanoparticles - SLN with nanobiotechnological
applications. The cupuassu NLS were obtained through a fractional factorial
design 33, in which the factors selected at their respective levels showed the best
responses in obtaining solid lipid nanoparticles. These NLS were characterized
by DLS - Dynamic Light Scattering, zeta potential, and molecular fluorescence
spectroscopy. Nanoemulsions containing cupuassu NLS had a minimum size of
129 nm, maximum 305.4 mn, with an average of 214 nm, average Zeta potential
-36.3 Mv and an average polydispersity index of 0.172 considering these results
in response each factor and its corresponding level. TG factor was that most
influenced the size of NLS. The cupuassu NLS showed molecular fluorescence
in the spectral range 740-760 nm, demonstrated their use in future research.
These results demonstrated satisfactory for use as a bioproduct cupuassu seed

butter nanocarriers in the lipid formulation development.

KEYWORDS: Theobroma grandiflorum, solid lipid nanoparticles, DLS, zeta
potential and fluorescence.
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1 Introdugao

Ao pensarmos sobre biodiversidade de fauna e flora, a floresta Amazdnica
brasileira se destaca entre as florestas tropicais umidas por apresentar uma

grande diversidade genética, sendo alvo de numerosos estudos e pesquisas.

Nesse sentido, o cupuaguzeiro Theobroma grandiflorum, arvore tipica da
regido amazonica, aparece como a segunda mais importante espécie econémica
do género Theobroma, apos o cacau, e sua gordura tem recebido atencéo por
apresentar propriedades comestiveis analogas ao chocolate e caracteristicas
hidratantes e emolientes com aplicacdo na industria cosmética. A espécie se
dissemina na bacia amazénica e concentra sua producido e comercializagao nos

estados do Para, Amazonas, Rondbnia, Acre e Maranhao.

Do fruto sdo produzidas geleias, licores, compotas, doces, biscoitos, sorvetes
e muitas outras iguarias locais. Da semente é extraida a gordura ou manteiga de
cupuacgu e desta sido obtidos produtos de interesse cosmético, farmacéutico e

alimentar.

As sementes constituem cerca de 20% do peso do fruto e vém despertando
o interesse de pesquisadores para o seu aproveitamento industrial por possuir
um rico e balanceado teor de triglicerideos e acidos graxos como estearico,
oléico, araquidico que trazem efeitos altamente benéficos sobre a pele (De
Oliveira Cohen e Jackix, 2009).

A manteiga de cupuacgu € conhecida por apresentar uma 6tima capacidade
de hidratagao sobre a pele, superior em mais de duzentas vezes a lanolina, uma
cera obtida a partir da |a de carneiro. Assim, percebe-se no mercado atual de
cosmeticos o acréscimo de produtos derivados do cupuagu (Oliveira, 2003).

Por essas qualidades, a manteiga de cupuagu tem sido utilizada como base
lipidica na preparagao de Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas — NLS —, pois vém
mostrando bons resultados na composicdo de formulagcbes para
nanocarreadores ao  apresentar caracteristicas  fisico-quimicas e
biocompatibilidade favoraveis na obtenc¢ao de carreadores para farmacos de uso
tépico (Dos Santos, 2012).



Produtos a base de manteiga de cupuagu, destinada a produgéo de NLS,
tem recebido o nome de Teosferas, e caracterizam bem o resultado das técnicas

de preparacéo utilizando este bioproduto (Colomé et al., 2010).

Inicialmente, as NLS foram desenvolvidas em 1991, como um sistema
alternativo de encapsulamento e entrega de farmacos e principios bioativos em
relacdo aos tradicionais sistemas coloidais, tais como emulsdes, lipossomas e

nanoparticulas poliméricas (Muller et al., 2000; Souto, 2011).

As NLS atualmente sdo empregadas no transporte de farmacos ou
substancias de interesse médico, terapéutico, cosmético e alimentar. Estes
nanossistemas podem entregar a substéncia ativa numa concentragéo
adequada durante o periodo de tratamento, dirigindo-a para o local desejado de
agao, ja que os tratamentos convencionais nem sempre atendem a esses

requisitos (Bonifacio et al., 2014).

Na literatura sdo descritas varias técnicas para a obtencdo de NLS. A
escolha da técnica adequada € determinante na obtencdo das caracteristicas
desejadas da nanoparticula. O custo para obtengdo e uso de solventes que
podem ser toxicos no sistema, também influenciam a escolha da melhor
metodologia. Entre as técnicas mais utilizadas estdo a homogeneizagéo de alta
pressdo (High Pressure Homogenezation — HPH) que vém apresentando
melhores resultados em diversos trabalhos, bem como a técnica de inverséo de
fases, a evaporacgao do solvente e a ultrasonificacdo, também com excelentes
resultados. (Hou et al., 2003; Souto, 2011).

Tomando como base a biodiversidade local na prospeccéo, obtencao e
desenvolvimento de novos bioprodutos e tecnologias, o cupuagu mostra-se com
atrativos promissores no desenvolvimento de nanocarreadores lipidicos com
aplicagées nanobiotecnoldgicas. O uso da manteiga de cupuagu para compor
uma matriz lipidica abre possibilidades no desenvolvimento de novos produtos
para a industria farmacéutica e cosmética e ajuda a agregar valor aos produtos

naturais de origem vegetal que fazem parte na nossa floresta.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Nanotecnologia

Com o desenvolvimento cientifico decorrente do avango tecnoldgico,
varias metodologias s&do desenvolvidas nos mais diversos campos do

conhecimento.

No campo da ciéncia e tecnologia, a nanociéncia e a nanotecnologia se
estabelecem engenhosamente com grande potencial para solugdo de problemas
presentes na nossa sociedade (Lima e De Almeida, 2012). A nanotecnologia, por
exemplo, visa a caracterizacdo, fabricagdo, manipulacdo e aplicacdo de

estruturas biologicas e nao bioldgicas na escala nanométrica (Assis et al., 2012).

A escala métrica nano faz mengéo a bilionésima parte de um metro 10
m, ou milionésima parte de um milimetro e se tornou possivel gracas ao
desenvolvimento de técnicas moleculares modernas que permitem a
compreensao e manipulacdo de materiais em niveis atbmicos em escala
molecular (Chau et al., 2007).

Estas novas tecnologias desenvolvidas permitiram a criacdo e
manipulacdo de substancias e produtos com estrutura molecular conhecida e
combinada conforme o interesse desejado, podendo trabalhar com particulas
menores, com maior area de contato e mais eficazes no envio de bioativos a

sistemas especificos como o respiratorio (Weber et al., 2014a).

Em decorréncia da descoberta de novas técnicas de pesquisa, as
consideragdes sobre os riscos que estes novos produtos podem trazer tém sido
estudadas, pois as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas como: cor,
solubilidade, viscosidade e toxicidade apresentada por cada nova molécula,
mostra interacbes diferentes e uUnicas daquelas em escala macromolecular
(Tamijidi et al., 2013).

Estes nanomateriais tém inumeras aplicagdes regulamentadas pela Food
and Drug Administration — FDA — que recentemente elaborou um guide line que
regulamenta, dispde sobre adulteragdo, caracteristicas e rotulagem destes
novos produtos. As propriedades exclusivas destes produtos, destinadas



majoritariamente as aplicagdes cosméticas, devem ser abordadas nas

avaliagdes de seguranga (Fda, 2015).

Na Nanotecnologia o desenvolvimento de Nanoparticulas Lipidicas
Solidas — NLS, a partir de bioprodutos naturais, mostra-se como uma importante
ferramenta nas areas médicas, farmacoldgicas, terapéutica e estética por carrear
substancias de interesse a um local especifico com maior eficiéncia, baixa

citotoxicidade e toxicidade sistémica (Muller et al., 1997).

21.1 Aplicagoes Nanobiotecnolégicas

As aplicacbes das técnicas de nanotecnologia nas areas médicas e
biolégicas de estruturas com tamanho nanométrico tendem a ser melhor
distribuidas por um determinado sistema, atuando como nanocarreadores
farmacéuticos, terapéutico ou cosmético. Sao aplicadas técnicas de
nanotecnologia na produgao de estruturas submétricas, usando, por exemplo,

polimeros como polietileno glicol (PEG), silica entre outros (Torchilin, 2006).

Na entrega de um farmaco ou substancia com caracteristica lipofilica se
faz uso de nanocarreadores lipidicos e os mais utilizados sao: Lipossomas, NLS,
Nanostructured Lidip Carriers — NLC — e nanoemulsbes. Estes tipos de
carreadores oferecem vantagens como estabilidade fisica e quimica, podendo

ainda fazer a entrega — delivery de maneira controlada (Yang, Yihui et al., 2014).

2.2 O cupuagu (Theobroma grandiflorum Shum.)

Theobroma grandiflorum (Wildenow ex Sprengel) Shumann, pertence a

mesma familia do cacaueiro. Seu nome comum € cupuagu, copoagu, pupu €

pupuagu.

Cupuagu é um nome que provém da lingua Tupi (Kupu = que parece com
cacau + Uasu = grande). E uma espécie muito produtiva e comum em alguns

paises tropicais como Costa Rica, Colémbia, Equador, Guiana Francesa,



Venezuela e Suriname. Possivelmente foi disseminado de seu centro de origem
para todos os estados da Regido Norte do Brasil, inicialmente, pela intensa
movimentagado das populagdes indigenas no interior da Amazoénia (Yang et al.,
2003; Moreira, 2009).

O cupuaguzeiro pertence ao género Theobroma (Theos = Deus + Broma
= Alimento), ou “manjar dos deuses” (Di Stasi, 2002). Apresenta o maior tamanho
de flores e frutos do género que da nome a espécie T. grandiflorum (flores
grandes). Esta classificado taxonomicamente na familia Sterculiaceae, que
apresenta cerca de 50 géneros e 750 espécies entre arvores e arbustos todas

predominantemente tropicais (Coral, 1990; Souza et al., 2011).

Em sistemas agroflorestais implantados na regido Norte do Brasil, o
cupuaguzeiro € uma das mais importantes frutiferas exploradas comercialmente
na regido amazlOnica devido seu potencial no aproveitamento da polpa,
sementes e a conquista de mercado em outras regides do Pais e no exterior
(José Thomazini, 2002). Isto significa que sua importancia se da tanto do ponto

de vista econbmico como social.

Como planta nativa originaria da regido Sul e Sudeste da Amazoénia, teve
sua producao em escala comercial desenvolvida a partir da década de 70, onde
até entdo era obtido unicamente em sistemas conhecidos como “fundo de
quintal”. (ANDRADE, 1998; ALVES, 1999; GONCALVES et Al. 2013).

E um fruto tipico amazdnico, cultivado principalmente no estado do Para,
Amazonas, Rondbnia e Acre, mas tem apresentado sucesso na implantacédo de

cultivares na Bahia e outros estados do Sudeste (FILHO, 1998).

No estado do Acre este fruto € produzido nos municipios de Acrelandia,
Bujari, Rio Branco, e Senador Guiomard, conforme se pode verificar nas areas
destacadas na Figura 1, que indica o mapa do Estado. Porém, a concentragéo
da producgao esta nos municipios de Cruzeiro do Sul, Sena Madureira, Xapuri e
Brasiléia. Figura 1 (GONDIM ET AL. 2001; Suframa 2003; RUSCHEINSKY,
2005).
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Figura 1. Principais areas de produgéo de cupuagu Theobroma grandiflorum no estado do
Acre (Suframa, 2003).

Esta espécie é encontrada na natureza como arvores que podem variar
sua altura entre 4 e 10 m. Sua copa atinge até 7,0 m de didmetro e sua
florescéncia inicia-se nos periodos secos de dois a trés anos apds o plantio,
sendo que plantas sob a influéncia de sombra tendem a florescer mais

tardiamente; em geral, a safra ocorre na época das chuvas (Suframa, 2003).

Apresenta folhas simples, alternadas, com peciolo curto,
oblongolanceoladas com estipulas caducas e laminas verdes mais ou menos
brilhantes, glabra na face superior e ferruginosa na face inferior. As flores, de
coloragéo branca ou vermelha com tonalidade clara a escura, sdo as maiores do

género e crescem normalmente nos ramos (Alves, 2002).



O fruto é caracterizado como baga, constituida da casca (epicarpo +
mesocarpo) e polpa (endocarpo) que envolve as sementes. O epicarpo é rigido,
lenhoso e com epiderme clorofilada recoberta por revestimento ferruginoso e
tricomas se soltam facilmente no manuseio, conforme se pode verificar na figura

2. Depois de colhidos podem ser consumidos em até 10 dias.

Figura 2. Cupuagu.

Sua polpa mucilaginosa possui uma caracteristica de acidez com pH em
torno de 3.4. Estudos anteriores demonstraram que seu aroma floral se deve a
presenga de componentes volateis como linalol, a-terpinol, 2-phenyllethanol,
mirceno, limoneno, didis, methoxy 2,5-dimethyl-3(2H)-furanona (Rogez et al.,
2004).

Este fruto apresenta crescente utilizacdo no Brasil e no mercado externo.
E apreciado por sua polpa acida de aroma intenso, comercializada geralmente
congelada, apresenta diversas opg¢des de consumo na culinaria como: sucos,
sorvetes, licores, doces, bombons e geleias; outros produtos analogos ao

chocolate (Cupulate) produzidos a partir da semente.



2.3 Manteiga de Cupuagu

As sementes de cupuagu sao ricas em gordura correspondendo a cerca
de 60 % do peso seco, o que equivale a 20% do fruto. Apresenta alta
digestibilidade em humanos de aproximadamente 91%. Seus componentes
lipidicos apresentam grande potencial para uso na industria alimenticia como
lipidios analogos substituintes da semente de cacau, pois apresentam ponto de
fusdo semelhante (cupuagu 19-34 °C; cacau 25-35 °C). (Cohen et al., 2003;
Lannes et al., 2003).

Nas sementes de cupuagu sao encontradas varias substancias
antioxidantes. Yang et al (2003) em seus estudos, identificaram dois novos
flavonoides glicosideos sulfatados: a theograndina | e II, em complemento a
outros nove antioxidantes flavonoides ja conhecidos, como a (+)-catequina, (-)-
epicatequina, isoescutelareina  8-O-B-D-glucoronida, hipolaetina8-O-3-D-
glucoronida, quercitina 3-O-B-D-glucoronida, quercetin 3-O--D-glucuronida 6"-
methil ester, quercetina, kaempferol, e isoscutelareina 8-O-B-D-glucuronida 6"-
methil ester. Dentre estes a Teograndina | e Il demonstrou melhores resultados

de atividade antioxidante em ensaios com DPPH.

Na industria farmacéutica e cosmética as gorduras de origem vegetal tém
servido como base na preparagao de diversas formulagdes e nas mais variadas
aplicagbes como: cremes, emulsdes, lipossomas e carreadores lipidicos

nanoestruturados que geralmente s&o produzidas por compostos laboratoriais.

A manteiga de cupuagu € um ftriglicerideo que se solidifica em
temperaturas inferiores a 30°C aproximadamente, por haver em sua composi¢cao
um equilibrado teor de acidos graxos saturados e insaturados como estearico,

oléico e araquidico, conforme se observa abaixo, na Figura 3.



ACIDOS GRAXOS %

Acido miristico (C14:0) 0,08
Acido palmitico (C16:0) 11,25
Acido palmitoleico (C16:1) 0,40
Acido estearico (C18:0) 38,9
Acido oleico (C18:1) 38,79
Acido linoleico (C18:2) 2,39
Acido araquidico (C20:0) 7,97
Acido linolénico (C18:3) 0,22
Acido behénico (C22:0) 0,74
Saturados - totais 58,13
Monoinsaturados — totais 39,19
Poliinsaturados — totais 2,61

Figura 3. Composic¢dao percentual de acidos graxos da manteiga de cupuagu.
Adaptado de Cohen e Jackix 2009.

Estes componentes dao origem a uma manteiga com grande poder de
umectagdo e hidratagdo, que produz grandes beneficios sobre a pele,
possibilitando a recuperagédo da sua umidade e elasticidade natural (De Oliveira
Cohen e Jackix, 2009).

Este triglicerideo possui alta capacidade de retengédo de agua, em torno
de 440%, segundo se pode observar na Figura 4. Além disso, testes de absorgao
de agua realizadas em laboratério mostraram que 1Kg de manteiga de cupuacgu
pode absorver até 4.4 Kg de agua, sendo considerado muito promissor no
cuidado com a pele, mais até que a manteiga de karité e a lanolina que pode
provocar sensibilidade e alergia em algumas pessoas (Fleck e Newman, 2012).



Water Absorption Comparison
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Figura 4. Capacidade de retencdo de agua da manteiga de cupuagu frente a manteiga
de karité e lanolina (Fleck e Newman, 2012).

Sua elevada capacidade de penetragdo transdermal e retengdo de
humidade sdo excepcionais. E considerado um excelente emoliente que restaura
a elasticidade da pele com acdo antioxidante. Contém fitoesterois
insaponificaveis que atuam em nivel celular como regulador do equilibrio hidrico
da pele. Com propriedades anti-inflamatérias estes esterdis s&o utilizados
topicamente para tratar dermatites e ulceragdes, estimulando o processo de

cicatrizagao (Oliveira, 2003).

Estas propriedades quimicas da manteiga de cupuagu tornam-na um
produto capaz de auxiliar na estabilidade das emulsdes, devido a sua
caracteristica hidrofilica atribuida as pontes de hidrogénio realizadas entre as

moléculas de agua e os fitosterois (Teixeira, 2014).

Segundo alguns estudos realizados na Alemanha, a manteiga de cupuagu
apresenta um determinado grau de absorbancia de raios UV especialmente em
UVA e UVB, porém nao podendo ser reconhecido como FPS pela Food and Drug
Administration (Freitas et al., 2011).



2.4 Sistemas coloidais

Coloides sao misturas heterogéneas que apresentam pelo menos duas
fases diferentes nas quais a particula da fase dispersa, que pode ser um sélido,
liquido ou gas, esta finamente dispersa ou misturada na outra fase, e quando em

escala nanométrica, é invisivel ao olho humano.

As solugdes coloidais sdo compostas por dispersante e disperso: o
dispersante é o equivalente ao solvente e o disperso € o equivalente ao soluto.
Nao ha sedimentacdao e podem ser filtrados por filtros compativeis com o
tamanho da particula, ou nanoparticula. Estas recebem a classificacdo de
acordo com seu tamanho e sdo chamadas de coloides. Estas particulas coloidais

possuem tamanho médio entre 1 a 1000 nm (Junior e Varanda, 1999).

2.4.1 Classificagao dos sistemas coloidais

Os sistemas coloidais sao classificados em relagdo a sua composigao e
sdo considerados como sendo micelares, moleculares ou idnicos: quando temos
coloides micelares as particulas em dispersao sdo basicamente formadas por
atomos agregados; quando temos sistemas moleculares os coloides sao
compostos por macromoléculas; e quando os sistemas sdo idnicos sua

composicao coloidal é basicamente de ions.

Estes sistemas coloidais podem ser classificados em relacdo ao meio em
que a particula coloidal esta dissolvida. Quando em uma disperséao o dispersante
€ liquido e o disperso também € um liquido, temos uma emulsao, pois 0 meio
liquido como, por exemplo, a agua, pode facilitar as interagdes do sistema. As
emulsdes tipo 6leo e agua O/W naturalmente ndo se misturam devido as suas
polaridades, posto que enquanto a agua € um liquido com natureza polar, os

Oleos de maneira geral sdo formados por moléculas apolares.

Como a natureza das polaridades do 6leo e da agua é incompativel, ha
um sistema estavel e podemos resolver este problema com o uso de agentes

emulsificantes como detergentes ou tensoativos.



Os agentes emulsificantes ou tensoativos s&o moléculas com
propriedades anfifilicas polar e apolar (figura 5), que se adsorvem na interface
combinada entre a fase dispersa e dispersante no processo de emulsificacdo
agindo contra o fendbmeno de instabilidade que acarreta na separacao das fases
(LOCHHEAD 1994).

HO OH
Chemical structure — Sorbitan monoester

Figura 5. Caracteristica de uma molécula anfifilica. Fonte: croda.com

2.5 Nanoparticulas Lipidicas Sélidas — NLS

As primeiras formas de incorporar drogas lipofilicas em particulas de
gordura para aplicagao parenteral datam da década de 60 e foram utilizadas para
aplicacao de ativos com baixa solubilidade em agua como, por exemplo, propofol

ou diazepam.

A primeira geragcao de nanoparticulas lipidicas desenvolvidas na década
de 90 foi chamada de Nanoparticulas Lipidicas Sdélidas — NLS — sendo composta
de 0.1-30% (p/p) de lipidio disperso em uma solu¢do aquosa de surfactante
como agente estabilizante variando de 0.5-5% (p/p) (Weber et al., 2014b).

Nanopatrticulas Lipidicas Sdlidas como o proprio nome diz, s&o particulas
de tamanho nanométrico que possui sua matriz formada por lipideos sdlidos a
temperatura ambiente e corporal, como um sistema diferenciado e vantajoso de

encapsulagdo e entrega de principios ativos em relagdo aos tradicionais



sistemas coloidais, tais como emulsdes, lipossomas, micro e nanoparticulas
poliméricas (HOU et al., 2002; SOUTO et al., 2011).

As NLS sao, ainda, sistemas coloidais que transportam, encapsulam,
protegem e distribuem componentes lipofilicos ou hidrofébicos funcionais tais
como drogas e bioativos (Assis et al., 2012). Hoje os nanocarreadores que tem
base lipidica em sua matriz formadora séo utilizados na entrega de drogas ou

bioativos principalmente por via transdermal (Guo, 2015).

A vantagem da utilizacdo de um sistema de NLS esta na liberagao
controlada de seu conteudo em comparagdo a outros sistemas de entrega
coloidais, pois seu nucleo solido a temperatura ambiente confere menor
mobilidade ao conteudo nele incorporado, podendo controlar o tempo que estas
substancias serdao liberadas. Estas caracteristicas sao vantajosas no
encapsulamento de componentes ativos incluindo a melhora da estabilidade
fisica e protecéo contra degradacéo quimica (Ana-Maria Manea, 2014; Yang, Y.
et al., 2014), apresentando boa estabilidade, baixa toxicidade por n&o
necessitarem de grandes quantidades de surfacactantes, alta biocompatibilidade
e capacidade de produgao em grande escala (GOLMOHAMMADZADEH et al.,
2012).

Nanoparticulas feitas a partir de uma matriz lipidica solida tem recebido
grande atengdo como novo carreador coloidal para aplicagdes topicas sobre a
pele e intravenosa. Esta ultima tem sido uma proposta bem particular deste
sistema carreador (Torchilin, 2006). NLS sado carreadores coloidais sub-
micromeétricos, variando de 50 a 1000 nm e compostos por um core de lipidios
sélidos biocompativeis (mono-di e tri glicerideos, acidos graxos, esteroides e
ceras) dispersos em agua ou em uma solugdo aquosa de variadas classes de
emulsificantes e surfactantes. NLS oferecem propriedades unicas como
tamanho reduzido, ampla area de superficie, alta capacidade de
encapsulamento, interacdo entre fases e possui uma interessante possibilidade

para o uso farmacéutico (Mehnert, W. M., Karsten, 2012; P. Ekambaram, 2012).

Este sistema de encapsulamento também pode apresentar algumas
desvantagens, principalmente em relagdo a expulséo ou liberagado da droga ou

do conteudo encapsulado durante o periodo de armazenamento. Isso ocorre



devido ao polimorfismo dos triacilglicerdis e a baixa organizagao dos lipidios na
matriz da particula durante sua produgéo que se transforma em alta organizagéo
em forma de B-modificagbes, de acordo com a Figura 6 (Weiss et al., 2008),
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Figura 6. Tipos de polimorfismo cristalino do triacilgliercol (Weiss et al., 2008).

Deste modo, a composigéo dos acidos graxos e triglicerideos que formam
a matriz lipidica na nanoparticula determina a capacidade de estabelecer um
sistema eficaz para estabilizar e encapsular um farmaco ou bioativo, pois o
arranjo cristalino do interior das nanoparticulas determina o espag¢o ocupado

pela substancia a ser entregue (Bonifacio et al., 2014).

O efeito da cristalizagdo da matriz lipidica confere ao acido graxo uma
conformagao molecular em forma B ligagdes. Quando ocorre a recristalinizagéo
dos acidos graxos do core sélido lipidico, a substancia encapsulada tende a ser
expulsa da nanoparticula, pois o rearranjo dos acidos graxos nao permite que
uma quantidade suficiente da substancia de interesse se mantenha no interior

da nanoparticula.

A dificuldade em manter a “carga” ou conteudo nas nanoparticulas pode

ser corrigida ao adicionar em sua formulagao lipidios de cadeia média. Estes,



por sua vez, favorecem um desarranjo estrutural nas redes cristalinas da matriz
lipidica sdlida, melhorando a eficacia do encapsulamento mesmo nas
recristalizacdes. Este outro tipo de nanocarreador é classificado como sendo de
segunda geragao, pois € um complemento a primeira geragdo de nanoparticulas
lipidicas como as NLS, e recebe o nome de Nanostructured Lipid Carriers - NLC,
em inglés (Weber et al., 2014b).

Varios sao os tipos de componentes lipidicos e emulsificantes utilizados
na preparagdao de NLS. Mehnert e Mader (2014), em sua revisdo, trazem os
principais componentes que sao utilizados na formulacdo e producdo de

nanoparticulas lipidicas sdlidas, que pode ser verificado na Figura 7, a seguir:



Table 1

Lipids and emulsifiers used for preparation of solid lipid nanoparticles

Lipids Literature
Triglycerides
Tricaprin [47]
Trilaurin [124,139.47.59,102,87.156]
Trimyristin [124,148,139,187,56]
Tripalmitin [49.62,65,139 56,1 18,124,135]
Tristearin [124,139,47,56]
Hydrogenated coco-glycerides [129]
(Softisan™ 142)
Hard fat types
Witepsol ™ W 35 [118,49,56]
Witepsol © H 35 [148,56]
Witepsol® H 42 [149]
Witepsol© E 85 [148,129]
Glyeeryl monosicarate (Imwitor” 900) [152]
Gilyceryl behenate (Compritol© 888 ATO) [174,181,136,140,106,187,137,179,56,59,102,115]
Glyeeryl palmitostearate (Precirol© ATO §5) [181]
Stearic acid [176,175,71,151,154,149,86,155,152,74,70,153,159]
Palmitic acid [150]
Decanoic acid [150]
Behenic acid [86]
Acidan N12 [36]

Emulsifiers/ Coemulsifiers
Soybean lecithin
(Lipoid”™ § 75, Lipoid” 8 100)
Egg lecithin (Lipoid” E 80)
Phosphatidylcholine
(Epikuron” 170, Epikuron 200)

Poloxamer 188
Poloxamer 182
Poloxamer 407
Poloxamine 908
Tyloxapol
Polysorbate 20
Polysorbate 60
Polysorbate 80

Sodium cholate
Sodium glycocholate

Taurocholic acid sodium salt
Taurodeoxycholic acid sodium salt
Butanol

Butyric acid

Dioctyl sodium sulfosuccinate
Monooctylphosphoric acid sodium

[139,148,59,102,118,124,135]

[135]
[65,176,175,86,152,74]

[118,49,65,174,181,136,140,106,137,187,129,179,159,158,56,59,102,115]
[129]

[174,181]

[174,181]

[62,65,139,148,124,135]

[74,70]

[70]

[129]

[187,129]

[49,65,139,176,175,148,118,124,135]

[176,175,152]
[71,150,151,154,149,86,155,74,70,153]
[71,151,155,152,74,153]

[154,155]

[155]

(70}

Figura 7. Principais lipidios e emulsificantes usados na produ¢do de nanoparticulas
lipidicas sélidas (Mehnert, W. M., Karsten, 2012).



2.6 TECNICAS DE PREPARAGAO

2.6.1 Homogeneizagao de Alta Pressao — HAP

A técnica de Homogeneizagéao de Alta Pressdo — HPH — (sigla em Inglés)
inclui homogeneizagao a quente e homogeneizagéo a frio. Em ambas a droga €
primeiramente solubilizada no lipidio fundido e homogeneizada sobre elevada

pressao.
2.6.1.1 Homogeneizacao a quente

Esta técnica é conduzida com a temperatura acima do ponto de fusao do
lipidio em questdo. Uma pré-emulsdo com o lipidio fundido recebe o farmaco de
interesse e a fase aquosa com o emulsificante é preparada nas mesmas

condicoes de temperatura.

Esta emulsdo é obtida sob agitagdo ou utilizando um equipamento tipo
rotor-estador para misturar e reduzir o tamanho das particulas (P. Ekambaram,
2012). Esta técnica por si somente pode produzir NLS com tamanho meédio
desejado (Ana-Maria Manea, 2014). Algumas metodologias s&o utilizadas em
complemento a esta técnica para otimizacdo do tamanho da particula de
interesse, e dentre elas esta a homogeneizagdo de alta pressdo (HPH)
(Guterres, 2012) e ultrassom (Souto, 2011).

Quando esta pré-emulsdo (6leo em &gua) estad de acordo com os
parametros desejados, entdo segue a homogeneizacdo de alta pressédo (100-
1500 bar). Geralmente sao utilizados 3 ciclos para obtengédo das NLS (Marcato,
2009); contudo, Guo et al. (2015), na formulacdo de NLC para administragéo
percutanea de alcaloides, conseguiu melhores resultados utilizando 5000 rpm na

pré-emulséo e 5 ciclos de 800 bar na homogeneizacgéo de alta pressao.



2.6.1.2 Homogeneizagao a frio

Na técnica de homogeneizagao a frio a fase lipidica contendo o farmaco
€ vertida em uma solugdo de surfactantes fria, induzindo a formacido de
microparticulas. Estas microparticulas sdo homogeneizadas em alta presséo e
reduzidas a nanoparticulas resfriadas abaixo da temperatura ambiente (Feng e
Mumper, 2013).

Geralmente, a técnica de homogeneizacéo a frio € utilizada em detrimento
dos problemas que podem estar presentes na técnica de homogeneizagao a
quente. Dentre estes problemas estdo a degradagao do farmaco induzida pela
temperatura, a distribuicdo do farmaco na fase aquosa durante a
homogeneizagao e a complexidade do processo de cristalizagdo quando levada
em conta as varias modificagdes na matriz lipidica se super-resfriada (Mehnert,
W. K., Mader, 2012).

2.6.2 Método de Microemulsao

Na técnica de microemulsdo sdo formados sistemas de duas fases tipo
0leo em agua (o/w), feita por um lipidio de baixo ponto de fusdo, tipicamente
acido estearico e um emulsificante que pode ser tween ou span (Mehnert e
Mader, 2001).

Estes compostos que sao termodinamicamente estaveis podem se formar
espontaneamente, pois apresentam uma baixa tensao superficial entre uma fase
e outra. Na preparagao da microemulsao, inicialmente, funde-se o lipidio e entao
€ acrescido o principio ativo por dissolucao ou dispersdo, de acordo com a
natureza polar do mesmo (Souto, 2011). Apds a preparagdo da microemuls&o
esta é vertida sobre uma solugdo gelada contendo surfactante, sendo

basicamente uma diluigdo da microemulsao (P. Ekambaram, 2012).



2.6.3 Cisalhamento e Ultrassom

A correta mistura das fases que compdem a emulsao € determinante para
um resultado satisfatério da formulagéo estudada. A técnica de homogeneizagao
de alto cisalhamento (corte) ou High Shear Homogenization — HSH — consiste
em altas rotagdes que variam de 5 a 25 mil RPM forgam a passagem da mostra
por um conjunto composto de um rotor-estator, quebrando fisicamente a amostra

em partes menores.

Na maioria das vezes a técnica de ultrasonificagao é utilizada em conjunto
com a técnica de alto cisalhamento, uma vez que a primeira gera particulas em
escala micrométrica; ja o ultrassom libera uma grande quantidade de energia por
cavitagao na solugado. Por meio de uma haste de titanio a energia liberada faz
com que as moléculas lipidicas sejam quebradas em partes menores formando
as goticulas ou droplets, geralmente de tamanhos menores que 1000

nanémetros (Wissing, 2004).

2.6.4 Evaporacgao do solvente

As NLS podem ser produzidas dissolvendo o material lipidico em um
solvente organico imiscivel em agua como o ciclohexano, o qual € emulsificado

em uma fase aquosa (P. Ekambaram, 2012).

Apo6s a emulsificag&o, o solvente é evaporado sob baixa presséo entre (40
— 60 mbar) e, neste processo, nano ou microparticulas sdo formadas por
precipitacéo do lipidio na fase aquosa. Quando o tamanho das particulas esta
na escala de micrometros complementa-se a técnica usando homogeneizador
de alta press&o ou ultrassom para obtengdo das NLS (Marcato, 2009; Mehnert,
W. K., Mader, 2012).

2.6.5 Emulsificagao e difusao do solvente

A preparagao de NLS por emulsificagdo-evaporagao do solvente consiste
na preparagcao de uma fase organica, constituida pelo lipidio dissolvido num
solvente organico imiscivel com a agua como, por exemplo, a acetona ou
ciclohexano. Nesta fase incorpora-se o principio ativo, e adiciona-se
fosfatidilcolina para incrementar a estabilidade termodinamica da emulsdo. A

fase organica é depois emulsificada numa fase aquosa que contém um



tensoativo. E, posteriormente o solvente organico é evaporado em pressao
reduzida entra 40-60 mbar (P. Ekambaram, 2012).

Os principios ativos hidrossoluveis, em vez de serem dispersos na fase
organica podem, alternativamente, serem dissolvidos numa fase aquosa que,

posteriormente, vai constituir a fase interna de uma emulsao multipla A/O/A.

Este processo € particularmente adequado para a incorporagao de
peptideos e proteinas em NLS. Em comparagao com o processo de preparacao
das NLS por fusdo emulsificagdo, a emulsificacdo-evaporagcdao do solvente
origina particulas com dimensdes mais reduzidas, em torno de +25 nm devido a
menor viscosidade da fase interna, que resulta do lipidio se encontrar dissolvido
num solvente organico em lugar de fundido. Este método apresenta a vantagem
de evitar a exposi¢cao dos principios ativos a temperaturas elevadas, contudo,
apresenta o inconveniente relacionado ao uso de solventes organicos (Souto,
2011).

3. Justificativa

Diante do exposto, a diversidade e disponibilidade de bioprodutos
presentes na Amazonia brasileira fomenta a busca de novos produtos voltados

ao uso sustentavel da floresta.

O uso de fontes lipidicas alternativas como a manteiga de cupuagu
(Theobroma grandiflorum), mostra-se viavel e pode servir de estimulo aos
pequenos produtores a fim de agregar mais renda ao cultivo local deste fruto,
como valiosa fonte de acidos graxos (AG) biocompativel com o uso e aplicagdes

cosmeéticas e farmacéuticas.

O tamanho médio da nanoparticula (d.mn) igualmente a um indice de
polidispersividade (PDI/) baixo e um potencial zeta igual ou maior que £10. Estes
parametros sdo determinantes para a obtencdo de uma NLS com estabilidade e

tamanho adequados ao uso e aplicagdes nanobiotecnolégicas.



4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas lipidicas sélidas — NLS — para uso
como nanocarreadores, a partir da manteiga de cupuagu Teobroma

grandiflorum, como componente lipidico principal.

4.2 Objetivos Especificos

Obter um sistema nanoemulsionado contendo nanoparticulas lipidicas

sélidas a partir da manteiga de cupuagu.

Avaliar a obtencdo das melhores formulagdes de NLS por meio das
técnicas de cisalhamento e ultrassom e por meio de um planejamento fracionado
33.

Caracterizar por espectroscopia de luz (DLS/PCS) e fluorescéncia

molecular as formulacdes obtidas no experimento.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais
5.1.1 Manteiga de Cupuacgu

Na preparacdo das NLS foi utilizada manteiga de cupuagu non refined
como componente lipidico majoritario nas formulagdes de sintese das
nanoparticulas. A manteiga foi adquirida juntamente a Associagao de Produtores
Rurais Vencedora — ASPRUVE — em um sistema de Reflorestamento Econémico
Consorciado e Adensado — RECA — localizada no municipio de Nova Califérnia,

estado de Rondénia.

Os tensoativos usados nas formulagdes foram monolaurato de

polioxietileno de sorbinato 80 TWEEN (Sigma Aldrich UK) e monooleato de



sorbitano 80 SPAN (Sigma Aldrich USA), agua bidestilada proveniente do préprio

laboratério e todos os reagentes foram utilizados assim como recebidos.

Figura 8: Manteiga de cupuacgu.

5.1.2 Homogeneizador tipo Rotor-Estator

Para a preparacdo da pré-emulsdo a quente foi utilizado um
homogeneizador tipo rotor-estator da marca IKA, modelo Ultra Turax® - T18 com
velocidade minima de 5.000 e maxima de 25.000 Rpm. Junto a este aparato fui
utilizado um agitador magnético com aquecimento marca Quimis modelo Q261-

22 para a obtengao de um banho maria com temperatura desejada.



Figura 9: Homogeneizador tipo rotor-estator e agitador magnético com aquecimento.

5.1.3 Ultrassom

Para a reducédo da pré-emulsao em particulas com tamanhos menores,
foi utilizado um equipamento tipo sonicador/desruptor de células marca Sonoplus

Bandelin modelo UW 2070, equipado com haste de titanio.



Figura 10: Equipamento de ultrassom/sonicador com haste em titanio.
5.2 METODOS

Foi utilizada a técnica de homogeneizagao a quente (Mehnert, 2001) para
a preparacao das pré-emulsdes. Cada amostra foi preparada em tubo de ensaio
de vidro de 20 ml que continha a quantidade de lipidio correspondente a

formulagao.

A fase lipidica contendo o surfactante foi aquecida em banho maria a 555
°C até fusao total da fase. Em seguida, com o auxilio de um homogeneizador
tipo rotor-estator de alto cisalhamento, as amostras foram misturadas a fase
aquosa por um periodo de 10 minutos (Ana-Maria Manea, 2014), e, logo em
seguida, cada amostra previamente homogeneizada seguiu para o equipamento
de ultrassom por um periodo igual de 10 minutos, a fim de produzir particulas
em escala nanométrica a partir da formulagao estudada. Por fim cada formulacao
foi resfriada a temperatura ambiente sob agitagdo constante (Figura 10). A faixa
de operagao para cada equipamento seguiu o proposto no delineamento

experimental.



5.2.1 Delineamento Estatistico

A otimizacao do experimento por meio de delineamento experimental é
determinante para o desenvolvimento de novas formulagdes voltadas a
nanocarreadores, com aplicagbes meédicas e farmacéuticas, pois permite
melhorar os procedimentos em sua obtengc&do visando caracteristicas como
tamanho de particula adequado com um numero menor de corridas

experimentais (Sahu et al., 2014).

O experimento foi delineado por meio de um planejamento fatorial
fracionado 3%, ou seja, composto por trés niveis e trés fatores, mas contendo
apenas 12 formulagdes. Os fatores estudados foram: concentragdo (%) da
manteiga de T. grandiflorum (TG), amplitude (%) Watt de sonicagédo (SONIC) e
velocidade (RPM) de homogeneizagao da pré-emulgcédo (HSH), conforme tabela
1.

Os niveis de cada fator foram determinados tendo como base valores
encontrados na literatura como concentragao (%) de (TG) (Colomé et al., 2010;
Dos Santos, 2012), amplitude de sonicacédo (%) (Shah, 2015) e velocidade
(RPM), (P. Ahlin, 1998; Gambhire, 2011).

Nivel do Fator
corridas TG Sonic HSH
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

Tabela 1. Matriz de contraste para um planejamento fatorial fracionado 33

5.2.2 Formulagoes

As formulagdes variaram do nivel mais baixo (-1) ao mais alto (+1) com

zero (0) representando o valor de interesse encontrado na literatura. Os valores



foram acrescidos de 20 pontos percentuais até a concentragcdo maxima de 60%
para os niveis do fator Sonic, 5 em 5 para o fator HSH e 2,5 para o primeiro nivel
de TG seguido de 5 para os demais (Tabela 2), afim de avaliarmos as melhores
respostas de saida para este delineamento experimental. Os dados obtidos

neste experimento foram tratados utilizando o software STATISTICA 7.0.

Fatores Niveis
-1 0 1
TG % 2,5 5 10
Sonic % 20 40 60
HSH Rpm 5 10 15

Tabela 2. Variaveis independentes e seus respectivos niveis usados na formulagédo das
nanoparticulas.

Através deste experimento foram obtidas nanoemulsées contendo NLS

que, posteriormente, foram caracterizadas conforme proposto neste trabalho.

5.2.3 Caracterizagao

5.2.3.1 Espalhamento Dinamico de Luz

O Espalhamento Dinamico de Luz ou DLS — Dynamic Light Scattering —,
ou PCS — Photon Coretalion Spectroscopy — em inglés, é um método baseado
na determinacdo do movimento Browniano dependente do equilibrio
hidrodinamico da particula. A média do didmetro e o indice de polidispersividade
(PDI) das dispersdes de NLS foram determinadas por DLS usando um Zetasizer

Nano ZS 90 (Malvern Instruments; Malvern, UK).

Para facilitar a medi¢ao, cada amostra foi diluida na proporgéo 1:100 com
agua bidestilada para cada medigao, as leituras foram realizadas em ftriplicata a

uma temperatura de 25°C.



5.2.3.2 Potencial Zeta

O Potencial zeta ({) das particulas lipidicas foi realizado usando o Zeta
Size Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, UK). As amostras foram
diluidas na proporgao 1:100 com agua bidestilada e acondicionada em cubeta
poliestireno modelo (DTS 1070). O equipamento mede a diregédo e a velocidade
em que as particulas se movimentam quando aplicado um campo elétrico. O

Zeta potencial é calculado baseado no modelo de Smoluchowski.
5.2.3.3 Microscopia Eletronica de Transmissao — MET

A fim de investigar a morfologia e o tamanho das nanoparticulas, as NLS
foram submetidas a Microscopia Eletronica de Transmissdo. As medidas foram
realizadas com um microscépio eletrénico de transmissdo JOEL, modelo 1011,
operando em 80 kV, no Laboratério de Microscopia Eletrbnica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia. Para a obtengdo de boas
micrografias as amostras foram diluidas em agua destilada e, em seguida,
colocadas em aparelho ultrassom para sua homogeneizagao por 15 minutos.
Apds, uma aliquota da dispersao final foi depositada sobre um filme de formvar
suportado por uma grade de cobre de 200 mesh, e deixada secar a temperatura

ambiente.

5.2.3.4 Espectroscopia de fluorescéncia molecular

As nanoemulsdes contendo NLS a partir da manteiga de cupuagu, foram
analisadas por espectroscopia de fluorescéncia molecular com
Espectrofotometro PerkinElmer LS-55. A amostra foi acondicionada em cubeta
de quartzo com 10mm/10mm de caminho 6ptico. A amostra foi diluida com agua
bidestilada 5, 10, 15 e 20 mil vezes subsequentemente para melhor obtencao
dos espectros de fluorescéncia. A amostra foi excitada com luz em um
comprimento de onda de 400 mn, e a emissao lida em 450 nm.

6. Resultados e Discussao
6.1 Diametro médio das nanoparticulas

Mediante as formulag¢des estudadas utilizando a manteiga de cupuacgu T.
grandiflorum, usando de um planejamento fatorial fracionado 32, foram obtidas

nanoemulsdes contendo NLS (Figura 11).



Figura 11. Nanoemulsdes contendo Nanoparticulas Lipidicas Sélidas - NLS de cupuagu.

Foram obtidas NLS com tamanhos médios que variaram de 132,2 a 305,4
nandmetros. Na Tabela 3, a seguir, podemos observar a média de todos os 36
resultados obtidos para o didametro médio de nanoparticula - d.mn referente as

12 formulacdes estudadas em triplicata no experimento.

Corridas | d.mn PDI P
1 132,2| 0,153| -30,5
2 305,4| 0,182| -38,4
3 134,8| 0,131| -32,5
4 300| 0,174| -37,5
5 129| 0,171| -30,6
6 286,7| 0,276 -41
7 176| 0,125| -36,3
8 297 | 0,208| -37,7
9 205| 0,168| -38,3
10 202| 0,24| -38,1
11 203,7| 0,17| -36,3
12 201,4| 0,176| -39,2
Média 214| 0,172 -29,83

Tabela 3. Média dos valores obtidos para diametro médio de nanoparticula d.mn, indice de

Polidispersividade PDI e potencial zeta ZP.

O d.mn representa o tamanho médio da nanoparticula obtida em resposta
ainteracao entre os fatores e seus respectivos niveis decorrentes de cada ensaio
do experimento. Os valores obtidos neste experimento ficaram de acordo com
resultados descritos por Mehnert e Mader (2012), em que a média do tamanho
da particula ficou entre 100-200nm, utilizando a técnica de alto cisalhamento e

ultrassom.



As respostas obtidas em funcdo de cada corrida do experimento e as
interagdes entre as variaveis mostraram que o fator (TG) ou concentragao da
manteiga de cupuagu é quem influencia de maneira mais significativa no
tamanho obtido da nanoparticula, sendo que a concentragédo de 2,5% resultou

em nanoparticulas com um didmetro médio de 143 nanémetros.

Com a concentragao de 5% de manteiga de cupuagu obtivemos um d.mn
de 203 nanbémetros. E na maior concentracio, que foi de 10% de base lipidica,
foram obtidas NLS com tamanho médio de 297 nanémetros, conforme podemos
observar no grafico gerado por DLS (Grafico 1) que representa o numero total

de 36 leituras trés de cada uma das 12 corridas.

Size Distribution by ntensity

itensity (Percer

0.1 1 10 100 1000 10000

Nanometers

Grafico1. DLS representando o d.mn para as diferentes concentragbées de TG 2,5%, 5% e

10%, respectivamente

6.2 indice de Polidispersividade — PDI

O indice de polidispersividade (Polidispersivity Index — PDI ou IP indica a
distribuicao média do tamanho da nanoparticula, sendo que um valor inferior a
0,2 indica uma boa homogeneidade da amostra (Melo et al., 2010), devendo
permanecer assim quando uma formulacdo experimental esta devidamente
equacionada.

Os valores baixos para o PDI sdo necessarios para a manutencido da
estabilidade dos coloides sem que apresentem precipitados ou ainda

microparticulas.

6.2.1 Concentracao de TG 2,5%



Na concentracdo de 2,5% da manteiga de cupuagu foram obtidas
nanoparticulas lipidicas sdélidas com tamanho de 132,2, 134,8, 129 e 176
nandbmetros, conforme pode ser observado nos graficos 2, 3, 4 e 5,
respectivamente.

Quando a concentragdo da manteiga de cupuacgu é de 2,5%, a poténcia
do sonicador — SONIC —em 20% e a velocidade do cisalhador - HSH — em 5.000
Rpm, permite obter NLS com diametro médio de nanoparticula - d.mn de 132,2

nandmetros (Grafico 2).
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Grafico 2. DLS representando o d.mn de 132,2 nanémetros na concentracdo de TG 2,5%.

Mantendo o fator TG fixo em 2,5% nos graficos seguintes, e variando
apenas os niveis de SONIC e HSH, notamos pequenas variagdes no tamanho
meédio da nanoparticula — d.mn. Isto se deve a reduzida quantidade de manteiga
de cupuacu na formulacédo que representa somente 2,5% da amostra analisada.
O valor do indice de polidispersividade PDI de 0,153 indica a heterogeneidade
da formulagao, ou seja, o quanto os tamanhos das NLS diferem entre si. Este

valor de 0,153 mostra uma boa homogeneidade da formulagao.
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Grafico 3. DLS representando o d.mn de 134,8 nanémetros na concentracdo de TG 2,5%.

O Grafico 3 mostra que esta formulacado apresenta NLS com d.mn de 134,8
nanémetros com os niveis de SONIC em 60% e HSH em 5.000 Rpm. O gréfico
mostra que o aumento da poténcia do sonicador — SONIC n&o influenciou

positivamente o tamanho da nanoparticula. O PDI foi de 0,131.
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Gréafico 4. DLS representando o d.mn de 129 nanémetros na concentragao de TG 2,5%.

O Grafico 4 mostra que a formulagao analisada possui NLS com d.mn de 129
nandmetros quando utilizamos o nivel do sonicador — SONIC em 20% e o valor
de HSH em 15.000 Rpm. As NLS obtidas nesta formulagdo apresentaram o
menor d.mn 129 nandmetros. O PD/ foi de 0,171 e mostra que nanoparticulas

de tamanho reduzido podem ser heterogéneas.
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Grafico 5. DLS representando o d.mn de 176 nanébmetros na concentragao de TG 2,5%.



No grafico 5 observamos um comportamento comum as outras 3 formulagbes
contendo 2,5% da manteiga de cupuagu TG: o tamanho da NLS é de 176
nandmetros, com SONIC 60% e HSH15.000 Rpm, resultando em um PD/ de
0,125.

A média do d.mn foi de 143 nanbémetros quando utilizados 2,5% de TG na

formulagcédo das nanoemulsdes, as interagdes entre SONIC e HSH geraram um
PDI médio de 0,145.

6.2.2 Concentracao de TG 5%

Na concentracdo de 5% da manteiga de cupuagu foram obtidas
nanoparticulas lipidicas sdélidas com tamanho de 205, 202, 203,7 e 201,4
nandbmetros, assim como pode ser observado nos graficos 6, 7, 8 e 9,
respectivamente.

Fixando a concentragdo de TG em 5% obtemos um d.mn de 205 nanémetros,

conforme podemos ver no grafico 6, com SONIC em 40% e HSH com 10.000
Rpm obtivemos um valor de PD/ de 0,168.
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Grafico 6. DLS representando o d.mn de 205 nandmetros na concentragéo de TG 5%.



No grafico 7, com TG em 5%, SONIC em 40% e HSH em 10.000 % e HSH

em 10.000 Rpm, obtivemos nanoparticulas com d.mn de 202 nandmetros e PD/
de 0,14.
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Grafico 7. DLS representando o d.mn de 202 nandmetros na concentracdo de TG 5%.

O grafico 8 mostra o d.mn em 203,7 nanémetros e PDI de 0,17 com os niveis
dos fatores SONIC em 40% e HSH em 10.000 Rpm.
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Grafico 8. DLS representando o d.mn de 203,7 nandmetros na concentragao de TG 5%.

O grafico 9 mostra um d.mn de 201,4 nanédmetros com um PD/ de 0,176 nos
valores de SONIC e HSH em 40% e 10.000 Rpm, respectivamente. Como
observado anteriormente, o tamanho médio da nanoparticula tende a se manter
quando fixado a sua concentragdo. Com TG 5%, o tamanho médio das NLS foi
de 203 nandmetros, com PDI/ médio de 0,163.
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Grafico 9. DLS representando o d.mn de 201,4 nandmetros na concentragéo de TG 5%.

6.2.3 Concentragcao de TG 10%

Na concentracdo de 10% da manteiga de cupuagu foram obtidas
nanoparticulas lipidicas sdlidas com tamanho de 305,4 300, 286,7 e 201,4
nandbmetros, conforme pode ser verificado nos graficos 10, 11, 12 e 13,
respectivamente. Como podemos observar nos graficos seguintes, a maior
concentragdo de manteiga de cupuagu 10%, produz NLS com d.mn maior, e
tendem a apresentar agregados, como visto nos graficos, com uma tendéncia
bimodal das curvas. No grafico 10 o d.mn obtido foi de 305,4 nandmetros, com
os fatores de SONIC em 20% e HSH em 5.000 Rpm. O PDI foi de 0,182.
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Grafico 10. DLS representando o d.mn de 305,4 nanémetros na concentracéo de TG 10%.




O Grafico 11 mostra o d.mn de 300 nanédmetros com um PD/ de 0,174 quando
os niveis dos fatores SONIC e HSH estdo em 60% e 5.000 Rpm,
respectivamente.
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Grafico 11. DLS representando o d.mn de 300 nandmetros na concentragdo de TG 10%.

O grafico 12 mostra os resultados obtidos por DLS, com d.mn de 300
nandmetros, um PD/ de 0,174 com SONIC a 20% e HSH 15.000 Rpm.

A corrida C5F6 2 e evidéncia a agregacao ou formagdo de micelas nas
concentragdes de TG em 10%.
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Grafico 12. DLS representando o d.mn de 286,7 nandmetros na concentragao de TG 10%.

Por fim o grafico 13 mostra o tamanho da NLS por DLS em 297
nanémetros, PD/ de 0,20 com SONIC em 60% e HSH em 15.000 Rpm. A média
do d.mn para as quatro formulacdes foi de 297,2 nanémetros e um PD/ médio
de 0,21.
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Grafico 13. DLS representando o d.mn de 297 nandmetros na concentracao de TG 10%.

6.3 Potencial Zeta

Potencial zeta (¢) € comumente usado como um indicador de estabilidade
de particulas em suspensao e amostras coloidais. A principio um alto potencial
zeta (podendo ser positivo ou negativo) deve fornecer suficiente energia
repulsiva as particulas a fim de manté-las em uma distancia que forneca
estabilidade a amostra, prevenindo a floculagao e agregacéo (Malvern, 2014).

O potencial médio obtido em ftriplicata de todas as doses corridas
experimentais foi em torno de -29,83 mV, indicando que as formulagdes
possuem uma boa tendéncia a estabilidade cinética (Negi et al., 2013). O grafico
14 mostra o comportamento da fase elétrica das amostras evidenciando sua
caracteristica negativa.
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Grafico 14. Zeta Potencial referente as 36 leituras do experimento com a mobilidade da fase

eletroforética nas amostras em fungéo do tempo.



6.4 Microscopia Eletronica de Transmissao — MET
Seguiu-se a obtengdo das imagens com a amostra no microscépio de

transmissao (MET), como se pode observar na figura 12, abaixo:

Figura 12. Imagem de TEM das NLS de Cupuagu em aumento de 80.000 e 200.000x,

respectivamente.

6.5 Analise estatistica do diametro médio da nanoparticula — d.mn

Os resultados obtidos através do planejamento fatorial fracionado 32 séo
representados através do grafico 15, abaixo, no qual se evidencia a interagao
entre os fatores do experimento e seus respectivos niveis. O grafico de Pareto
mostra que d.mn aumenta significativamente quando o TG varia de 2,5% a 10%,
porém sofre um leve aumento quando o SONIC varia de 20 para 60. Quando
variamos o HSH de 5 para 15, isso ndo provoca uma variagao no d.mm, ja as



interagcdes TGSONIC, TGHSH e SONICHSH, nao possuem significancia a 95%

de confianga para o aumento do d.mn.
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Grafico 15.Representacao do grafico Pareto mostrando a interagao entre os fatores do
planejamento fatorial para o d.mn. (p=0,5)

6.6 Analise estatistica do indice de polidisperssividade — PDI

O indice de polidispersividade — PDI — aumenta significativamente quando
a concentracédo de TG vai de 2,5 para 10%, e também sofre um aumento quando
0 SONIC decresce de 60 para 20. O PDI aumenta consideravelmente quando o
HSH passa de 5 para 15. Em suma, quando reduzimos o SONIC para 20,
aumentamos o HSH para 15 e TG para 10%, obtemos o maximo de valor de PDI
0,276. Como é possivel observar no grafico 16, as variaveis TG, HSH, SONIC
possuem uma significancia de 95% de confianga no aumento do PDI, ja as
interagcdes TGSONIC, TGHSH e SONICHSH, nao possuem significancia.



As concentragdes de 2,5%, 5% e 10% apresentaram um PDI/ médio de
0,145, 0,163 e 0,21 respectivamente. O grafico 17 da analise hierarquica de
cluster — HCA mostra a divisdo dos grupos conforme seus valores meédios do
PDI e d.mn com 0.572 de similaridade.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: PDI
2**(3-0) design; MS Residual=,0002911
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Grafico 16. Representagao do grafico Pareto mostrando significancia da interagao entre os
fatores no PDI, (p=0,5).
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Grafico 17. HCA representando o d.mn e o PDI para as diferentes concentragdes de TG
2,5%, 5% e 10%.

As NLS foram agrupadas em 3 conjuntos distintos por apresentarem
valores semelhantes de PDI e d.mn obtidas no experimento. No entanto, a
formulacdo smp7, mesmo apresentado um PDI/ baixo 0,125, foi agrupada a
concentracdo de 5% por apresentar d.mn maior que a média na concentracao
de 2,5%.

O gréfico 18 de analise dos componentes principais — PCA — mostra o
agrupamento das formulagdes de NLS em relagdo do PDI/ e o d.mn. As amostras
6 e 7 mostraram maior € menor variacao do indice de polidispersividade 0,276 e

0,125, respectivamente.



Gréafico 18. Analise dos componentes principais — PCA

6.7 Analise estatistica do Potencial Zeta

Neste experimento verificamos que nenhuma das variaveis apresentadas,

bem como as suas interagdes possuem significancia para o aumento da resposta

de Potencial Zeta, como podemos observar no grafico 19.
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Grafico 19. Representacdo do grafico Pareto mostrando significancia da interagdo entre os
fatores no Potencial Zeta, (p=0,5).



6.8 Fluorescéncia molecular

A figura 13 mostra as informacdes obtidas através da espectroscopia de
fluorescéncia para as nanoemulsdes contendo NLS de cupuacgu. Foram
detectados picos de fluorescéncia com intensidade de 345 AU num comprimento

de onda de 740 a 760 nanbmetros.
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Figura 13: Espectro de Fluorescéncia da NLS de Cupuagu



7. CONCLUSAO

Neste experimento pudemos obter nanoparticulas lipidicas sodlidas
utilizando como matriz lipidica principal a manteiga de cupuacgu T. grandiflorum.
As NLS foram obtidas por meio de um planejamento fatorial fracionado 33, e
apresentaram tamanho compativel com a escala manométrica de 214
nandmetros.

Através do planejamento estatistico, pudemos verificar quais fatores e
seus respectivos niveis influenciam nas respostas relacionadas a producao de
NLS. O fator que influenciou de maneira mais significativa o d.mn foi a
concentragdo da manteiga de cupuagu - %TG, sendo que a variagdo desse
componente fez com que o tamanho médio da nanoparticula variasse de 129 nm
até 305,4 nm. Fatores como velocidade de cisalhamento HSH e a porcentagem
de ultrassom SONIC estatisticamente influenciaram pouco no d.mn neste
experimento.

O indice de polidispersividade — PDI — sofre influéncia direta no aumento
da concentragdo da manteiga de cupuagu em 10%, juntamente com a baixa
poténcia do ultrassom em 20% e a alta velocidade do cisalhador em 15.000 rpm,
que produziu um PDI/ médio de 0,276.

O potencial Zeta nao sofre influéncia alguma dos fatores avaliados no
experimento, pois, sua carga elétrica varia em fungdo da composi¢céo quimica
estrutural das NLS. Estas sao formadas basicamente por radicais COOH que
complementam a dupla camada elétrica por cargas negativas ja que os
surfactantes utilizados nas formulagdes possuem natureza nio ibnica.

A espectroscopia de fluorescéncia molecular mostrou que as emulsdes de
NLS de cupuacgu apresentam fluorescéncia entre 740 e 760 nandmetros. Esta
faixa de fluorescéncia esta dentro da janela fotodindmica compreendida entre
600 e 800 nanémetros evidenciando possibilidades futuras em novos estudos.

De modo geral, a produgao de nanoparticulas lipidicas soélidas, a partir da
manteiga de cupuagu, tem se mostrado cada vez mais promissora uma vez que

este bioproduto apresenta baixo custo e grande disponibilidade regional.
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