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RESUMO

SANTOS, H. C. 0. NANOEMULSAO A BASE DE OLEO DA SEMENTE DE
GOIABA (Psidium guajava L.) CONTENDO ACIDO HIALURONICO PARA
APLICACAO TOPICA. 85 f. Dissertacdo de mestrado, Programa de Pds-graduagdo em

Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Para, Belém, 2020.

As sementes de goiaba apresentam em seu 6leo compostos bioativos que podem
ser utilizados na neutralizacdo de radicais livres na pele e que permitirdo substituir
0s antioxidantes sintéticos ou fazer associacdes entre eles, contendo componentes
de origem vegetal que poderéo ser associados a formulacdes contendo ativos, como
acido hialurénico, que proporcionara liberacdo controlada do ativo e atuara contra o
envelhecimento cutdneo além da potencializagcdo dos resultados da formulcédo
devido os compostos bioativos naturais. Desta forma o objetivo central deste
trabalho foi desenvolver uma nanoemulsédo a base de 6leo de goiaba, incorporando
acido hialurénico. Os valores da caracterizacdo do 6leo de goiaba encontraram-se
dentro dos padrbes aceitaveis pela legislacédo brasileira. Constatou-se predominio de
acidos graxos mono e poli-insaturados, como os acidos linoleico e oleico. A
espectroscopia ha regido do infravermelho revelou bandas caracteristicas dos
grupos funcionais existentes nas cadeias carbonicas dos acidos graxos. A avaliacéo
da estabilidade oxidativa do 6leo revelou que este apresenta um tempo de indugéo
acima de 15 horas. A degradacédo térmica do 6leo ocorreu acima de 300°C. O teor
de compostos fendlicos e flavonoides foram altos quando em comparacdo com
outras matrizes e diferentes tipos de solventes encontradas na literatura. Observou-
se gue o Oleo de goiaba apresenta boa atividade antioxidante, demonstrando-se
como uma alternativa de fonte nova e acessivel de antioxidante natural que pode ser
utilizada em formulacdo cosmética. Podemos constatar que o EHL do 6leo de goiaba
€ 90 e o método de inversdo de fases foi eficiente na preparacdo das
nanoemulsdes, onde a caracterizacdo das formulagbes por pH, densidade,
viscosidade, tamanho de particula, PDI e potencial zeta foram satisfatérios dentro da
normativa que se aplica a via de administracdo tépica, sendo um produto de
qualidade e eficiente penetracdo. Apos incorporacdo do acido hialurénico e seu
doseamento, em 30 dias de preparo, este se manteve com adequada concentracéo
na formulacdo, assim proporcionando uma proposta de cosmético que concede uma
hidratagéo profunda e promove a renovacéo celular.

Palavras-chave: Oleo de semente da goiaba; formulacdo tdpica; compostos
bioativos; antioxidantes naturais; caracterizacdo fisico-quimica; acido hialurénico;

nanoemulsdes; antienvelhecimento.



ABSTRACT

SANTOS, H. C. O. NANOEMULSION BASED ON GUAVA SEED OIL (Psidium
guajava L.) CONTAINING HYALURONIC ACID FOR TOPICAL APPLICATION. 85 f.
Masters Dissertation, Post-Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal

University of Para, Belém, 2020.

Guava seeds contain bioactive compounds in their oil that can be used to neutralize
free radicals in the skin and that will allow replacing synthetic antioxidants or making
associations between them, containing components of plant origin that can be
associated with formulations containing assets, such as acid hyaluronic, which will
provide controlled release of the active and act against skin aging in addition to
enhancing the results of the formulation due to natural bioactive compounds. Thus,
the main objective of this work was to develop a nanoemulsion based on guava oil,
incorporating hyaluronic acid. The values of the characterization of guava oil were
within the standards acceptable by Brazilian legislation. There was a predominance
of mono and polyunsaturated fatty acids, such as linoleic and oleic acids.
Spectroscopy in the infrared region revealed bands characteristic of the functional
groups existing in the carbon chains of fatty acids. The evaluation of the oxidative
stability of the oil revealed that it has an induction time above 15 hours. The thermal
degradation of the oil occurred above 300°C. The content of phenolic compounds
and flavonoids was high when compared to other matrices and different types of
solvents found in the literature. It was observed that guava oil has good antioxidant
activity, showing itself as an alternative to a new and accessible source of natural
antioxidant that can be used in cosmetic formulation. We can verify that the EHL of
guava oil is 9.0 and the phase inversion method was efficient in the preparation of
nanoemulsions, where the characterization of the formulations by pH, density,
viscosity, particle size, PDI and zeta potential were satisfactory within the regulations
that apply to the topical administration route, being a quality product and efficient
penetration. After incorporation of hyaluronic acid and its dosage, in 30 days of
preparation, it remained with adequate concentration in the formulation, thus
providing a cosmetic proposal that provides deep hydration and promotes cell
renewal.

Keywords: guava seed oil; topical formulation; bioactive compounds; natural
antioxidants; physical-chemical characterization; hyaluronic acid; nanoemulsions;
anti aging.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Arvore da goiaba (Psidium guajava L.) € seu frut0...........c..cccceveveurennnne.n. 17
Figura 2. Estrutural basica do fenol............ccccooiiiiiiiii e 19
Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiee e 19
Figura 4. Estrutura Fendlica dos antioxidantes Sintéticos............cccccovvvviieeeneniiinnne. 22
Figura 5. Representacao esquematica da pele...........oovveeviiiiiiiiiiiiiii e 24
Figura 6. Estrutura quimica do &cido hialurbnico...............ccceeiviviiiieiiiiiccccce e 25

Figura 7. Representacdo de uma particula (a) e a dispersao dos seus componentes
0T e {01 olU| F= T ( o) PSRRI 27

Figura 8. Espectro vibracionais do FT-IR do oOleo da semente de
Figura 9. Estabilidade oxidativa versus tempo de inducédo por oxidacdo (Rancimat)
do Gleo da semente de goiaba...........ccciiiiiiiiiiiii i a7
Figura 10. Curva TG/DTG do 6leo da semente de goiaba...........cccccceveeiiiiiiinennenns 48

Figura 11. Cromatograma do Oleo da semente de goiaba com o perfil de acidos
[0 1= 00U 51

Figura 12. Tamanho de particula da formulacdo branca, apés 30 dias.................... 62

Figura 13. Tamanho de particula formulagdo com concentracdo de 0,2% de AH,
=T L0 ST O o L= 1 TTPPRP 62

Figura 14. Tamanho de particula formulacdo com concentracdo de 0,5% de AH,
APOS 30 QIBS... e e eiiieiiiee e e e aaaaaaaas 62

Figura 15. Tamanho de particula formulagdo com concentracdo de 1,0% de AH,
APOS 30 QIBS... e e eiiieiiieeee e e e e e e e e e e e e e e —————————— 62

Figura 16. Curva analitica do &acido hialurénico usando como solvente agua
(0 =251 11 F= Lo - TP 66



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Concentracdo em % (p/p) de tensoativo hidrofilico, lipofilico, 6leo e adgua
destilada utilizada na formulacdo para obtencdo do EHL requerido pelo 6leo da
semente de goiaba............oooiiiiiii e —— 37

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas do Oleo da semente de

Tabela 4. Composicao percentual dos acidos graxos presente no 6leo da semente
e QOIADA. ... ..o e —————————————— 49

Tabela 5. Comportamento das emulsdes nas concentracdes pré-estabelecidas de
Procetyl AWS® e Span® 80 para determinagdo do EHL do 6leo da semente de
GOIBDIA. ... 55

Tabela 6. Analise macroscopica e comportamento da formulacdo apos
(01T 011 {0 T F=Tox= To JS PP 57

Tabela 7. Determinacédo do pH e desvio padrdo das nanoemulsdes apés 24h, 15 e

10 o= 3PP PPOPPPPPPPPPPN 58
Tabela 8. Determinagao da densidade e viscosidade das formulagdes.................... 59
Tabela 9. Tamanho (nm) das formulag6es ap6s 24h, 15 e 30 diaS.........c.cccvveeeeennnn. 61

Tabela 10. indice de Polidispersdo (IP) das formulacBes ap6s 24h, 15 e 30



Equacéo 1.
Equacao 2.
Equacao 3.
Equacéo 4.
Equacéo 5.
Equacéao 6.
Equacéao 7.
Equacéo 8.

Equacéo 9.

LISTA DE EQUACOES

DENSIAAE. ...ttt e 30
INAICE @ 1000........cuiieeeciiectce ettt 31
INAICE & ACIEZ.....c.cveeeeieeteeeteeeee ettt 31
indice de SAPONIfICAGAD. .........cceveeeeeeeeeceeeeeee et 31
Redug&o da abSOrDANCIA. ..........cviiiiiiiiiiiii e 35
Porcentagem de OXIdAGCA0.........uuciiiiiiee e e e e e e ee e 35
Porcentagem de ProteCAD...........eeuuuuueiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 35
CAICUIO O EHL.....eeiiiieiiiiiiiiee e 36
Comportamento REOIOQICO. .......cceeiiiiiiiiiieeiiiiiiiie e 39



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ABTS 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

AGE Acido Graxo Essencial

AH Acido Hialurénico

AlCl3 Cloreto de Aluminio

ANP Agéncia Nacional de Petréleo

ASTM American Society for Testing and Materials

BHA Butil-hidroxianisol

BHT Butil-hidroxitolueno

CF Compostos Fendlicos

CG Cromatografia Gasosa

DTG Termogravimetria Derivada

EHL Equilibrio Hidrofilico Lipofilico

EIP Emulsion Inversion Point

FAMEs Acidos Graxos em Esteres Metilicos

FT-IR Espectroscopia na Regido do Infravermelho com
Transformada de Fourier

ISO Organizacéao Internacional de Normalizacao

KBr Brometo de Potassio

KOH Hidroxido de Potéssio

NaOH Hidréxido de Sadio

NaNO- Nitrito de Sédio

NEs Nanoemulsdes

PDI indice de Polidisperséo

PG Propil Galato

pH Potencial Hidrogenionico

PIT Phase Inversion Temperature

PUFA Acidos Graxos Poli-insaturados

RDC Resolucao de Diretoria Colegiada

TBHQ Terc-butil-hidroquinona

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Activity

TG Termogravimetria

uv Radiacgao Ultravioleta



mg EAG.g™
uM TE.g*
nm

mm

g

mL

°C

g/mL

N

L/h

cm™
g/mol
mL/min
°C/min
mol/L

ML

m/V

mM
gl%/100g
mg KOH/g
mm?/s

Mg/mL
cP

LISTA DE SIMBOLOS E UNIDADES

Miligrama de Acido gélico por grama
Micromol de Trolox por grama
Nandmetro

Milimetro

grama

Mililitro

Graus Celsius

Grama por Mililitro

Normal

Litro por Hora

Centimetro Inverso

Grama por mol

Mililitro por minuto

Graus por minutos

Mol por litro

Microlitro

Massa por volume

Milimolar

Gramas de iodo por 100 gramas

Miligramas de hidroxido de potassio por grama
Milimetro ao quadrado por segundo (Viscosidade

cinemaética)
Micrograma por mililitro
Centipoise



SUMARIO

N 270 51607V T 15
2 REFERENCIAL TEORICO ...coiiiiiiiiecieeeeteee ettt 17
2.1 Goiaba (Psidium guajava L.) ..........ciiiiiiiiieiieicii e 17
2.3 COMPOSLOS FENONICOS .....eeiiiiieiiiiiiiiie et 18
2.4  Atividade Antioxidante de 0le0s VegetaiS.........cccevveeeeiiieeiiiiiiiiie e, 20
2.5 AntioXidantes SINTELICOS..........coiviiiiiiiiiiii e 21
2.6 Oleos vegetais em aplicagdes COSMELICAS..........ccvevveeveereeeeereeeeeeeeeeeieeeenes 22
2.7 A PEIE € SUA BSIIULUIA ......ceeeiiiiiiiiiiiiiceee e 23
2.8 ACIHO HIIUIBNMICO .....vevveeveeeeeeeeeeeee ettt eae e e 25
2.9 Nanoemulsdes em aplicagdes COSMELICAS.........cccevveeeeiiiiiiiiiiiie e, 26
S OBUIETIVOS. ..ottt e e e e e e e e e aaaaan 29
0t €T - | PSR 29
3.2 ESPECITICOS ...t 29
4 MATERIAIS E METODOS .....c.ooieieeeieeieeeeeee ettt ettt eaestestesaestesae e 30
R |V = 1 = = 1 TP 30
I A Y/ F= 1 (=] = o 1 - VSR 30
2 Y 1= (o To [0 1 30
4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de goiaba.............ccccceeeeeieeeennn, 30
Nt Rt 0 1= 1T =T [N 30
4.2.1.2 Indice de REfrAGAD. ........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 31
4.2.1.3 INAICE A 10UO .....veveeee ettt ere e 31
4.2.1.4 INAICE A ACIUEZ .....evveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 31
4.2.1.5 Indice de SaPONIfICAGED. .........c.ciieeeeeeee et 31
4.2.1.6 Viscosidade CINEMALICA ...........uuuurrmuuummniiiiiiiiiiiiinnieenenennener—————.. 32
4.2.2 Espectrometria na regido do Infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) 32
4.2.3 Estabilidade oxidativa — RanCimat.............ccooeuuiiiiininiiiiiiiiiici e 32
4.2.4 Andlise térmica do 6leo de goiaba............cccccuuiiiiiiiiiiiiiiiis 32

4.25 Acidos graxos do 6leo de goiaba por cromatografia gasosa acoplada a

espectro de massas (CG-MS) ... 33

4.2.6 Determinacédo do teor de compostos fendlicos (CF)...........uvvvvevivvnnnnnnnns 33

4.2.7 Determinagédo do teor de flavonoides total ............cccccuvevviiiiiiiiiiiiininnnns 34



4.2.8.1 Método ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))...34

4.2.17 ANAlISE EStAtiStCA. .. ..uuuuureiiiiiiiiiiiiiiiii 40
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .....cceiviiiiiieieeceeeeeee e ee et 41
5.1 Caracterizacéo Fisico-Quimica do Oleo de Goiaba.............ccceveevrevreernnne. 41

5.1.1 Densidade Relativa, indice de Refrac&o, lodo, Acidez, Saponificac&o..41
5.1.2 Viscosidade CINEMALICA............ccvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee et 43

5.2 Analise espectroscopica por infravermelho com transformada de Fourier

LI RPN 44
5.3 Estabilidade OXidatiVa..........ccoouiiiiiiiiiiiie e 46
5.4  Andlise térmica do 0leo de goiaba ..........coooiiiiiiiiiiiie e 47
5.5 Determinac¢ao do perfil de &cidos graxos do Oleo de goiaba por CGMS....... 49
5.6 Determinacdo do teor de compostos fendlicos (CF) e flavonoides total....... 51

5.7 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical

AR = 0 SR 52
5.8 Sistema B-caroteno/Acido LINOIEICO. ..........coeiveuiieeeeee e 53
5.9 Estudos de pré-formulacao..............eeuvuuiiiiiiiiiiiiieee e e 54

5.9.1 Determinagéo do EHL e obtencdo das nanoemulses.............cccccveueeeee 54
5.10 Estudos de estabilidade preliminar...........cccooooeiiiiii 56
5.11 Densidade e Viscosidade das NanoemulsSOes............ccccevvviiiiiiiiiiiinnnennnne. 58
5.12 Caracterizac8o das Nan0EMUISOES............cuvvuuviiiiiiiieeeieee e 59

5.12.1 Determinacdo do Tamanho de Particula, indice de Polidispersdo (PDI) e

0] (=] Lo oY= - O 59

5.13 Doseamento do acido hialurdnico pelo método Carbazol........................... 65
B CONCLUSOES. ..ottt ettt 68
7 REFERENCIAS..... oottt ettt een e 69



15

1 INTRODUCAO

A goiaba faz parte da familia das Myrtaceae e tem como origem regifes
tropicais da América Central e América do Sul (PEREIRA, 1995). No género
Psidium, a que mais se destaca é a Psidium guajava L. (ACCORSI et al. 1960;
MANICA et al. 2000), que produz um fruto de grande importancia de valor nutritivo e
econdbmico, mas também pela excelente aceitacdo para o consumo in natura e
ampla aplicagéo industrial (IHA et al. 2008, NASCIMENTO et al. 2010).

Tem-se observado o aumento da demanda de pesquisas a base dos co-
produtos da goiaba por apresentar interessantes compostos bioativos, elementos
funcionais e beneficios a saude (VERMA et al. 2013), gerando o aumento da
demanda de pesquisas a base dos subprodutos da goiaba (MORAES et al. 2014).
Este elevado interesse esta também relacionado a tendéncia do uso de produtos de
origem natural, contendo compostos bioativos, como polifenois e vitamina C, que
protegem contra danos da pele, além de possuirem acdo anti-inflamatoria,
antimicrobiana e principalmente atividade antioxidante (WOJDYLO, OSZMIANSKI e
CZEMERYS, 2007; OLIVEIRA, FONSECA e FONSECA, 2008; BATISTA, 2010;
JELASSI et al. 2014).

E incessante a necessidade da busca por antioxidantes naturais derivados de
plantas, como a goiaba, constituindo-se como um tipo natural de antioxidante que
pode ser utilizado na neutralizagdo de radicais livres na pele, bem como na profilaxia
do cancer de pele (POLONINI, RAPOSO e BRANDAO, 2011; FALOWO, FAYEMI e
VOSTER, 2014). Com isso, houve um aumento de pesquisas em alternativas aos
antioxidantes sintéticos, devido seu potencial carcinogénico (NTP, 2016). Os mais
utilizados nas industrias séo: butil-hidroxitolueno (BHT), butil-hidroxianisol (BHA) e o
propil galato (PG), onde, muitos destes, tém demonstrado efeitos toxicos e/ou
mutagénicos (GUPTA et al. 2010; FARIAS et al. 2013). Isso leva ao desenvolvimento
de projetos de pesquisas direcionadas no sentido de encontrar produtos naturais
com acdo antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer
associacbes entre eles, com intuito de diminuir sua quantidade em formulagcdes
cosmeéticas topicas.

A atenuacado do envelhecimento cutaneo por meio da busca e do estudo de
substancias naturais e eficazes, oferecidas em produtos cosmeéticos aos

consumidores, se torna uma solucdo eficaz na protecao da pele, que por possuir
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uma area extensa e funcao protetora do organismo ao ambiente, fica muito exposta
ao ataque radicalar, sendo a defesa antioxidante constantemente requisitada
(SCOTTI et al. 2007; BAREL et al. 2014).

Desta forma, o envelhecimento cutaneo € um processo biolégico complexo e
continuo que se caracteriza por alteragdes celulares e moleculares, com a perda de
agua, colageno e outras biomoléculas importantes na estrutura e manutencao da
pele. Entre estas, se destaca o acido hialurdénico (AH), sendo esta uma molécula
presente nos tecidos conjuntivos do corpo humano (MORAES et al. 2017). A
aplicacdo de um produto contendo AH constitui um tratamento eficaz no combate a
desidratacéo cutanea e, por conseguinte, na prevencao do envelhecimento da pele,
0 que esta diretamente relacionado com a sua capacidade de retencdo de agua,
acdo antioxidante e propriedades hidratantes nas aplicacbes dermatolégicas
(GUILLAUMIE et al. 2006; RUIVO, 2014).

Pesquisas de novos sistemas de liberacdo de uso tdpico contendo
componentes ativos de origem vegetal tém aumentado nos Ultimos tempos
(BAJERSKI et al. 2016). A producdo de sistemas nanotecnolégicos, como
nanoemulsdes, contendo derivados vegetais, proporciona vantagens como aumento
da solubilidade e biodisponibilidade, reducéo da toxicidade, melhora da estabilidade
e protecdo contra degradacdo quimica, quando comparada com os derivados
vegetais em preparacdes convencionais (AJAZUDDIN, 2010; PACHECO, 2017).

Durante o desenvolvimento de formas farmacéuticas e cosméticas, uma das
maiores preocupacdes € assegurar a estabilidade dos componentes da formulacéo
evitando a degradacdo dos mesmos. A estabilidade refere-se a capacidade de
resistir a perda do ativo devido a decomposicdo (SIQUEIRA, 2016). Uma das
alternativas para solucionar limitacdes envolvendo a degradacdo, bem como, a
estabilidade do acido hialurénico seria a sua incorporacdo em um sistema
nanoemulsionado a base do 6leo de goiaba que atuaria como antioxidante natural
na formulagéo de aplicagéo tépica.

Nesse contexto, o desafio deste trabalho foi preparar e caracterizar uma
nanoemulsdo a base de o6leo de semente da goiaba, visando uma estratégia
promissora, visto que as nanoemulsdes (NEs) podem facilitar a penetracdo de
ativos, como o acido hialurénico, principalmente pelo tamanho reduzido das suas
goticulas que leva a uma hidratacdo oclusiva para via que se destina (MOU et al.
2008; PRAKASH e THIAGARAJAN, 2011; LUCCA et al. 2015).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Goiaba (Psidium guajava L.)

Originaria da América tropical e pertencente a familia Myrtaceae
(NASCIMENTO et al. 2010; PEREIRA et al. 2005; SANTOS, 2011), a goiaba
(Psidium guajava L.) (Figura 1) abrange mais de 130 géneros e 3.600 espécies
disseminadas principalmente nas regides tropicais e subtropicais (HAIDA et al.
2015). Dentre os maiores centros produtores mundiais estdo o Brasil, que possui
maior relevancia, junto com México, india, China, Paquistdo e Africa do Sul (SOUZA
et al., 2016; PEREIRA e KAVATI, 2011). A producéo brasileira da goiaba nos ultimos
anos passou de 328.255 toneladas (2006) para 414.960 toneladas (2016),
distribuidos em 17.179 hectares de area colhida destinada a colheita (IBGE, 2017).

Figura 1. Arvore da goiaba (Psidium guajava L.) e seu fruto (HOFFMANN J, 2009).
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Em sua composicédo, a goiaba apresenta elevados teores de acido ascorbico,
vitamina A, vitamina E e complexo B, além de constituir uma rica fonte de fibras e
minerais como célcio, fosforo e ferro (TEIXEIRA et al. 2006; FERNANDES et al.
2007; ARSHIYA, 2013). A partir dos seus compostos bioativos, a goiaba traz
beneficios a salde humana, sendo o carotenoide licopeno (representando 80% da
totalidade) o composto de maior interesse, visto que esta relacionado a prevencao
de diversos tipos de cancer, bem como de doencas cardiovasculares (UCHOA,
2008; PEREIRA, 2009; CORREA et al. 2011).

A goiaba é rica em compostos fendlicos, como flavonoides, taninos, 6leos
essenciais, entre outros, 0s quais as suas propriedades antioxidantes estao
relacionadas a prevencdo de doencas crbnicas degenerativas ndo transmissiveis
(NASCIMENTO et al. 2010; BARBALHO et al. 2012).
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2.2 Oleo da semente de goiaba

Os oOleos vegetais, segundo o regulamento técnico do Ministério da Saude
(BRASIL, 2005), sdo definidos como os produtos constituidos de glicerideos de
acidos graxos de espécie(s) vegetal(is) e que podem conter ainda pequenas
quantidades de outros lipidios como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e
acidos graxos livres naturalmente presentes no 6leo, que a temperatura de 25 °C se
apresentam na forma liquida.

Os estudos sobre a utilizacdo de residuos gerados pelas industrias de
alimentos vém demonstrando que estes produtos sdo uma fonte rica de constituintes
gue podem ser reaproveitados para alimentacdo humana e animal (BERNARDINO-
NICANOR et al. 2006). A literatura indica que o conteido de 6leo extraido da
semente da goiba esta entre 10 e 16%, e que estes valores sdo variaveis em funcao
da diversidade, processamento e condi¢cdes de cultura (FONTANARI et al. 2007,
SINHA et al. 2012).

O principal interesse pelo 6leo de semente da goiaba deve-se ao seu alto
conteudo em &cidos graxos insaturados, como o acido linoleico. A composi¢do em
acidos graxos dos alimentos € de grande importancia, sobretudo os poli-insaturados
(PUFA) das familias 6mega-3 e O6mega-6, aos quais se atribuem numerosos
beneficios ao organismo humano, uma vez que os PUFA sdo essenciais para o
corpo humano, uma vez que nao sao sintetizados pelo organismo (LUZIA e JORGE,
2009; ROCKENBACH et al. 2014).

Destes componentes, os acidos graxos oleico e linoleico sdo de particular
importancia devido suas muitas propriedades e usos. A quantidade de acido
linoleico presente nas sementes de goiaba permite considerar este composto como
fonte potencial com uma ampla gama de aplicacdes nas industrias de alimento e
cosmética, bem como na medicina. A extracdo e a exploracdo podem proporcionar
um alto valor agregado ao subproduto de residuos das frutas, fortalecendo a cadeia
produtiva da goiaba (CASTRO et al. 2015).

2.3 Compostos Fendlicos
Os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem um
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos (Figura 2), incluindo grupos
funcionais tais como ésteres, ésteres metilicos e glicosidios (RODRIGUES et al,

2016). Esses compostos estdo subdivididos em fendlicos diterpenicos, acidos
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fendlicos, taninos e flavonoides (Figura 3), apresentando como caracteristica
biolégica principal sua capacidade antioxidante por meio da inibicdo dos
mecanismos oxidativos que podem levar ao aparecimento de doencas
degenerativas (HU et al, 2016; OLIVEIRA, 2018).

Figura 2. Estrutural basica do fenol (DIAS, 2018)
OH

Figura 3. Estrutura basica dos flavonoides (DENISOV et al. 2005).
3!

Os compostos fendlicos tém recebido atencdo nos ultimos anos por sua acao
antioxidante, inibindo a peroxidacéo lipidica in vitro. Estes compostos desempenham
um papel importante, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do
processo oxidativo (SOUSA et al., 2007; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Os antioxidantes atuam como quelantes de metais e sequestradores de
radicais livres, doando um atomo de hidrogénio a um carbono metilénico, podendo
atuar como protetores e regeneradores de antioxidantes primarios como &cido
ascorbico, tocoferol e b—caroteno (WANG et al, 2017).

A acao antioxidante dos compostos fendlicos apresenta um papel importante
na reducédo da oxidacao lipidica, pois quando incorporado na alimentacdo humana
nao conserva apenas a qualidade dos alimentos, mas também reduz o risco de
desenvolvimento de patologias como doencas cardiovasculares, cancer, Ulceras,
processos inflamatorios, fragilidade vascular e infecgbes (BARBALHO et al. 2012;
HATAMNIA, ABBASPOUR, DARVISHZADEH, 2014; HO et al, 2014).
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Estudos relatam que sementes e cascas e residuos de algumas frutas
amazonicas e especificidades, possuem teores significativos de compostos fendlicos
com elevado potencial antioxidante (GABBAY, 2018; COSTA et al. 2018;
FERREIRA, 2019).

O método colorimétrico Folin Ciocalteau € o mais empregado na quantificacao
de compostos fendlicos. O reagente Folin Ciocalteau é formado pela mistura dos
acidos fosfomolibidico e fosfotlngstico, onde o molibdénio se encontra no estado de
oxidacdo (cor amarela — Na,M00,4.2H,0). Os compostos fendlicos em meio alcalino
sofrem desprotonacdo, originando os anions fenolatos, os quais atuam como
agentes redutores sobre os componentes do reagente de Folin formando o
complexo molibdénio-tungsténio de coloracdo azul [(PMoW1:04)*], permitindo a

determinacao da concentracéo das substancias redutoras (OLIVEIRA et al. 2009).

2.4 Atividade Antioxidante de 6leos vegetais

Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente durante
0S processos metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons em varias reac¢des bioquimicas, desempenhando funcbes relevantes ao
metabolismo (BAE et al. 1999; MORAES e COLLA, 2006). Para combater os radicais
livres as plantas produzem substancias que sdo capazes de regenerar ou prevenir
os danos oxidativos, exercendo seu papel como antioxidante.

Os Oleos vegetais em sua composicdo natural possuem propriedades
antioxidantes, acidos graxos poliinsaturados, bloqueiam a peroxida¢do da camada
lipidica, evitando a producéo de radicais livres (HAAG, JUNIOR e FARIA, 2013),
essa atividade antioxidante é derivada de tocoferois, carotenoides, triterpenos,
flavonoides e acidos fendlicos que protegem das espécies reativas de oxigénio
(NISHIGORI, 2006; SAMPLE e HE, 2017; SILVA, MICHNIAK-KOHN e LEONARDI,
2017).

A maioria dos antioxidantes lipofilicos sdo extraidos no O6leo durante a
prensagem e em extragcdes com solvente. Antioxidantes mais polares, no entanto,
sdo parcialmente removidos durante a etapa de refino (SCHMIDT e POKORNY,
2005). Oleos prensados a frio retém altos niveis de antioxidantes naturais e, desta
forma, apresentam elevada vida de prateleira sem a adicdo de antioxidantes
sintéticos, promovendo, ainda, beneficios a saude (PARKER et al. 2003).

Os antioxidantes podem ser classificados em sintéticos e naturais
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(NASCIMENTO, ARAUJO e MELO, 2010). Apesar dos antioxidantes sintéticos
possuirem maior estabilidade e terem uma boa eficiéncia, a busca por novas fontes
naturais de antioxidantes estd mais intensa, visto que o uso de sintéticos esta
relacionado a reacfes adversas as enzimas do sistema biolégico humano, sendo
gue a combinacdo destes com os antioxidantes naturais apresentam maior efeito
protetor em processos de oxidacdo do que o uso isolado dos sintéticos (HUBER et
al. 2012).

Existem diferentes métodos para avaliar a capacidade antioxidante in vitro de
compostos bioativos em 0leos vegetais, fluidos biolégicos e tecidos (ARNAO, 2000).
Dentre eles temos o ABTS, onde seus resultados podem ser expressos em TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Activity — Atividade antioxidante equivalente ao
Trolox). Trolox® é um composto sintético hidrossolUvel analogo da vitamina E e as
leituras realizadas no comprimento de onda especifico para o radical formado pelo
ensaio sdo interpolados em uma curva de calibracdo e expressas em capacidade
antioxidante equivalente de Trolox®, que indica o numero de pmoles de Trolox que
produz a mesma atividade correspondente a 1 mg de amostra (PEREIRA, 2009;
RIBEIRO, 2011).

2.5 Antioxidantes sintéticos

Antioxidantes sintéticos mais utilizados na indUstria para preservar a
qualidade dos cosméticos sdo o butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol
(BHA), propil galato (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (SHEBIS et al. 2013),
atuando também como conservantes, inibindo o crescimento de microorganismos.

Os mais usados em alimentos e formulacfes sdo o BHA e o BHT (FREITAS
et al. 2013) e a utilizacdo de antioxidantes sintéticos para consumo humano e animal
foi aprovada em meados da década de 40, e desde entdo, 0 seu uso se tornou
fundamental para garantir a vida de prateleira de muitos produtos (VASCONCELOS,
2011). De modo geral, apresentam em sua estrutura fenélica um hidrogénio labil,
que pode ser doado a um radical livre, o ion oxidado a partir da reacdo € estavel
(Figura 4), portanto, ndo promove ou propaga reacoes de oxidacdo, preservando as
caracteristicas dos produtos (BUCK, 1981).
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Figura 4. Estrutura Fendlica dos antioxidantes sintéticos (RAMALHO e JORGE, 2006).
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Visando prolongar a vida de prateleira das formulacbes cosméticas, a
aplicac@o de antioxidantes sintéticos € uma pratica comum. No entanto, seu uso tem
sido atribuido a efeitos toxicos e carcinogénicos (UKRAINETS et al. 2016; LEAO et
al., 2017), ao qual, alguns paises como o Canada e a Comunidade Europeia ja
proibiram o uso de TBHQ (FIB, 2009). Visto a preocupacdo com os efeitos gerados
pelo uso prolongado de antioxidantes sintéticos, e a crescente demanda da
populacdo por produtos mais seguros e saudaveis, elevando assim, o interesse por

antioxidantes de origem natural.

2.6 Oleos vegetais em aplicagGes cosméticas

Oleos vegetais s&o compostos basicamente por triglicerideos e ndo evaporam
facilmente. Sua extracdo ocorre normalmente por prensagem mecanica e sdo mais
utilizados na industria de cosméticos como ingredientes de base, emolientes,
lubrificantes e outros (HAAG, JUNIOR e FARIA, 2013), onde, a sua utilizacdo em
formulagcBes para uso dermatoldgico e cosmético tem sido cada vez mais notoria,
pois repdem as fracBes lipidicas e promovem a hidratacdo (TADROS e KESSELL,
2014). Sdo comumente incorporados em formulacbes cosmeéticas emulsionadas,
como dispersdes de duas fases liquidas imisciveis entre si e com a presenca de um
tensoativo tornam-se estaveis (FERNANDEZ et al. 2013).

Constituem uma classe de emolientes cuja composicdo € bastante
semelhante & da pele, proporcionando maior compatibilidade. Acidos graxos,
especificamente os monoinsaturados, como acido oleico, podem romper a barreira
da pele e agir como promotores de permeabilidade para outros compostos
presentes em Oleos vegetais (CORREA et al. 2014). Outros componentes, como
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compostos fendlicos e tocoferois, além de exibirem um efeito antioxidante, podem
modular processos fisioldgicos, tais como homeostase da barreira da pele,
inflamacéo e cicatrizacdo da pele (KURIYAMA et al. 2002; PARISH, READ e
PATERSON, 2005; CUBA et al., 2016).

Além de seu papel na restauragdo/ruptura da barreira cutanea, os 0leos
vegetais enriquecidos com &cidos graxos também foram estudados como
promotores de penetracdo, por exemplo, liberacédo transdérmica de medicamentos
(CORREA et al. 2014; VILJOEN et al. 2015).

Os produtos topicos tém o beneficio de maior biodisponibilidade na pele e
possui um efeito localizado, em vez de efeitos sistémicos. Pesquisas anteriores
sobre 6leos vegetais quando aplicados topicamente demonstraram que eles
permanecem principalmente na superficie da pele, sem penetracdo profunda além
das primeiras camadas superiores da epiderme (PATZELT et al. 2012).

Quando aplicados topicamente, o0s constituintes dos 0leos vegetais
(triglicérides, fosfolipidios, acidos graxos, compostos fendlicos e antioxidantes)
podem atuar sinergicamente por varios mecanismos, como, promover a
homeostase da barreira cutanea; propriedades anti-inflamatérias; propriedades
antimicrobianas diretas e indiretas (regulacdo positiva de peptideos
antimicrobianos); promover a cicatrizacdo de feridas; e propriedades
anticancerigenas (LIN, ZHONG, e SANTIAGO, 2018).

2.7 A pele e sua estrutura

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, resistente, flexivel, multifuncional e
dindmico, possuindo varias func¢des bioldgicas (Figura 5). Constitui-se em trés
camadas: epiderme, derme e hipoderme, onde possuem a capacidade de se adaptar
a muitas variagcbes do meio externo e as necessidades do organismo que protege
(BATTISTI, 2015; SOARES, 2013). A sua principal funcdo é ser uma barreira,
responsavel pela defesa primaria do organismo, controlando a entrada de
substéancias estranhas (OLIVEIRA et al., 2004; SANTOS, 2015).
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Figura 5. Representacdo esquematica da pele (MEZADRI, 2010).
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A epiderme é um epitélio escamoso estratificado, pavimentoso, queratinizado
composto por diferentes camadas (estrato corneo, lucido, granular, espinhoso e
basal) (KEDE e SABATOVICH, 2004). A epiderme é a camada do corpo que esta
em contacto direto com o0 meio externo, que se renova a cada 14-30 dias
dependendo da regido do corpo. Existem quatro tipos de células na epiderme:
queratinécitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merkel, sendo as
mais abundantes 0s queratindcitos responsaveis pela producdo da queratina
(CARVALHO et al. 2005; BATTISTI, 2015).

A derme é uma camada espessa de tecido fibroelastico denso e € a principal
barreira mecéanica da pele, aonde, contém extensa vascularizagdo, muitos
recepetores sensitivos, € constituida por um tecido conjuntivo irregular, composto de
colageno, elastina e glicosaminoglicanos. E dividida em duas regides: a derme
papilar ou superficial e a derme reticular ou profunda (CARVALHO et al. 2005;
BATTISTI, 2015). A superficie da derme possui um pH acido em torno de 4 a 7,
havendo um gradiente até ao pH neutro na direcédo do interior, que se estende até a
epiderme (MEHTA et al. 2015).

Internamente a derme encontra-se a hipoderme (camada mais profunda da
pele) que tem origem a partir do mesoderma e se apresenta rica em tecido adiposo,
tendo como funcdo armazenar substrato energético, proteger contrachoques
mecanicos, maior flexibilidade, age como isolante térmico, possue variagcdo de
espessura (1 a 4 mm) conforme a parte do corpo e contém o maior niumero de vasos
sanguineos da pele (CARVALHO et al., 2005; ROSANI, 2011; SOARES, 2013).

A medida que os individuos envelhecem, a pele perde uma de suas grandes
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propriedades: a elasticidade. Associado a isto, também ocorre perda de colageno e
reduz sua hidratagdo, tornando-se seca por menor capacidade funcional das
glandulas sudoriparas e sebaceas (STRUTZEL et al.,, 2007; BEYLOT, 2008).
Fatores como radiacao ultravioleta, radicais livres, temperatura, tabaco e poluicéo,
genética e cor da pele contribuem para este processo (RIBEIRO, 2006).

A perda de hidratacdo cutanea € uma das desordens mais evidentes da pele
envelhecida, por isso, um dos gestos diarios essenciais para manter a pele saudavel
€ 0 uso de produtos hidratantes. Com isso, torna-se cada vez mais importante
estudar moléculas, mecanismos e formas farmacéuticas que visam colaborar na
melhoria das condi¢cbes de envelhecimento da pele, contribuindo para atenuacao

dos sinais.

2.8 Acido Hialurdnico
O &cido hialurénico (AH) € um mucopolissacarideo linear, natural, que contém
unidades alternadas de acido D-glucurdnico e N-acetil-glicosamina unidas por
ligacoes B-1,3 e B-1,4 (Figura 6). Ele estd presente em todos os vertebrados e
também na céapsula de algumas cepas de estreptococos, mas estd ausente em
fungos, plantas e insetos (KOGAN et al., 2007).

Figura 6. Estrutura quimica do 4cido hialurénico (FERREIRA, 2015).
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O AH pode reter agua no tecido da pele e dessa forma mudar o volume e a
compressibilidade da derme. No fluido sinovial, ele proporciona a lubrificagao
necessaria para as juntas e serve como absorvedor de impacto (KOGAN et al. 2007,
KRETZ, LIMBERGER e AUFFARTH, 2014) e é reconhecido por desempenhar
importantes papéis na embriogénese, transdugédo de sinais, mobilidade celular e
esta associado ao tratamento de cancer invasivo (KOGAN et al. 2007).

O AH natural é rapidamente degradado in vivo tanto pela via enzimatica
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quanto por radicais livres e espécies reativas de oxigénio associadas a respostas
inflamatoérias (PRESTWICH et al. 2004). Além disso, o AH natural € sollivel em agua
a temperatura ambiente, porém, as substancias hidrofilicas sao dificeis de
transportar pelas camadas da pele, tornando-se necessaria a aplicacdo em sistemas
que facilitem a sua penetracdo (TOMIHATA e IKADA, 1997; JAHN et al. 2014).

A perda do AH natural na pele é considerada a principal causa de
ressecamento e perda de elasticidade associada ao envelhecimento. Logo, alguns
cosmeéticos denominados anti-idade s&o formulados com AH com o intuito de evitar o
aparecimento de marcas da idade (KOGAN et al. 2007). Caso a pessoa nao sinta a
necessidade de usa-lo como preenchimento, o AH pode ser adquirido a partir de
alguns produtos dermatoldgicos, onde ele atua recrutando mais agua aos tecidos
gue se tornam desvitalizados com o envelhecimento.

Estudos tém demonstrado que a aplicacao topica de hidratantes contendo AH
constitui um tratamento eficaz no combate a desidratacdo cutanea e, por
conseguinte, na prevencdo do envelhecimento da pele, o que esta diretamente
relacionado com a sua capacidade de retencédo da agua (GUILLAUMIE et al. 2016).
Além disso, o AH exibe efeito antioxidante, pois sequestra os chamados de radicais
livres, o que aumenta a protecdo da pele em relacao a radiacdo UV e contribui para
aumentar a capacidade de reparacéo tecidual (FRASER, LAURENT e LAURENT,
2012).

O AH possui vasto campo de aplicacdes nas industrias farmacéuticas,
cosméticas e nas areas médicas, como na oftalmologia, ortopedia e oncologia,

devido a suas propriedades fisico-quimicas e a sua biocompatibilidade,

2.9 Nanoemulsbes em aplicacdes cosméticas

Para favorecer a interacdo do farmaco com sistemas biologicos, proteger da
biotransformag&o, aumentar a solubilidade e reduzir possiveis efeitos colaterais, 0
desenvolvimento de nanocarreadores que aprimoram a eficacia terapéutica da forma
farmacéutica tem-se mostrado bastante promissor como nova alternativa para
veiculacédo de farmacos (FORMARIZ et al. 2005; BORGES et al. 2018).

Nanoemulsdes sao dispersdes metaestaveis (Figura 7), ou seja, estaveis por
um longo periodo de tempo, além de serem biodegradaveis, biocompativeis e faceis
de produzir, com diametro de 50-200 nm (KONG e PARK, 2011). Em razdo do

pequeno tamanho das particulas, possui grande area superficial, alta liberacao de
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compostos ativos, difusdo mais rapida através da camada da pele e mucosas (YU e
HUANG, 2013; SIVAKUMAR, TANG e TAN, 2014; TING et al. 2014). Por conta
destes fatores, as nanoemulsées podem inibir a oxidacdo de compostos bioativos
guimicamente labeis, devido ao carater liquido das goticulas de 6leo, e desse modo,
aumentam o “shelf life” (vida de prateleira dos produtos) (MULLER et al. 2007;
AUGUSTIN et al., 2011; FREDE et al. 2014), fazendo destas um sistema atrativo
para aplicacdo nas industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica (GHOSH et al.
2013).

Figura 7. Representacdo de uma particula (a) e a dispersao dos seus componentes na goticula (b).
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As nanoemulsdes podem ser formadas a partir de baixa ou alta demanda
energética (SOLANS e SOLE, 2012). Na literatura cientifica é possivel encontrar
diferentes métodos os quais sdo utilizados atualmente no desenvolvimento de uma
nanoemulsdo. Entre os métodos classificados de baixa energia destacam-se:
Emulsificacdo Espontanea (Spontaneous Emulsification), Temperatura de Inverséo
de Fase — TIF (Phase Inversion Temperature — PIT) e Ponto de Inversdo da Emulséo
(Emulsion Inversion Point — EIP) (FERNANDEZ et al. 2004; SHAFIQ-UN-NABI et al.
2007; ANTON e VANDAMME, 2009; MCCLEMENTS, 2012).

J4 os métodos classificados de alta energia baseiam-se na utilizacdo de
dispositivos ou equipamentos mecanicos, capazes de fornecer energia suficiente
para reduzir a tensdo interfacial entre o 6leo e agua, possibilitando assim a geracéo
de goticulas de O6leo submicrénicas ou nanométricas. Entre 0os equipamentos
disponiveis que sdo utilizados para estes processos destacam-se 0s
homogeneizadores de alta pressao, dispositivos ultrassonicos, etc. (ANTON &
VANDAMME, 2011; GHOSH et al. 2013).

As nanoemulsbes s&o consideradas os sistemas vetorizados mais atrativos
para aplicacdo topica, uma vez que apresentam goticulas nanométricas quando em
contato com a regido aplicada formam uma barreira protetora na pele promovendo

uma hidratacdo por oclusdo proporcionando, elevada penetracdo e absor¢cdo mais
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eficaz de ativos por esta via (BERNARDI, 2011; CARNEIRO, 2013; TADROS et al.
2014; SARI et al. 2015). No setor cosmético, em virtude da crescente busca de uma
melhor estética e dos cuidados com a pele, sdo apresentados diversos produtos
nanoemulsionados para diferentes finalidades como: hidratantes, protetor solar,
liberacdo de ativos antirrugas e protecao de ativos contra degradacao (BERNARDI,
2011; TADROS et al. 2014).



29

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Obter e caracterizar uma nanoemulsao a base de 6leo da semente de goiaba

contendo acido hialurdnico para aplicacéo topica.

3.2 Especificos

Caracterizar as propriedades fisico-quimicas do 6leo de goiaba;

Avaliar a estabilidade oxidativa do 6leo da semente de goiaba por Rancimat,
comportamento térmico, perfil de 4cidos graxos e grupamentos funcionais por
espectroscopia na regiao do infravermelho (FT-IR);

Determinar a atividade antioxidante do 6leo da semente de goiaba;

Realizar estudos de pré-formulacéo para obtencdo da nanoemulséo;

Obter a nanoemulsé&o com e sem acido hialurénico;

Realizar os estudos de caracterizacdo e estabilidade acelerada da
nanoemulséo;

Realizar o doseamento do acido hialurénico nas nanoemulsoes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Matéria-prima
O dleo bruto da semente de goiaba, lote AMO 104 001/0118, foi obtido por
prensagem a frio pela empresa Amazon oil (Ananindeua, Para). Foi adquirido 650 g
de oleo, onde, este foi fracionado em frasco ambar em quantidade de 150 mL e

hermeticamente fechado e armazenado sob temperatura de 25+2°C.

4.1.2 Acido Hialurénico
Fornecido pela Pharmaspecial Especialidades quimicas e farmacéuticas
LTDA, com lote PS-009531/F01.

4.2 Métodos

4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo da semente de goiaba

4.2.1.1 Densidade

A densidade do 6leo da semente de goiaba foi determinada a temperatura
ambiente de 25°C, através do método do picnédmetro e realizado conforme a
metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira 62 edi¢cao (2019).

O picnébmetro com capacidade de 5mL, foi previamente calibrado, limpo e
seco. A quantidade de 5mL da amostra foi transferida para o picnométro e a massa
da amostra foi obtida através da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio. A
densidade é igual a razdo entre a massa da amostra liquida e a massa da agua,
ambas na mesma temperatura. A densidade foi calculada com auxilio da Equagéo 1.

O ensaio foi feito em triplicata.

Densidade relativa a 25 °C = A-B/C, (2)

Onde, A é a massa do picnébmetro contendo 6leo; B é a massa do picndmetro vazio

e C é a massa da agua a temperatura de 25 °C.
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4.2.1.2 indice de Refracédo
Para a determinacdo do indice de refragcdo, utilizou-se o refratbmetro de
Abbé. A leitura foi feita na temperatura de 25°C, obedecendo a metodologia IAL
327/IV (IAL, 1985).

4.2.1.3 Indice de lodo
O indice de iodo foi determinado seguindo o protocolo American Oil
Chemists’s Society (AOCS) Cd 1c¢-85, onde foi calculado de acordo com a Equacédo
2.
indice de iodo = (% &cido palmitoleico x 0,950) + (% acido oleico x 0,860) + (2)

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

4.2.1.4 indice de Acidez

O indice de acidez do 6leo da semente de goiaba foi determinado segundo o
protocolo da AOCS Cd3d-63.

Pesou-se 0,2g da amostra em um frasco erlenmeyer de 125mL e adicionou-
se 50mL de uma solucdo éter etilico:etanol etilico (1:1), previamente neutralizada
com KOH 0,1N. Em seguida foram adicionadas 2 gotas de fenolftaleina e a solucéo
foi titulada com KOH 0,IN, até coloracdo rdsea, que permaneceu por

aproximadamente 30 segundos o indice de acidez foi calculado com a Equacéao 3.

IA=5,61n/m 3)

Onde, IA é o indice de acidez, n € o volume de hidroxido de potassio 0,1N gasto na

titulacdo e m a massa da amostra.

4.2.1.5 indice de Saponificacdo
O indice de saponificacdo foi determinado segundo o protocolo AOCS Cd 3-

25 e foi calculado a partir da Equacéao 4.

1.S.= 3 x 56,1 x 1000 . (4)
PM x 3 + 92,09 - (3x18)
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Onde, PM é o peso molécula (ou massa molar) médio dos acidos graxos (g/mol); 3 é
0 numero de &cidos graxos por triacilglicerol; 56,1 € o peso molecular do KOH
(g/mol); 1000 é a conversao de g para mg; 92,09 é o peso molecular do glicerol

(g/mol); 18 € o peso molecular da agua.

4.2.1.6 Viscosidade Cinematica
A viscosidade cinematica foi determinada de acordo com o método ASTM
(American Society of Testing and Materials, 2001) D 445 a 40 °C, utilizando-se um
analisador de viscosidade manual SCHOTT CT52, Gerate 150 (Typ 51313), KPG
Cannon Fenske, em banho termostatico.

4.2.2 Espectrometria na regido do Infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR)

A andlise de FT-IR do 6leo de goiaba, foi realizada utilizando o espectrémetro
Shimadzu® IRPrestige-21 (N°. 206-73600-36- Kyoto-Japan), com o detector de
refletancia total atenuada (ATR). As leituras foram realizadas em temperatura
ambiente a 25 °C, na faixa de absorcéo de 4000 a 500 cm™, com resolucéo de 4 cm’
! e 32 varreduras, onde o modo de medicéo foi a transmitancia (COSTA et al., 2013).

4.2.3 Estabilidade oxidativa — Rancimat
O indice de estabilidade oxidativa (OSI) foi avaliado pelo equipamento
Rancimat 743 Metrohm (Herissau/Suica) a 100 °C, sob fluxo de ar de 20 L/h,
utilizando- se amostras de 5 g de 6leo, seguindo o método AOCS Cd 12b-92.

4.2.4 Analise térmica do 6leo de goiaba

O o6leo da semente de goiaba foi submetido as analises de termogravimetria
(TG), onde a TG foi realizada em um analisador térmico Shimadzu® (modelo TGA:
50/50H).

As amostras foram pesadas de 5 a 10 mg, adicionadas em cadinhos de
platina e as analises foram executadas nas seguintes condi¢cbes: atmosfera de
nitrogénio e de ar sintético (50 mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min numa
faixa de temperatura de 25 a 600 °C. Os célculos de perda de massa foram
realizados com auxilio do programa TA 50w Shimadzu® (NUNES et al., 2009;
COSTA et al., 2013).
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4.2.5 Acidos graxos do 6leo de goiaba por cromatografia gasosa acoplada
a espectro de massas (CG-MS)

A composicdo de acidos graxos foi determinada pela conversdo de acidos
graxos em ésteres metilicos (FAMES). Os acidos graxos foram convertidos no seu
éster metilico correspondente por meio de saponificacdo e esterificacdo com KOH
em metanol (0,1mol/L) e &cido cloridrico em metanol (0,12mol/L) (RODRIGUES et
al., 2010). Os FAMEs foram detectados utilizando cromatografia gasosa acoplada a
espectro de massas (Varian modelo CP 3380), equipado com um detector de
ionizagdo de chama e com uma coluna capilar CP-Sil 88 (comprimento 60 m,
diametro interno 0,25 mm, espessura 0,25 mm; Varian Inc., EUA). As condi¢cfes de
operacédo foram: hélio como gas de arraste com vazéo de 0,9 mL/min, um detector
FID a 250°C, um injetor (split razdo de 48 1:100) a 250°C, um volume de injecdo de
1 pL. A temperatura programada da coluna: 4 min a 80°C e um aumento
subsequente a 205°C a 4°C/min. Os picos de &cidos graxos individuais foram
identificados a partir dos tempos de retencdo. Os resultados foram expressos em

porcentagem relativa do total de acidos graxos.

4.2.6 Determinacdo do teor de compostos fendlicos (CF)

O teor de compostos fendlicos foi determinado através do método
espectrofotométrico (DJERIDANE et al., 2006). Foi construida uma curva padrédo nas
concentracbes de 6 a 20 mg/mL usando o padrdo acido gélico. Em balédo
volumétrico de 10 mL contendo as diferentes concentracgdes, foi adicionado 500 uL
do reagente de Folin-Ciocalteu, 6 mL de agua destilada, esperou-se 1 min, em
seguida, foi adicionado 2 mL de solugcdo de carbonato de sddio a 10% (m/V) a
solucéo foi agitada por 30 segundos, o volume foi completado com agua destilada.
As solucbes permaneceram em repouso por 2 horas em seguida, foi realizado as
leituras em espectrofotdmetro (Shimadzu UV 1800) no comprimento de onda de 760
nm. Os resultados foram expressos em miligrama de equivalente de acido galico
Sigma (Steinhein, Alemanha) por grama de 6leo (mg EAG/g) com equacao da reta
y=0,138x-0,064 e R*= 0,9941.
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4.2.7 Determinacéao do teor de flavonoides total

A determinacdo do teor de flavonoides total foi realizada pelo método de
Funari e Ferro (2006). Foi construida uma curva padrdo nas concentracfes nas
concentracfes de 5 a 35 mg/mL de quercetina. Em baldo volumétrico de 10 mL
contendo as diferentes concentracdes foi adicionado 1mL da solucéo de cloreto de
aluminio a 2,5% e completou o volume com &gua destilada. As solugbes
permaneceram em repouso por 30 min na auséncia da luz. Em seguida, as leituras
foram realizadas em espectrofotometro (Shimadzu UV 1800) a 425 nm. Este
procedimento foi realizado em triplicata com o acréscimo de 800 yL da amostra e
400 pL da solucédo de cloreto de aluminio. O mesmo procedimento foi repetido para
o branco. Os resultados foram expressos em miligrama de quercetina equivalente
por grama do 6leo (mg QUE/g) com equacdo da reta y=0, 0735x+0,1411 e R*=
0,9984.

4.2.8 Determinacdo da atividade antioxidante do 6leo da semente de

goiaba

4.2.8.1 Método ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico))

A determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS
foi realizada em espectrofotdmetro. O radical ABTS foi preparado a partir da reacéo
de 5mL da solucédo estoque de ABTS (7mM) com 88uL da solucéo de persulfato de
potassio (140mM) mantido em temperatura ambiente no escuro por 16 horas. Apos
o tempo necessario 1 mL da mistura foi diluido em &lcool etilico até obter a
absorbéancia de 0,7 nm + 0,05 nm a 734 nm em espectrémetro Shimadzu UV 1800.
Em seguida foi construida uma curva padrdao de Trolox (2.000 uM) com
concentracdes variando de 100 uM a 2.000 puM. Para isso, em ambiente escuro foi
transferido uma aliquota de 30 pL de cada solugcdo de Trolox (100 uM, 500 pM,
1000 pM, 1500 uM e 2.000 uM) para tubos de ensaio e misturado 3.0 mL da solucao
do radical ABTS. Em seguida foi homogeneizado em vortex e apds 6 min da mistura
foi realizado as leituras a 734nm. O alcool etilico foi utilizado como branco para
calibrar o espectrofotdbmetro (RE et al., 1999 adaptado por RUFINO et al., 2007). O
poder antirradical foi calculado utilizando uma curva padrédo de Trolox com equagao
y = 0,0003x + 0,6947 (R?=0,9966). A andlise foi realizada em triplicata e os

resultados foram expressos em uM Trolox/g de amostra.
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4.2.8.2 Sistema B- caroteno/Acido Linoleico

A determinagéo da atividade antioxidante total no Sistema B-caroteno/Acido
Linoleico foi realizada segundo a metodologia descrita por Marco (1968) e
modificada por Miller (1971). Para o preparo do sistema [-caroteno/acido linoléico,
adicionou-se 20 pL de acido linoléico, 200 mg de Tween 40, 25 pL de solugéo de B-
caroteno a 2 mg/mL em cloroformio e 500 pyL de cloroférmio em erlenmeyer.
Posteriormente, a mistura foi submetida a completa evaporacdo do cloroférmio. A
esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se 25 mL de &agua previamente
saturada com oxigénio durante 30 min e agitou-se vigorosamente. A mistura reativa
apresentou-se limpida com absorbancia entre 0,6 e 0,7 em 470 nm.

Posteriormente foi misturado 0,4 mL do 6leo de goiaba com 5 mL da mistura
reativa. Como controle foi utilizado 0,4 mL da solucéo de trolox com 5 mL da solugéo
sistema [-caroteno/acido linoléico, ao qual os tubos de ensaios foram
homogeneizado em agitador e mantido em banho-maria a 40 °C. O
espectrofotdmetro foi calibrado com agua.

Os resultados sdo expressos em percentagem de inibicdo da oxidacdo. A
reducdo da absorbancia do sistema sem antioxidante (Equacdo 5) é considerada
como 100% de oxidagéo.

Reducao da absorbancia = AbSinicial — AbSfinal (5)

O decréscimo da leitura da absorbancia das amostras é correlacionado com o
sistema e estabelece a percentagem de oxidacdo (Equacdo 6), subtraindo-se a
percentagem de oxidacdo de cada amostra de 100 (Equacédo 7). Verifica-se a acao
antioxidante da amostra (6leo), comparando-a com a atividade do antioxidante

sintético (trolox).

% Oxidacao = [(Reduc&o AbS) amostra x 100] (6)
(Redugéo ADS) sistema

% Protecdo = 100 — (% Oxidacéo) (7)



36

4.2.9 Estudos de pré-formulacéo

4.2.9.1 Determinacao do Equilibrio Hidrofilico Lipofilico (EHL)

A determinacdo do EHL requerido para o Oleo de goiaba foi realizada a partir
de um par de tensoativos obtidos na CRODA (Brasil), onde, possuiam EHL
conhecidos. Foi utilizado o tensoativo lipofilico Monooleato de sorbitan (Span® 80)
com EHL igual a 4,3 e o tensoativo hidrofilico Procetyl AWS® com EHL igual a 16.
Entdo, foram preparadas 13 emulsdes empregando misturas de tensoativos com
EHL entre 4,3 e 16 com intervalos de 1 ponto (Tabela 1), segundo metodologia
preconizada por Aulton (2005). O célculo das quantidades de tensoativos hidrofilicos
e lipofilicos necessarios para a obtencdo de cada valor de EHL foi feito pela

Equacéao 8.

EHLf= (EHLA x 0,01A) + (EHLB x 0,01B) (8)
com A+B=100

Onde, A - quantidade de tensoativo lipofilico em %; B - quantidade de tensoativo
hidrofilico em %; EHLf - valor de EHL da formulacdo; EHLA - valor de EHL do
tensoativo lipofilico; EHLB - valor de EHL do tensoativo hidrofilico.

A determinacdo do EHL requerido para o 6leo de goiaba foi o da formulacéo

gue apresentou maior estabilidade, indicada pela auséncia de separacao de fases.
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Tabela 1. Concentracdo em % (p/p) de tensoativo hidrofilico, lipofilico, 6leo e adgua
destilada utilizada na formulacdo para obtencdo do EHL requerido pelo 6leo da

semente de goiaba.

FORMULACOES | EHL PROCETYL | SPAN®80 | OLEO | AGUA

AWS® (%) (%) (%) (%)
Fl 43 0 5,00
F2 5,0 0,31 4,69
F3 6,0 0,75 4,25
F4 7,0 1,20 3,80
FS 8,0 1,63 3,37
F6 9,0 2,08 292

F7 10,0 2,52 2,48 5 90
F8 11,0 2,96 2 04
F9 12,0 3,21 1,79
F10 13,0 3,74 1.26
F11 14,0 4,32 0.68
F12 15,0 4,76 0.24
F13 16,0 5,00 0

4.2.10 Obtencédo das nanoemulsdes

4.2.10.1 Método de preparo das formulagcfes

As nanoemulsdes foram preparadas seguindo o método de inversao de fases,
onde, separadamente em placa agitadora com aquecimento (Fisatom, Modelo 752a)
a fase aquosa (agua destilada) e oleosa (6leo da semente de goiaba) foi aquecida
até a temperatura de 80 + 5°C. Os tensoativos (Procetyl AWS® e Span® 80) foram
adicionados na fase oleosa e para obtencéo final de 100g, as proporcoes das fases
correspondiam a 90g agua destilada, 5g 6leo de goiaba, 3g tensoativo lipofilico
(Span 80®) e 2g tensoativo hidrofilico (Procetyl AWS®). Em seguida, verteu-se
lentamente a fase aquosa sobre a oleosa em agitacéo (600 rpm) continua até que as

formulagdes atingissem a temperatura ambiente (25 + 2°C).
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4.2.10.2 Incorporacgdo do &cido hialurénico
A nanoemulsao selecionada foi testada quanto a adi¢do do acido hialurdnico
nas concentracdes de 0,2%, 0,5% e 1%. O preparo foi realizado pelo método de
inversao de fase, conforme item 4.2.10.1, com a adicdo do acido hialurénico na fase

oleosa em temperatura de 80°C £ 5°C.

4.2.11 Estudos de estabilidade preliminar
As formulacbes que apdés 24 horas de seu preparo foram consideradas
macroscopicamente estaveis e homogéneas, sem separacdo de fases, foram
expostas aos testes de estabilidade. Assim, as nanoemulsdes foram acondicionadas

apos a manipulacdo em frascos vedados, limpos, porém nao estéreis.

4.2.11.1 Avaliacdo Macroscopica
Foram analisados os sinais de instabilidade ap6s 24 horas de realiza¢do do
preparo das formulacbes. Foram avaliados o0s aspectos da instabilidade das
nanoemulsées como agregacdo, cremeacdo, coalescéncia e/ou separacdo fases,
além de aspectos fisicos como coloracao, fluidez e reflexo azulado (ROLAND et al.
2003).

4.2.11.2 Estresse de forca centrifuga
As amostras foram transferidas para tubos de ensaio graduados para
centrifuga e submetidas a centrifugacdo (Centribio), sob ciclo de 30 minutos de

duracdo a 3000 rpm (OLIVEIRA et al. 2011).
O experimento foi realizado em triplicata e a as nanoemulsdes foram
analisadas macroscopicamente quanto a homogeneidade e a ocorréncia de
separacdo de fases. Ao final do teste, para avaliar variagcbes no diametro das

particulas, foi analisada a dispersédo granulométrica das mesmas.

4.2.11.3 Ciclo Gela-Degela
As amostras foram submetidas a 4+2°C/24 horas (Geladeira, 28A) e
40+2°C/24 horas (Estufa 502, Fanem), completando assim, um ciclo. As leituras
foram realizadas antes do inicio do teste, apds 15 dias e no final do 15° ciclo (30

dias). Foram analisadas quanto a sua homogeneidade, tamanho de particula e pH.
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4.2.12 Determinagéo do pH
Determinado com auxilio de um potencibmetro (Modelo H1221-HANNA
Instruments) calibrado com pH 4,0 e 7,0, foi feita uma diluicdo aquosa 1:10 (p/p) da
amostra e inserindo o eletrodo diretamente para efetivacdo da leitura. As amostras

foram analisadas nos tempos de 24 horas de formulada, 15 e 30 dias em triplicata.

4.2.13 Densidade
Conforme a analise realizada com o 6leo de goiaba, como consta no item
4.2.1.1.

4.2.14 Comportamento Reoldgico
O comportamento reoldgico das formulacbes foi determinado através de
viscosimetro rotacional programavel da marca Brookfield (modelo DV-II, Middleboro,
USA), utilizando velocidade de rotacdo de 20 a 120 rpm, com variagcdo em intervalo
de 10 rpm (FERRARI, 2002). Os resultados da viscosidade foram obtidos utilizando

a Lei das Poténcias, dada pela formula 9:

T=k.y" (9)

Onde, T - tensdo de cisalhamento; Kk - o indice de consisténcia; y - taxa de

cisalhamento; n - é o indice de fluxo.
4.2.15 Caracterizagao das nanoemulsdes

4.2.15.1 Determinacdo do tamanho de particula, potencial zeta e indice de
polidispersao (PDI)

O diametro médio da particula e o indice de polidispersdo das nanoemulsfes
foram determinados pela técnica de espalhamento dinamico de luz e o potencial
zeta das formulagbes foi obtido pelo método de mobilidade eletroforética com a
utilizacdo do equipamento Zetasizer® Nano-ZS (Malvern, Inglaterra). As amostras
foram diluidas em agua ultrapura na razdo 1:100 e colocadas no Zetasizer® Nano
para realizacédo das leituras. As amostras foram acompanhadas apos 24 horas, 15 e

30 dias em triplicata.
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4.2.16 Doseamento do &cido hialurénico pelo método Carbazol

Inicialmente, fez-se o preparo da solucédo 0,025 M de tetraborato de sédio
decahidratado (Na,B40O7.10H,0O) em &cido sulfdrico, em seguida, 3 mL desta solucéo
foi adicionada em tubo de ensaio e resfriado a 4 °C + 2 °C. Posteriormente, 0,5 mL
da amostra com concentracdo desconhecida foi adicionada ao tubo, que ficou
mantido e fechado com papel aluminio, sob agitacdo em vortex Mixer (Vixar,
VM3000). A mistura € colocada em um banho-maria (Quimis) a 100 °C por 10
minutos e entdo, espera-se o resfriamento da mesma a temperatura ambiente.
Adiciona-se 0,1 mL da solucdo de carbazol (0,125% em etanol) com subsequente
agitacdo. Apos, a solucdo é colocada em banho-maria a 100 °C por 15 minutos
e, novamente, espera-se resfriar a temperatura ambiente. As analises foram
realizadas em triplicatas e a leitura das amostras foram analisadas em
espectrofotometro UV-Vis a 530 nm (BITTER e MUIR, 1962). A técnica foi utilizada
para construcdo da curva padrdo do AH, bem como para amostra. O doseamento
das amostras foi realizado apds 24 horas, 15 e 30 dias e os resultados foram
expostos com suas médias e desvio padrdao. Equacdo daretay = 14,567x - 2,1142 e
R*= 0,9965.

A curva padréo foi preparada em seis concentracdes diferentes: 1,5, 2,5, 5,0,
7,5, 10,0, 12,5 pg/mL. Os valores obtidos no espectrofotdbmetro foram utilizados para
plotar a curva padrdo e obter a equacao da reta, que foi utilizada para calculo das
concentracfes das amostras desconhecidas. A linearidade do método foi realizada
segundo a RE n° 899 (ANVISA, 2003).

4.2.17 Analise estatistica
Neste estudo, os resultados foram expressos como média + desvio padrao
sendo a andlise estatistica realizada em EXCEL 2010. As correlagbes entre os
dados obtidos da composicao fendlica e atividade antioxidante foram calculadas por
meio do coeficiente de correlagéo de Pearson (r) no Bioestat 5.0. Foi utilizada Anova
2 critérios para avaliar o tamanho de particulas, Pdl e potencial zeta e o tempo de

armazenamento da amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizag&o Fisico-Quimica do Oleo da semente de Goiaba
A seguranca e autenticidade de um Oleo vegetal devem ser inseridas no leque
de caracteristicas de qualidade deste (KAMM et al. 2001). Para avaliar a qualidade
do Oleo da semente de goiaba foram considerados parametros fisico-quimicos,
determinados por diferentes técnicas analiticas complexas ou mais simples, ao qual,
forneceram informacdes importantes sobre sua natureza e propriedades que estédo
relacionadas a qualidade da matéria-prima, as condicbes de processamento e

armazenamento.

5.1.1 Densidade Relativa, indice de Refracéo, lodo, Acidez, Saponificac&o
A Tabela 2 mostra as caracteristicas fisico-quimicas encontradas no 6leo de
goiaba analisado.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo da semente de goiaba (lote
AMO 104 001/0118).

Parametros Resultados
Densidade 0,911
indice de Refragéo (25 °C) 1,460
indice de lodo (gl%/100g) 134,25
indice de Acidez (mg KOH/qg) 2,12
indice de Saponificacdo (mg KOH/g) 191

A densidade do O6leo vegetal diminui linearmente com o aumento da
temperatura (RODENBUSH, HSIEH e VISWANATH, 1999), sendo influenciada pelo
comprimento da cadeia e pelo grau de insaturacdo dos acidos graxos que fazem
parte de sua composi¢cdo. Maiores comprimentos de cadeia causam menor
densidade, enquanto altos graus de insaturacdo levam a um aumento na densidade
(FATOUH et al. 2005). A densidade do 6leo da semente de goiaba encontrada neste
trabalho foi de 0,911 analisada a temperatura de 24 °C. Este valor € semelhante a
densidade dos 6leos de coco (0,908), amendoim (0,912), babagu (0,914) e semente

de uva (0,920) apresentados pelo regulamento da Comissao do Codex Alimentarius
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(1999), e ao de castanha do Para (0,911) encontrado por Muniz et al. (2015),
sugerindo que esses 0leos possuem insaturagdo similar.

O indice de refracdo avalia o grau de insaturacdo de 6leos vegetais, onde a
obtencdo de um valor alto deste parametro indica um alto grau de insaturacdo e o
comprimento de cadeia longa de &acidos graxos, sendo utilizado como critério de
qualidade na identificacdo e no controle de processos de hidrogenacdo de 6leos
insaturados (CECHI, 2003; WALIA et al. 2014). O indice de refracdo do Oleo de
goiaba foi de 1,460 a temperatura de 25 °C, que esta semelhante aos resultados
encontrados por Kobori e Jorge (2005) e Prasad e Azeemoddin (1994), 1,460 e
1,477, respectivamente, quando avaliaram o 6leo da semente de goiaba a 40 °C.
Portanto, isso demostra que mesmo com a diferenca entre as temperaturas
avaliadas, o valor do indice de refracdo encontrado nao foi alterado, onde, sabe-se
gue com 0 aumento da temperatura, a refracdo do material diminui.

O valor do indice de iodo encontrado neste trabalho foi de 134,25 gl%/100g.
Este valor € muito semelhante aos 6leos de goiaba obtidos e analisados por Kobori
e Jorge (2005) e por Prasad e Azeemoddin (1994), 134,3 gl?/100g e 134 gl?/100g,
respectivamente. Este valor € superior ao encontrado no 6leo da castanha do Brasil
(103,36 gl/100g) por Costa (2011), no 6leo de andiroba (65,4 gl%/100g) por
Vasconcelos et al. (2008) e acai (71 gl?/100g) por Pereira (2015), demonstrando um
maior grau de insaturacdo do 6leo de goiaba em relacdo a estes Oleos. O valor
encontrado nesta andlise é sugestivo do grau de pureza do Oleo vegetal analisado
bem como a auséncia de adulterantes (MAIA, 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2019).

A acidez é quase sempre acompanhada pela formacdo de acidos graxos
livres e 0 processo de decomposicao dos triglicerideos geralmente € acelerada pelo
aguecimento e pela luz (ZENI, 2010). Diversos fatores podem influenciar a acidez de
um o6leo vegetal, sendo que o principal é o tratamento dado as sementes durante a
colheita e armazenamento (ALMEIDA et al. 2011; MORETTO e FETT, 1998). O valor
do indice de acidez obtido neste trabalho para o 6leo de goiaba foi 2,12 mg KOH/g.
Segundo a RDC 270 da ANVISA (2005), o indice de acidez recomendado € no
maximo de 4 mg KOH/g para Oleos vegetais, demonstrando assim, que o valor
encontrado esta dentro do limite determinado pela ANVISA, indicando boa

gualidade.
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O indice de saponificacdo nos permite estabelecer o grau de deteriorizacao,
estabilidade e verificar se as propriedades dos 6leos estdo de acordo com as
especificacdes, identificando possiveis fraudes e adulteragbes com substancias
insaponificaveis (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004). O valor do indice de saponificacao
encontrado neste trabalho foi 191 mg KOH/g. Valor similar ao encontrado no éleo da
semente de goiaba por Prasad & Azeemoddin (1994) e Kobori e Jorge (2005),196
mg KOH/g e 189 mg KOHY/g, respectivamente, demonstrando assim que o Oleo de
goiaba ndo apresenta adulteracdo na sua obtencéo.

A oxidacdo de 0Oleos vegetais pode acarretar mudancas na alteracdo de sabor
e odor, além da reducdo do valor nutritivo. E dificil avaliar o efeito de um fator
especifico no processo de oxidacao, pois pode haver acdo simultanea. Mas sabe-se
gue quanto maior o grau de insaturacdo dos acidos graxos presentes, maior a
intensidade de oxidagdo (REGITANO-D’ARCE, 2010).

Diante dessas andlises, conhecer as propriedades fisico-quimicas do 6leo de
goiaba se fez necessario para constatar os possiveis processos de oxidacdo e
degradacdo que o 6leo pode ter sofrido, fazendo com que haja alteracdes em sua
composicdo e em seus aspectos organolépticos, comprometendo suas aplicagdes.
Porém o 6leo de goiaba possui caracteristicas boas e consistentes para seu uso.

5.1.2 Viscosidade Cinematica

O principal parametro obtido no estudo reoldgico de solucbes e substancias é
a viscosidade, onde esta € utilizada para caracterizar a textura do fluido (SANTOS,
SANTOS e SOUZA, 2005). A viscosidade em 6leos vegetais aumenta com o
comprimento da cadeia dos acidos graxos dos triglicerideos e diminui com o grau de
insaturacdo. Portanto, a viscosidade de um fluido € em funcdo da dimensédo e
orientacao da molécula (KNOTHE e STEIDLEY, 2005).

A viscosidade cinematica encontrada no 6leo de goiaba foi de 32,9 mm?s. Os
resultados da viscosidade cinematica a 40°C dos Oleos de coco babagu (29,52
mm?/s) e andiroba (40,15 mm?/s) apresentaram valores proximos ao encontrado no
Oleo de goiaba. Porem em estudos, com o0 aumento da temperatura, alguns 6leos
vegetais apresentaram valores maiores, indicando possuirem maior resisténcia as
forcas de cisalhamento a temperaturas elevadas (SYAHRULLAIL, KAMITANI e
SHAKIRIN, 2014; FILHO et al. 2016).
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De forma geral, pode-se afirmar que na temperatura de 25°C, os Oleos
vegetais tém um satisfatorio resultado de viscosidade, mas com a elevagdo da
temperatura para 40°C, ha uma reducdo natural nos valores de viscosidade. Do
ponto de vista do uso em formulacfes, quanto menor a viscosidade de um oOleo
empregado, melhor serd a qualidade de aplicacdo nos processos.

Conhecer e controlar essa propriedade € muito importante na formulacao e
preparacdo de emulsdes, cremes, géis, solucdes, entre outros produtos (SHAMES,
1999). O estudo da viscosidade é essencial para varias aplicacdes que incluem
desde os projetos e avaliacdo de processos até o controle de qualidade, a
correlagcdo com a avaliacdo sensorial e a compreensao da estrutura do 6leo de

goiaba.

5.2 Anélise espectroscopica por infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho tem o objetivo de identificar ou
mesmo determinar 0os grupos funcionais caracteristicos dos compostos organicos,
propiciando um conhecimento preliminar da sua estrutura quimica e tem sido uma
ferramenta importante no que diz respeito a andlise e avaliacdo da qualidade de
Oleos e gorduras. Os espectros vibracionais do FTIR obtidos na regido de 4000 a
500 cm™, da amostra do 6leo de goiaba est#o ilustrada na Figura 8 e as bandas com
seus grupamentos funcionais correspondentes, encontram-se na Tabela 3. A banda
em 2917 cm™ é referentes a ligacdo O-H em quelatos e a banda 2849 cm™
corresponde a cadeias carbénicas alifaticas saturadas. Vibragcfes da ligacdo C-O em
1147 cm™ é diagnostico para ligagéo éster no triacilglicerol, o maior constituinte de
um o6leo em acidos graxos de cadeia longa (COSTA et al. 2013), quando analisadas

no 6leo de goiaba.
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Figura 8. Espectros vibracionais FT-IR do éleo da semente de goiaba.
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Tabela 3. Bandas de absor¢cdes no infravermelho do 6leo da

semente de goiaba.

Faixa de absorcdo (cm™) Grupo funcional
2917 O-H
2849 C-H
1742 C=0
1453 CHz
1147 C-O
719 -(CHo)n-

A vibracdo do estriamento do grupo C=0 absorveu em, aproximadamente,
1742 cm™, que corresponde a grupos carbonilas, presentes em acidos carboxilicos e
ésteres (FERREIRA et al. 2012; JAVDINIA et al. 2013; COSTA et al. 2013), banda
também observada por (ARAIN et al. 2017) quando analisaram o 6leo obtido da
semente de goiaba extraido por Soxhlet. Foi possivel observar no espectro a banda
1453 cm™, sendo que esta banda corresponde as vibracdes de estiramento simétrico
dos radicais CH; (FIGUEIRA, 2012). A banda 1153 cm™, sugere as ligacBes éster
presentes nos triacilglicerois (FONSECA e YOSHIDA, 2009). Em 719 cm™, observa-
se as bandas de deformacgao angular (rocking).

A constituicdo quimica dos Oleos vegetais, em geral, € muito parecida. Estes

sdo compostos, principalmente por triacilglicerois, tri-ésteres formados pela ligacéo
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do glicerol com trés moléculas de acido graxo (JAVDINIA et al. 2013). Sabe-se que a
composicdo dos 4cidos graxos em Oleos vegetais apresentam diferencas. No
entanto, essas ndo sao evidentes em espectros de FTIR, devido ao fato de que a
alteracdo na composicao dos acidos graxos nao altera significativamente o niumero
de grupos funcionais ndo equivalentes. Nota-se entdo, que os dados apresentados
no espectro de absorcdo na regido do IV, sdo sugestivos da presenca de éster
graxos de cadeia insaturada.

Em estagios mais avancados da oxidacéo, ha degradacéao dos hidroperoxidos
com formacdo de compostos secundarios como aldeidos e cetonas que absorvem
em 1728 cm™ (FRANKEL, 1980), regido na qual ndo foi observada banda

caracteristica reiterando as boas condi¢des do 6leo analisado neste estudo.

5.3 Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa constitui um parametro global para a avaliagcdo da
qualidade de 6leos e gorduras que ndo depende apenas da sua composi¢cao quimica
e da qualidade da matéria-prima (HILL, 1994). Reflete também as condicfes as
quais foram submetidos durante o processamento e armazenamento (SCHAWARZ
et al. 2001; REGITANO-D'ARCE, 2010). A partir do resultado verificado pelo método
de estabilidade oxidativa determina-se o periodo de indu¢do ou indice de
estabilidade oxidativa, o qual € definido como tempo necessario para que o Oleo
atinja um nivel de rancidez detectavel ou ocorra uma brusca mudanca na taxa de
oxidacdo (MCCORD, 1994; HILL, 1994; ABDALLA e ROOZEN, 1999; REGITANO-
D'ARCE, 2010). Atualmente, este parametro € de grande valia para previsdo do
tempo de vida util de 6leos vegetais.

A analise apresentou a curva de estabilidade oxidativa versus (vs) tempo de
inducdo por oxidacdo, onde mostra um ponto que corresponde ao indice de
estabilidade oxidativa ou o periodo de inducdo de 16,04h, como podemos observar
na Figura 9. A Resolugcdo da ANP n° 14/2012, sugere que o tempo de indugao
aceitdvel deve ser de no minimo 6 horas, onde, encontramos valor
significativamente superior ao encontrado no 0Oleo analisado. Acima desse tempo
determinado, praticamente ndo existe formacdo de compostos provenientes da
oxidacdo, enquanto que abaixo do mesmo ocorre rapido aumento da taxa de

oxidacdo e formacdo de volateis. Ou seja, 6leos vegetais quando acometidos por
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maior oxidagdo apresentam diminuicdo do tempo de inducdo e do tempo de
prateleira, assim como os produtos derivados (ANTONIASSI, 2001).

Kobori e Jorge (2005) extrairam O6leos de residuos de tomate, laranja,
maracuja e goiaba e encontraram valores para estabilidade oxidativa de 14,41, 3,25,
16,50 e 20,33 h, respectivamente. Embora as estabilidades oxidativas tenham sido
medidas na mesma temperatura, os valores obtidos ndo s&o similares aos
encontrados no presente trabalho ja que os residuos eram constituidos por
sementes, fibras, cascas e resquicios de polpas, gerando, possivelmente, 6leos com
composi¢cbes quimicas diversas dos extraidos apenas das sementes das frutas.
Além disso, os 0Oleos foram obtidos em extrator Soxhlet utilizando como solvente o
éter de petroleo, gerando, possivelmente, 6leos com composi¢cdes quimicas diversas

dos 6leos das sementes de frutos extraidos por prensagem a frio.

Figura 9. Estabilidade oxidativa versus tempo de inducdo por oxida¢do (Rancimat) do dleo da

semente de goiaba.
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5.4 Analise térmica do Gleo de goiaba

A anadlise térmica de O6leos vegetais possibilita uma ampla aplicacdo para
analisar as medidas de propriedades fisicas, estudar reacdes quimicas, avaliar a
estabilidade térmica, determinar a composicdo de materiais e desenvolver
metodologias analiticas (FARIA et al. 2002). As técnicas Termogravimetria e a sua
derivada (TG/DTG), por sua vez podem ser usadas para estimular o patamar de
estabilidade destes Oleos e gorduras, sendo imprescindivel a realizacdo desta
analise, uma vez com a finalidade de uso na indastria farmacéutica e em

cosméticos.
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A DTG é a derivada primeira da TG, onde, os “degraus” correspondentes as
variacdes de massa da curva TG sdo substituidos por picos que determinam areas
proporcionais as variagbes de massa, tornando as informacdes referentes a
estabilidade térmica do oOleo de goiaba, visualmente, mais acessiveis (SILVA et al.
2007; PEREIRA, 2015). Neste sentido, a estabilidade térmica do Oleo foi
determinada pelo intervalo de tempo que a massa permaneceu inalterada.

O estudo de perda de massa através do comportamento térmico do 6leo de
goiaba extraido das sementes por prensagem a frio, € pouco visto na literatura.
Porém, o estudo da estabilidade térmica do Oleo de goiaba analisado, €
demonstrado através da curva TG/DTG em atmosfera inerte de N2 (Figura 10), onde,
apresentou extrapolacédo onset de 393,58 °C e endset 449,69 °C, com 97,48% de
perda de massa. Através da curva DTG observamos claramente um dnico pico
descendente resultado dessa perda de massa. Essa perda deve-se principalmente a
degradacdo dos &cidos graxos, tipicamente quanto maior for o grau de insaturacédo
do &cido graxo, menor a estabilidade térmica. Isso ocorre porque o ponto de
ebulicdo dos &cidos graxos insaturados € menor, em relacdo aos seus equivalentes
saturados (KOWALSKI e KOT, 1989; SOLIS-FUENTES et al. 2010; COSTA et al.
2013; CONTENTE, 2016). Com este resultado, podemos concluir que a degradacao
do 6leo de goiaba ocorre em temperaturas acima de 300 °C.

Figura 10. Curva TG/DTG do 6leo da semente de goiaba.
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5.5 Determinacéo do perfil de &cidos graxos do 6leo da semente de goiaba
por CGMS

A determinacédo do perfil de acidos graxos de Oleos vegetais e gorduras é
considerada um parametro muito importante na avaliacdo da autenticidade destes
materiais, sendo que este procedimento geralmente é realizado por meio de
cromatografia gasosa (CG) (GUNGSTONE, 2004). Os &cidos graxos sdo uma classe
de compostos que contém uma longa cadeia hidro-carbonada e um grupamento
carboxila terminal, fazendo parte de numerosas fungdes celulares como a
integridade e fluidez das membranas (YOUDIM et al. 2000).

Os resultados desta analise demonstraram que o 6leo de goiaba € constituido
por &cidos graxos insaturados, representando 94,67% em sua totalidade,
corroborando com os resultados da caracterizacao fisico-quimica. Dentre os acidos
graxos identificados, o &cido linoleico (59,19%) e o &cido oleico (25,36%) foram
predominantes com relacdo aos demais acidos, seguidos pelo palmitoleico (9,93%)
e estearico (4,71%), sendo que o estearico foi o principal constituinte dentre os
acidos graxos saturados (5,33%), como podemos observar na Tabela 4. A Figura 11

apresenta o perfil dos &cidos graxos do 6leo de goiaba.

Tabela 4. Composicao percentual dos acidos graxos presente no 6leo de goiaba.

Acidos graxos Area % Hiteratura
Arain et al., 2017 Malacrida, 2009
Acido linoleico (C18:2 n-6) 59,19 60,03 78,40
Acido oleico (C18:1 n-9) 25,36 12,57 9,74
Acido palmitoleico (C16:1) 9,93 0,13 n.d.
Acido estearico (C18:0) 4,71 9,08 4,61
Acido beénico (C22:0) 0,30 0,33 n.d.
Acido nonadecanoico (C19:0) 0,28 0,04 n.d.
Acido linolénico (C18:3) 0,19 n.d. n.d.
Acido palmitico (C16:0) 0,04 14,81 6,90
> saturados 5,33 26,45 11,85
> insaturados 94,67 73,55 88,14
> Monoinsaturados 25,36 13,40 9,74
> poli-insaturados 59,19 60,15 78,40

n.d.: valores néo informados pelos autores.
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Em recente estudo realizado por Arian et al., (2017) sobre o perfil de acidos
graxos do Oleo de goiaba, foi observado que 60,15% eram poli-insaturados,
demonstrando um resultado muito semelhante ao encontrado neste trabalho.
Malacrida (2009), ao analisar o 6leo da semente de goiaba, relatou 88,14% de
acidos insaturados, 11,85% saturados e 9,74% monoinsaturados, sendo que o
majoritario dentre todos os &cidos relatados foi acido linoleico (78,40%). As
diferencas na composicdo do 6leo goiaba podem ser explicadas por ele ser um
produto de origem natural e sua composi¢cao pode variar conforme a época e local
de coleta, além do método de extracdo, solvente e conservacdo (NASCIMENTO et
al. 2008; KUNLE et al. 2012; SILVEIRA, 2014).

Existem diversos tipos de acidos graxos, mas se tratando de aplicacbes em
cosmeéticos e produtos dermatologicos, o acido oleico, um dos principais acidos
graxos insaturados encontrados no 6leo de goiaba, pertence a classe dos lipidios
vitais na construcdo da membrana celular (YOUDIM et al. 2000). O &cido linoleico é
um dos mais importantes, pois ndo pode ser sintetizados pelos mamiferos, por ndo
possuirem a enzima delta 9-dessaturase, sendo assim chamado de acido graxo
essencial (AGE). O alto conteddo de &cido linoleico (C18:2) € extremamente
importante, pois este € um &cido graxo essencial, precursor dos demais acidos
graxos da familia 6mega-6, assim chamados por apresentarem a primeira dupla
ligacdo da cadeia no sexto atomo de carbono, contando-se a partir do grupamento
metil no final da cadeia de carbonos, além de possuirem acdo na resposta
antiinflamatoéria (CALDER, 2001; JUMP, 2002; MAHAN e KRAUSE, 2005).

Com isso, o 6leo de semente de goiaba pode ser considerado como uma boa
fonte de acido oleico e principalmente de &cido linoleico, o qual possui uma ampla
gama de aplicagfes na nutricdo, na medicina e em cosmeéticos. Os resultados desta
analise também sao Uteis para as industrias farmacéuticas que buscam estabelecer
seu perfil de controle de qualidade a partir do emprego de compostos naturais como

insumos em formulagoes.
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Figura 11. Cromatograma do 6leo da semente de goiaba com o perfil de acidos graxos.
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5.6 Determinacédo do teor de compostos fendlicos (CF) e flavonoides total

Os compostos fenodlicos (CF) agem como antioxidantes, pela sua habilidade
em doar hidrogénio ou elétrons, que impedem a oxidacao principalmente de lipideos
(SOARES et al. 2008; SILVA et al. 2010). Estdo naturalmente presentes em frutas,
sendo que apresentam altas concentragbes de determinados grupos (ALMEIDA et
al. 2006), onde, os flavonoides representam um dos mais importantes subgrupos
dos polifenois (SKERGET et al. 2005).

O teor de compostos fendlicos encontrado no 6leo da semente de goiaba
neste trabalho foi de 101,37 + 0,021 mg EAG.g™. Malacrida (2009) encontrou teores
altamente significativo de compostos fendlicos no 6leo extraido da semente de
goiaba, quando comparados ao encontrado neste trabalho, com valor de 922,62 mg
EAG.g?, analisado a partir de extracdo com alcool metilico. Em outros estudos, foi
observado que os teores foram progressivamente maiores quando analisado o
extrato das folhas de goiaba (CHEN, LIN e HSIEH, 2007; SANTOS e VIEIRA, 2010;
HAIDA et al. 2011).

As concentracfes e os tipos de substancias fendlicas em frutas e em seus
coprodutos dependerdo de vérios fatores como as diferencas de variedades,
maturacdo e estacado, fatores ambientais, tais como o tipo de solo e clima, fatores
genéticos e métodos de processamento e extracdo (MARTINEZ et al. 2012). A
recuperacdo de polifenois de materiais de plantas é influenciada pela solubilidade
dos compostos fendlicos no solvente utilizado para o processo de extragdo. Além
disso, a polaridade do solvente desempenha um papel chave no aumento da
solubilidade dos compostos fendélicos (NACZK e SHAHIDi, 2006).
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O teor de flavonoides encontrado no 6leo de goiaba analisado neste trabalho
foi de 30,29+0,016 mg QUE.g™. Estudos na literatura que relatam quantificacdes de
flavonoides no 6leo da goiaba sdo escassos, porém podemos observar uma
concentracdo significativa de flavonoides neste estudo, quando comparados aos
residuos da goiaba analisados por Amaya-Cruz et al. (2015), onde, obtiveram o teor
de flavonoides de 2,3 mg QUE.g™. Sohafy, Metwalli e Harraz (2009), demonstraram
que extratos da folha de goiaba apresentaram teor de flavonoides de 6,95 mg
QUE.g™.

As variagbes dos componentes basicos ocorrem devido a biodiversidade das
espécies resultando em composicdes diferentes dos compostos bioativos, como
flavonoides (TOLEDO e BURLINGAME, 2006). Estes sdo produzidos em resposta a
condicbes ambientais, por isso, pode-se explicar a diferenca nos teores de
flavonoides de uma mesma fruta em suas partes e regides diferentes, uma vez que
sua concentracdo pode variar em resposta ao ambiente (GOBBO-NETO e LOPES,
2007; MACEDO et al., 2013).

5.7 Determinacdo da atividade antioxidante total pela captura do radical
livre ABTS

O ABTS, expresso como TEAC (Capacidade Antioxidade Trolox Equivalente)
€ um método caracterizado pelo sequestro de radicais cations ABTSe+ por
antioxidantes presentes na reacdo em longo prazo, sendo um método indireto com
boa estabilidade (PEREIRA, 2009; TIVERON, 2010).

O O6leo da semente de goiaba apresentou atividade antioxidante de
103,17+0,73 pM TE.g™. Martinez et al. (2012) relataram que ao analisar extratos do
co-produto da goiaba, obtiveram atividade antioxidante de 20,9 pM TE.g*, ao utilizar
metanol e acetona como solventes. J4 nos estudos realizados por Sousa et al.
(2011), os valores de TEAC para os residuos da polpa de goiaba foram de 0,148 uM
TE.g' e 0,421 uM TE.g*, quando analisados nos extratos aquosos e hidroalcoélicos,
respectivamente. Rufino et al. (2010), obtiveram valores proximo ao analisar o
extrato aquoso da acerola (96,6 pM TE.g™?) e Almeida et al. (2011) relataram que as
atividades antioxidantes de algumas frutas exoticas do Brasil, como tamarindo
(Tamarindus indica), mamao (Carica papaya) ou murici (Byrsonima crassifolia) foram
8,3, 7,6 e 15,6 pM TE.g™, respectivamente, valores inferiores ao encontrado neste

trabalho quando anasalidos.
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Ferreira (2019), ao analisar o extrato lipofilico do co-produto obtido no
processamento da améndoa do tucuma, obteve 537,12 uM TE.g™”, demonstrando
gque em matrizes e métodos de extracdo diferentes os valores da atividade
antioxidante variam de forma consideravel.

O resultado da determinacdo da atividade antioxidante por ABTSe+, é
dependente do tempo de incubagéo assim como da taxa da amostra quantificada
(EVANS et al. 1996). Esta dependéncia somada a pouca seletividade do ABTS++ na
reacdo com atomos doadores de hidrogénio constituem a limitacdo desse método
(CAMPOS e LISSI, 1997). Deste modo, divergéncias nos resultados de TEAC
podem ser atribuidas a fatores limitantes como a diferenca no tempo de incubacéo
ou na estratégia de obtencédo de ABTS-+.

Com resultado a correlacdo entre a concentracdo de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante do 6leo de goiaba, obtivemos o r=0,994, demonstrando uma
correlagdo positiva, por estarem proximas de 1. Os resultados obtidos para os
compostos fendlicos demonstraram que na concentracdo analisada, eles
apresentaram atividades antioxidantes. Diversos estudos verificaram correlacdes
diretas entre os polifenois e atividade antioxidante, sendo esses 0os componentes de
maior acao antioxidante em frutas (OLIVEIRA et al. 2011; VIEIRA et al. 2011; MELO
et al. 2011).

5.8 Sistema B-caroteno/Acido Linoleico

Diante da importancia na salde humana como percursor da vitamina A,
muitos autores tem investigado a composicdo do [B-caroteno em diversas frutas,
visto que os seres humanos ndo produzem a vitamina A e com isso, devem
consumir alimentos ricos nesta provitamina, sendo a goiaba um dos alimentos mais
ricos em B-caroteno (SANTOS, 2011; OLIVEIRA et al. 2014), ao qual apresenta
capacidade antioxidante proporcionado retardo do envelhecimento e prevencdo de
véarias doencas e processos inflamatorios.

Em relacdo ao método utilizado para determinagdo do [B-caroteno, o seu
resultado é expresso em porcentagem (%) de atividade antioxidante, onde
encontramos neste trabalho 22,39% (+0,701). Para efeito de comparacéao, utilizou-se
0 antioxidante sintético Trolox, onde a porcentagem de inibicdo obteve 78%
(£3,223). Diversos estudos demonstram que a fruta in natura contém expressivos

teores de carotenoides onde ha maiores concentragcdes na sua polpa, casca e co-
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produtos (PADULA e RODRIGUEZ-AMAYA, 1986; RODRIGUEZ-AMAYA, 2001,
FERREIRA, 2019) e, por conseguinte menor em suas sementes como observamos
neste trabalho.

O B-caroteno é o caroteno mais ativo em termos nutritivos e integra 15 a 30%
da totalidade dos carotenos séricos (HORST e MORENO, 2009). Atualmente, ndo
existe uma dose diéria recomendada para os carotenoides e o consumo de grandes
quantidades de B-caroteno na sua forma natural ndo representa qualquer perigo
para a saude (GORDON, 2012).

Os carotenoides, como [(-caroteno, sao antioxidantes que podem ser
utilizados na aplicacdo cosmética diminuindo o fotoenvelhecimento e contra a agédo
de radicais livres prevenindo o desenvolvimento de rugas (DARVIN et al. 2008). Um
estudo realizado com 40 mulheres saudaveis que apresentavam sinais de
envelhecimento cutaneo demostrou que um tratamento combinado de carotenoides
(oral e tdépico) promoveu uma maior reducdo da peroxidagdo lipidica, devido a
melhoria da elasticidade cutanea (PALOMBO et al. 2007).

Com base nos resultados encontrados na caracterizacdo do 6leo de goiaba,
observamos que o 6leo de goiaba apresentou boa estabilidade e conservagdo. Os
valores encontrados para os compostos fendlicos e atividade antioxidante foram
promissores. Assim, infere-se que estes servem de base para estudos futuros que
busquem novas fontes naturais de compostos com esta propriedade, tornando-se
uma nova proposta para a indastria farmacéutica, a partir do desenvolvimento de
diferentes cosméticos e suplementos nutricionais que podem contribuir na

prevencao do envelhecimento prematuro da pele.

5.9 Estudos de pré-formulacao
5.9.1 Determinac¢éo do EHL e obtenc¢&o das nanoemulsdes
O valor de EHL requerido para um Oleo pode ser determinado através do
preparo de diversas emulsfes variando as porcentagens dos tensoativos de
diferentes EHL e levando em consideracdo a solubilidade da cadeia lipidica dos
tensoativos presentes na fase oleosa, obtendo-se emulsdes mais estaveis
(BECHER, 2001; LACHMAN, LIEBERMAN e KANIG, 2001).
Esta fase foi realizada com os tensoativos Procetyl AWS®/Span® 80, onde o
estudo do EHL requerido do 6leo de goiaba mostrou que a F6 foi a mais estavel e

nao houve separacao de fases apos 24 horas da manipulacdo com valor de EHL 9,0
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(Tabela 5), proporcionando o seguimento do trabalho e incorporagcdo do AH na
formulagdo. Zanin et al. (2002) e Santos (2006), determinaram o EHL de 6éleos
vegetais e constaram que a maioria possuem EHL entre 7,0 e 12,0, demonstrando

assim que o 6leo de goiaba encontra-se nessa faixa.

Tabela 5. Comportamento das emulsdes nas concentragdes pré-estabelecidas de

Procetyl AWS® e Span® 80 para determinacdo do EHL do 6leo da semente de

goiaba.
- PROCETYL AWS® SPAN® 80 -
FORMULAGOES  EHL EMULSAO
(%) (%)

F1 4,3 0 5,00 CR
F2 50 0,31 4,69 SF
F3 6,0 0,75 4,25 SF
F4 7,0 1,20 3,80 SF
F5 8,0 1,63 3,37 LS
F6 9,0 2,08 2,92 ES
F7 10,0 2,52 2,48 LS
F8 11,0 2,96 2,04 LS
F9 12,0 3,21 1,79 SF
F10 13,0 3,74 1,26 SF
F11 14,0 4,32 0,68 CR
F12 15,0 4,76 0,24 CR
F13 16,0 5,00 0 CR

Legenda: SF: Separacao de Fases; ES: Estavel; LS: Leve Separa¢éo; CR: Cremeacao.

A escolha de se utilizar uma mistura de um tensoativo hidrofilico e um
lipofilico é justificada por formar emulsdées mais estaveis. Os tensoativos Span® 80 e
Procetyl AWS® sao recomendados para o processo de emulsificacédo, pois sdo bons
estabilizadores. Além disso, o Span® 80 apresenta semelhancas quimicas
estruturais com o0 Oleo de goiaba e quando os tensoativos possuem cadeia
carbOnica similares, a obtencdo de emulsdes mais estaveis é facilitada, além da
presenca de insaturacdo na cadeia desse tensoativo ndo—inico estar relacionada a
formacdo de emulsbes com particulas menores (MELO-ESPINOSA et al. 2016;
NEJADMANSOURI et al. 2016).
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O tensoativo utilizado, Procetyl AWS®, também classificado como néo-ibnico
da classe dos polietilenos e polioxipropilenos, pode ser usado em preparagdes de
uso tépico, numa concentracéo de até 60% sem provocar danos ao usuario (ROCHA
E SILVA et al. 2010).

Sistemas de liberacao de farmacos estabilizados com tensoativos nao-iénicos
sao, geralmente, menos afetados pela presenca de aditivos e mudancas de pH que
0s tensoativos idGnicos, além de serem mais seguros e menos susceptiveis em
causar irritacdo, reduzindo a complexidade do sistema e a possibilidade de
toxicidade (LAWRENCE e REES, 2000; URBAN, 2004).

O método de emulsificacdo de baixa energia faz uso das propriedades fisico-
guimicas do sistema para formar nanoemulsfes, pois se aproveita da energia
envolvida no processo de inversdo de fases que ocorre durante a emulsificacdo
(SOLANS et al. 2005). A partir da determinagcdo do EHL do Oleo de goiaba e
obtencdo de uma emulsdo estavel, o acido hialurénico foi incorporado em trés
concentracfes diferentes: 0,2%, 0,5% e 1,0%. As formulacbes mantiveram-se
estaveis apos 24 horas, possibilitando o segmento do trabalho.

Achados na literatura demonstram que de acordo com o aumento da
temperatura de emulsificacdo ocorre uma diminuigdo na viscosidade da fase oleosa,
diminuindo assim, as forcas de coesdo entre as moléculas e facilitando a
solubilizacdo do 6leo no tensoativo, 0 que proporciona a formacédo de glébulos de
pequeno diamentro (LIU et al. 2006).

Ao se trabalhar com o &cido hialurénico, estudos demonstram que as formas
farmacéuticas ndo devem ser aquecidas a temperaturas acima de 80°C e o
acondicionamento deve ocorrer em recipientes ao abrigo de calor, luz e umidade
(BROWN e JONES, 2005). A concentracdo de uso do sal incorporado a produtos
cosmeéticos é de 0,05 a 1%, mas na forma de solucdo, a faixa de concentracao € de
1% a 3%, sendo que resultados de um estudo indicaram que todas as formulacdes
de &cido hialurénico a 0,1% levaram a uma melhoria significativa na hidratacdo e
elasticidade da pele (BATISTUZZO, ITAYA e ETO, 2011; PAVICIC et al. 2011).

As nanoemulsdes do 6leo de goiaba com &cido hialurénico preparadas nesse
trabalho nas diferentes concentragbes 0,2%, 0,5% e 1,0%, apresentaram
transluscéncia e fluidez, sem qualquer indicio de degradacdo por perda de

estabilidade, ao qual sédo caracteristicas essenciais neste sistema emulsionado.
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5.10 Estudos de estabilidade preliminar
O estudo de estabilidade preliminar visa auxiliar a triagem das formulacdes,
indicando quais estdo mais estaveis apds as analises ao qual a amostra é
submetida, ao invés de determinar a vida Gtil do produto (ANVISA, 2004). Apés 24
horas as formulacdes selecionadas para prosseguir o estudo, apresentaram as
mesmas caracteristicas macroscopicas sem evidéncias de instabilidade e ao final da

centrifugacéo nédo ocorreram alteracdes no sistema disperso (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise macroscopica e comportamento da formulacdo apos
centrifugagao.

Estabilidade Preliminar

Formulacdes Macroscopia

Centrifugacao

Aspecto Coloracéao
Goiaba* Leitosa, Fluida Branca azulada Sem alteracdo
GAHO0,2% Leitosa, Fluida Branca azulada Sem alteracdo
GAHO0,5% Leitosa, Fluida Branca azulada Sem alteracdo
GAH1,0% Leitosa, Fluida Branca azulada Sem alteracdo

*. Formulagdo sem o acido hialurénico; GAH: Formulagbes com o acido hialurbnico e suas

respectivas concentracoes.

O teste de centrifugacédo acelera a desestabilizacdo do produto e simula seu
periodo de validade. Se for assumido que a estabilidade é diretamente proporcional
a forca gravitacional atuante sobre as goticulas, o comportamento em longo prazo
do sistema disperso pode ser estimado pela centrifugagcdo em velocidades
moderadas (LATREILLE e PAQUIN, 1990). A vida de prateleira em condicdes
normais de estocagem pode ser prevista pela observacdo da separacdo da fase
dispersa, devido a cremeacdo ou coalescéncia quando a emulsdo é exposta a
centrifugacéo. De acordo com os resultados obtidos, as emulsdes apresentaram-se
fisicamente estaveis conforme literatura (MASSON et al. 2005).

O controle do pH é fundamental para determinar a estabilidade das
nanoemulsdes, onde variagfes indicam a ocorréncia de reacbes que degradam o
Oleo. As emulsdes preparadas com oOleos vegetais podem exibir um decréscimo do
pH pela hidrélise dos ésteres de acidos graxos em acidos graxos livres, que é o
produto majoritario de degradagdo (MASMOUDI et al. 2005).



58

Observa-se que de acordo com o aumento da concentragdo do AH, o pH das
formulagbes foram aumentando, onde estudos demonstram que o pH final das
formulacbes que contém AH tendem a ficar em torno de 55 — 7,5 (BROWN e
JONES, 2005). A Tabela 7 reune os resultados obtidos pela determinacéo do pH nas
formulagbes que foram submetidas a temperatura ambiente (25+2°C), geladeira
(4+£2°C) e estufa (40+£2°C), para constatacdo de alteracdes de acordo com a
mudanca de temperatura no decorrer do tempo. As nanoemulsdes com incorporacao
do AH nao variaram de pH de forma signficativa, mantendo-se entre 5,64 (GAH0,2%
em temperatura ambiente, 24h) a 6,45 (GAH1,0% em temperatura ambiente, 15

dias), no periodo analisado.

Tabela 7. Determinacédo do pH e desvio padrdao das nanoemulsdes apds 24h, 15 e
30 dias.

. N pH
Condicéo Formulacgdes : :
24h 15 Dias 30 Dias
Goiaba* 5,08£0,026  5,22+0,115 5,100,033
Temperatura
. GAHO0,2% 5,640,108  5,71+0,057 6,24+0,040
Ambiente
GAHO0,5% 6,340,025  6,35+0,119 6,33+0,025
(25+2°C)
GAH1,0% 6,39+0,005  6,45+0,030 6,42+0,011
Goiaba* 6,01+0,054  6,11+0,060 6,08+0,022
Geladeira GAHO0,2% 6,35+0,010 6,17+0,036  6,23+0,025
(4£2°C) GAHO0,5% 6,35+0,083  6,37+0,020 6,27+0,037
GAH1,0% 6,36+0,028  6,37+0,025 6,40+0,017
Goiaba* 5,01+0,012  5,28+0,031 5,21+0,016
Estufa GAHO0,2% 5,92+0,046  6,09+0,043 6,18+0,040
(40+2°C) GAHO0,5% 6,31+0,030  6,32+0,036  6,35+0,015
GAH1,0% 6,37£0,107  6,42+0,015 6,33+0,102

*. Formulacdo sem o acido hialurbnico; GAH: Formulagdes com o &cido hialurbnico e suas

respectivas concentragdes (média e desvio padréo).

As formulagbes destinadas ao uso topico devem possuir valor de pH proximo
ao da pele (4,0 & 7,00 a fim de evitar alteracdes fisiolégicas que possam
comprometer sua integridade (OLIVEIRA, 2008). Nesse contexto, as nanoemulsdes

obtidas com e sem o AH encontram-se estaveis, dentro da faixa de pH e séo
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promissoras para aplicacao tdpica ao qual o estudo se propde.

5.11 Densidade e Viscosidade das Nanoemulsdes

A determinacdo das densidades das formulacGes realizadas a 25 °C variou
entre 0,992 a 1,004 (Tabela 8), valores um pouco proximo da densidade do éleo
0,911, bem como, préximo da agua 1,00, resultados compativeis com a literatura
(SILVA JUNIOR et al. 2013). Apesar de estarem em menor propor¢ao, Os
surfactantes Procetyl AWS®, e Span 80®, também possuem densidades proximas a
1, sendo 1,05 e 1,00, respectivamente, proporcionando um sistema com estes

valores.

Tabela 8. Determinacao da densidade e viscosidade das formulacdes.

Comportamento Reoldgico

Formulagdes Densidade _ : :
Indice de fluxo Viscosidade (cP)
Goiaba* 1,004 0,41 8,61
GAHO0,2% 0,998 0,34 6,38
GAHO0,5% 1,002 0,38 7,37
GAH1,0% 0,992 0,51 6,69

* Formulagdo sem o acido hialurénico; GAH: FormulagBes com o acido hialurbnico e suas

respectivas concentracoes.

A viscosidade € uma caracteristica importante porque determina a facilidade
ou dificuldade de escoamento. Em nanoemulsédo, este parametro pode estimar a
estabilidade do sistema e o tempo de vida 0til da amostra para testes (SILVA
JUNIOR, et al. 2013).

As formulagbes foram testadas a temperatura controlada de 25+2°C e
apresentaram indice de fluxo n < 1 (Tabela 8), significando que elas apresentaram
comportamento pseudoplastico (dependente do tempo e diminui a viscosidade com
a taxa de cisalhamento). Quando submetidas a uma tenséo de cisalhamento, suas
particulas tendem a se orientar na diregdo da forgca aplicada e quanto maior esta
forca, consequentemente, menor serda a sua viscosidade aparente (NUNES et al.
2017). As formulacbes apresentaram baixa viscosidade aparente, 0 que ja era

esperado devido ao tamanho reduzido das particulas das nanoemulsdes.
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5.12 Caracterizagao das nanoemulsdes

5.12.1 Determinacdo do Tamanho de Particula, indice de Polidisperséo (PDI)
e Potencial Zeta

A determinacdo do didmetro de goticula e da sua distribuicdo é uma analise
fundamental nas nanoemulsdes. Os limites de didmetro s&o relacionados a
estabilidade do sistema (cuja desestruturacdo € manifestada pela fusdo de goticulas,
levando a coalescéncia), bem como a seguranca do sistema de acordo com a via de
uso (BRUXEL et al. 2012). Formulagbes contendo os menores diametros tendem a
ser fisicamente mais estaveis, sendo o didmetro influenciado pela composicao quali-
e quantitativa das formulacdes e pelo método de preparo utilizado. Uma variacdo na
concentracdo de 6leo e tensoativos/cotensoativos utilizados nas formulacdes podem
aumentar ou diminuir significativamente o diametro (JUMAA et al. 1999; MARTINI et
al. 2007).

Analisando-se o0s tamanhos de particulas em diferentes temperaturas,
demonstrado pela Tabela 9, pode-se observar que houve variacdo de 98,5nm (GHA
0,2% 30 dias, geladeira) até 154,1nm (Formulacdo Branca 24h, ambiente). Foi
constatado que o método de emulsificacdo escolhido é aceitavel, pois ocorreu uma
tendéncia na diminuicdo dos tamanhos para a maior parte das formula¢cdes no
decorrer do estudo, sendo que todas as formulacées se encontraram com tamanho
excelente, onde para cosmésticos os valores devem estar entre 50 e 200

nandmetros para que haja boa absorcao e fixacdo na pele.
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Tabela 9. Tamanho (nm) das formulagBes apds 24h, 15 e 30 dias.

Tamanho (nm)

Condicéo Formulacdes : :
24h 15 Dias 30 Dias
Goiaba* 154,1+0,52  147,3+0,51 141,0+1,06
Temperatura

_ GAHO0,2% 105,7+0,98  104,4+0,88 102,2+0,92

Ambiente
GAHO0,5% 112,6+0,50 108,7+0,23 107,5+0,32

(25£2°C)
GAH1,0% 132,3+0,09  131,5+#1,76 131,6%0,95
Goiaba* 146,2+1,87  144,5+0,20 144,7+2,27
Geladeira GAHO0,2% 99,2+1,17 98,7+0,24 98,5+0,68
(4£2°C) GAHO0,5% 112,2+0,18 106,6+£0,37 106,2+0,20
GAH1,0% 133,8+1,04  133,6£0,55 133,0+1,27
Goiaba* 145,5+0,66  145,9+0,40 144,2+0,86
Estufa GAHO0,2% 107,1+0,15  108,9+0,66 107,6+0,37
(40£2°C) GAHO0,5% 135,7+0,54  129,4+1,04 108,3+0,55
GAH1,0% 132,9+0,66  132,4+0,86 132,1+0,72

*: Formulag&o sem o &cido hialurdnico; GAH: Formulagdes com o &cido hialurbnico e suas
respectivas concentragdes (média e desvio padrao).

Apbs a incorporacdo do AH na formulacdo, constatamos que houve uma
diminuicdo no tamanho em relacdo a formulacédo branca. Apesar desta tendéncia na
diminuicdo dos tamanhos no decorrer dos 30 dias, quando foi aplicado o Teste F
(Andlise de Variancia) para tamanhos entre os grupos de tempos 24h e 30 dias,
encontrou-se o F = 1,267, valor abaixo do F Critico, com valor de p > 0,05,
demonstrando que néo existe diferenca significativa entre os dois grupos de tempos.

Os tamanhos de particulas encontrados proporcionam uma reducéo da forca
gravitacional e consequentemente o vencimento desta forca pelo movimento
browniano indicando que ndo ocorrerdo processos de cremeacdo ou sedimentacao,
evitando a floculacdo e mantendo o sistema disperso e estavel, além de facilitar a
permeacdo do ativo na pele devido o tamanho reduzido. Nas Figuras 12, 13, 14 e
15, podemos observar que as formulagbes encontraram-se monodispersas apos 30

dias.



Figura 12. Tamanho de particula da formulacao branca, ap6s 30 dias.
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Figura 13. Tamanho de particula formulagdo com concentracdo de 0,2% de AH, apds 30 dias.
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Figura 14. Tamanho de particula formulagao com concentracdo de 0,5% de AH, apos 30 dias.
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Figura 15. Tamanho de particula formulagdo com concentracdo de 1,0% de AH, apos 30 dias.
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O indice de polidispersividade (PDI) € uma medida que avalia a
homogeneidade da dispersdo em relacdo ao diametro, com variacdoes de 0 a 1.
Valores préximos de zero indicam homogeneidade da dispersdo, enquanto valores
gue se aproximam de 1 indicam alta heterogeneidade (YUAN et al. 2006). O PDI dos
sitemas coloidais mostrou-se bastante variado entre as diferentes formulacdes e
tempos, ndo demonstrando uma tendéncia evidente, porém pode-se dizer que
possui leve tendéncia ao aumento do seu valor no decorrer no estudo. Para a
polidispersividade o ideal de um sistema nanoestruturado é que apresente valores
até 0,3. De forma geral, os sistemas coloidais aqui obtidos elucidaram valores do
PDI com variacdo de 0,01 (GAH 1,0% 24h, geladeira) até 0,22 (GAH 0,5% 24h,
ambiente), onde os menores valores ocorreram apds os 30 dias de analise,
indicando sua tendéncia a uma condicdo estavel devido uma maior homogeneidade

do sistema nesse periodo (Tabela 10).

Tabela 10. indice de Polidispersdo (IP) das formulacdes apds 24h, 15 e 30

dias.
_ PDI
Condicéo Formulagdes : :
24h 15 Dias 30 Dias
Goiaba* 0,14+0,02 0,09+0,01 0,06+0,02
Temperatura
_ GAHO0,2% 0,09+0,01 0,09+0,01 0,10+0,02
Ambiente
GAHO0,5% 0,22+0,01 0,14+0,01 0,11+0,01
(25£2°C)
GAH1,0% 0,09+0,01 0,09+0,02 0,09+0,01
Goiaba* 0,05+0,02 0,07+0,01 0,08+0,01
Geladeira GAHO0,2% 0,14+0,01 0,10+0,01 0,08+0,01
(4£2°C) GAHO0,5% 0,11+0,01 0,10+0,01 0,10+0,01
GAH1,0% 0,01+0,01 0,10+0,01 0,09+0,01
Goiaba* 0,08+0,01 0,08+0,01 0,05+0,01
Estufa GAHO0,2% 0,23+0,01 0,10+0,01 0,10+0,02
(40£2°C) GAHO0,5% 0,09+0,01 0,24+0,01 0,09+0,01
GAH1,0% 0,09+0,01 0,09+0,01 0,09+0,01

respectivas concentragdes (média e desvio padrao).

*: Formulagdo sem o &cido hialurdnico; GAH: Formulagdes com o &cido hialurénico e suas
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Assim, quando foi aplicado o Teste F (Analise de Variancia) para PDI entre
0s grupos de tempos 24h e 30 dias, encontrou-se o F = 13,64, valor acima do F
Critico, com valor de p < 0,05, demonstrando que existe diferenca significativa entre
os dois grupos de tempos.

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das goticulas, o qual é
influenciado pelas mudangas na interface com o meio dispersante, em razdo da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcdo de
espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo, determinado pela
eletroforese (SCHAFFAZICH et al. 2003).

Em relacdo ao potencial zeta (Tabela 11), tem-se que as formulacbes na
condicdo da temperatura ambiente apresentou um comportamento crescente dos
valores de potencial zeta, mas nas formulacfes da geladeira e estufa ndo foram
observados valores considerados suficientes para que tivesse um grande efeito de
estabilizacdo eletrostatica dos glébulos, o que j& era esperado, devido ao fato de os
tensoativos empregados serem nao idnicos, tendo em vista que houve variacao
entre -19,6 (GHAO0,2% 24h, geladeira) até -35,8 (Formulacdo Branca, 15 dias,
geladeira). Ao final dos 30 dias as formula¢Bes se mantiveram com valores proximos

a -30,0, ao qual séo valores ideais de potencial zeta.



Tabela 11. Determinagéo do Potencial Zeta das formulacdes apos 24h, 15 e

30 dias.
. Potencial Zeta (mV)
Condicéo Formulacgdes : :
24h 15 Dias 30 Dias
Goiaba* -28,910,45  -29,8+1,32 -34,5+1,78
Temperatura
. GAHO0,2% -27,4+2,42  -27,840,35 -30,9+2,63
Ambiente
GAHO0,5% -24,5+0,30  -26,2%3,33 -28,3+2,44
(25£2°C)
GAH1,0% -24,4+0,89  -29,7+0,35 -31,1+0,35
Goiaba* -35,6£1,73  -35,8+2,00 -31,2+2,01
Geladeira GAHO0,2% -19,6+2,09  -28,7£2,80 -30,0+1,16
(4£2°C) GAHO0,5% -30,5+0,30  -25,6%1,72 -31,9+2,40
GAH1,0% -31,3+0,40  -26,8+0,64 -29,1+0,92
Goiaba* -32,9+£1,14  -30,7+3,72 -27,5+1,59
Estufa GAHO0,2% -27,4+1,81  -22,840,43 -31,0+2,46
(40£2°C) GAHO0,5% -30,2+1,11  -28,0%0,79 -28,3+2,44
GAH1,0% -28,4+1,19  -25,0+0,50 -29,1+0,92

*: Formulagdo sem o &cido hialurdnico; GAH: Formula¢des com o &cido hialurénico e suas

respectivas concentragdes (média e desvio padrao).

Quando foi aplicado o Teste F (Analise de Variancia) para Potencial Zeta
entre o0s grupos de tempos 24h e 30 dias, encontrou-se o F = 4,82, valor acima do F
Critico, com valor de p < 0,05, demonstrando que existe diferenca significativa entre
os dois grupos de tempos.

A partir dos resultados obtidos na caracterizagdo morfoldgica das
nanoemulsdes, podemos considerar as formulacdes estaveis, onde o potencial zeta
demonstra uma forca existente que supera a tendéncia natural a agregacao
(SCHAFFAZICK et al. 2003). O tamanho de particula de todas as formulacdes
durante o periodo de estudo, evidenciou um sistema monodisperso e homogéneo,
mostrando que o método de inversdo de fase com baixo aporte de energia, foi

eficiente para desenvolvimento das nanoemulsdes contendo AH.

5.13 Doseamento do acido hialurénico pelo método Carbazol
O método utilizado para quantificagdo do acido hialurénico € por colometria
pelo método do carbazol (BITTER e MUIR, 1962). A curva analitica do AH
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elaborada, foi feita em agua destilada, onde a quantificacdo do &acido hialurdnico
mostrou linearidade na faixa das concentrac¢des utilizadas (1,5, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0,
12,5 pg/mL). A Figura 16 representa a curva analitica de acido hialurénico usando
como solvente dgua que apresentou equacdo da reta y = 14,567x - 2,1142 e

coeficiente de correlacdo de 0,9965.

Figura 16. Curva analitica do acido hialurénico usando como solvente agua destilada.
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Para o doseamento do AH, em todas as formulagbes foi tomado como
partida concentracdes teodricas equivalentes a 9,9 ug/mL. Podemos observar (Tabela
12) que apods 30 dias de analises a formulagdo de AH a 1,0% foi a que se manteve
mais estavel com menor perda durante o periodo analisado, ao qual, no final do
experimento foi constatado 88,78% de AH incorporado na formulacao,

representando um excelente teor para aplicacdo dermatoldgica.



Tabela 12. Concentracdes de AH (ug/mL) nas formulacdes no decorrer de 30 dias.
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CONCENTRACAO EXPERIMENTAL

) CONCENTRACAO PERCENTUAL EXPERIMENTAL (%)
FORMULAGCOES j (UG/ML)
TEORICA (LG/ML)
24h 15 DIAS 30 DIAS 24h 15DIAS 30 DIAS
GAHO,2% 9,06:0,02  8,84+0,01  7,97+0,01 91,51 89,29 80,50
GAHO0,5% 9,90 9,11+0,01  8,68+0,02  8,63+0,01 92,02 90,41 87,17
GAH1,0% 8,96+0,01  8,81+0,04  8,79+0,02 90,50 88,99 88,78

GAH: Formulagfes com o acido hialurénico e suas respectivas concentracdes (média e desvio padréo).
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Segundo alguns estudos, os antioxidantes naturais presentes em alguns
vegetais podem auxiliar na resposta enddgena e contribuir para depuracdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs). A incorporacao dos 6leos e extratos vegetais
em bases para fins cosméticos é uma pratica bastante difundida, sendo de
fundamental importancia a escolha adequada da base a qual os principios ativos de
uso topico serdo incorporados, garantindo, assim, a estabilidade e absorcdo dos
principios ativos e, consequentemente, obtencéo de seus efeitos farmacodinamicos
esperados (SOUZA e FERREIRA, 2010).

Assim, a incorporagdo do AH em sistema nanoemulsionado a base de 6leo
de goiaba por método de preparacdo envolvendo baixa energia foi visto como
processo simples e de baixo custo, atrativo para o estudo em bancada, quanto para
a producdo em escala industrial.

O controle de qualidade fisico-quimico e a investigacdo da atividade
antioxidante do 6leo mostraram-se que o 6leo de goiaba pode ser empregado para o
desenvolvimento de sistemas nanoemulsionados, por método de preparacdo
envolvendo baixa energia, o que torna o processo de baixo custo e atrativo para o
estudo em bancada, quanto para a producdo em escala industrial. O AH uma
molécula importante no processo do antienvelhecimento, o seu emprego e estudo
tem sido extenso, especialmente em novas formas de liberacdo em nanoescala, que
facilita sua penetracdo cutanea. Assim, as nanoemulsfes a base de 6leo de goiaba
mantiveram-se estaveis e com concentracbes de AH desejaveis para via de

adminsitragao que o trabalho prop0s.
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6 CONCLUSAO

O controle de qualidade fisico-quimico do 6leo de goiaba foi necessario para
avaliar suas caracteristicas frente a literatura, bem como, verificar perante padroes
aceitaveis pela legislacdo brasileira. A realizagdo dos ensaios de caracterizacao faz
parte para aplicacdo do 6leo como base de uma formulacdo cosmeética para
aplicacao topica. No perfil de acidos graxos do 0Oleo, constatou-se o predominio de
acidos graxos mono e poli-insaturados, como os acidos linoleico e oleico.

A espectroscopia na regido do infravermelho revelou bandas caracteristicas
dos grupos funcionais existentes nas cadeias carbbnicas dos acidos graxos. E a
avaliacdo da estabilidade oxidativa do 6Oleo revelou que este apresenta um tempo de
inducdo acima de 15 horas. A analise térmica mostrou um perfil tipico de 6leos
vegetais, onde a degradacao térmica ocorre acima de 300 °C.

Os elevadores teores de compostos fendlicos e flavonoides presentes no 6leo
das sementes de goiaba conferiu a ele, excelente atividade antioxidante. Assim,
tem-se uma alternativa de fonte nova e acessivel de antioxidante natural que pode
ser utilizada em formulacdo cosmética.

Constatou que o EHL do 6leo de goiaba foi 9,0 e 0 método de inversao de
fases foi eficiente na preparacdo das nanoemulsdes. O pH foi aceitavel para uso
dermatolégico ndo havendo grande variagcdo durante o periodo do estudo. A
densidade das formulacdes foi préxima do componente majoritario e a viscosidade
apresentou comportamento ndo newtoniano, pseudoplastico, ao qual € caracteristico
de produtos cosméticos.

As nanoemulsdes contendo acido hialurénico foram caracterizadas com
resultados interessantes de tamanho de particula, PDI, potencial zeta e elevado teor
do AH nas formulacdes, apresentando-se estaveis para que se pretende direcionar.
Observou-se que o AH nédo degradou de forma significativa no decorrer de 30 dias,
nas diferentes condi¢cdes de armazenamento.

O dleo de goiaba utilizado como base da nanoemulséo tem efeito antioxidante
(contra os radicais livres) e apés incorporacdo do AH que possui efeito tensor
(favorece o tonus e a firmeza da pele) proporcionou uma proposta de cosmeético que
concede uma hidratagéo profunda e promove a renovacgéo celular. Outros estudos,
como de liberagcéo e permeacgédo devem ser realizados como proposta de segmento

deste trabalho.
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ANEXO
LAUDO ACIDO HIALURONICO

CERTIFICADO DE ANALISE

PAG 4
DATAHORA: 040172018 1502 18
Laudo: 0001513/2017

Nota Fiscal: 238627

Cliente: THERAPEUTICA COMERCIO DE MEDICAMENTOS LT
Produto: ACIDO HIALURONICO-1% - 100G

Nome Quimico: SODIUM HYALURONATE;

Cédigo Produto: 006556
Lote Original: 32222

METHYLPARABEN

Origem: BRASIL Fabricagdo:  01/06/2017
. d 19
Procedéncla: 1-Produto Naclonal Validade:  30/08/20

Fabrizante: CASA SIENA FRAGRANCIAS LTDA. EPP .

oce:
ocr:
CAS: 9067-32-7; 99-76-3

Lote Interno: PS-008531/F01

Manuselo @ Armazenamento Armazenar em local seco e refrigerado,
De ou Absorva com arela, serragem ou material Inerte. Lavar o local com agua.
Caracteristicas Espocificaglo Resultado Método

APARENCIA LIQUIDO SEMI VISCOSO DE ACORDO FABRICANTE
COR INCOLOR DE ACORDO FABRICANTE
QOOR CARACTERISTICO DE ACORDO FABRICANTE
PH 5.50-6.50 628 FABRICANTE
VISCOSIDADE ( VISCO BASIC - FUNGILAB § A 25°C) 6.300 - 16,600 cPs 9730 FABRICANTE
DENSIDADE 0.980 - 1.080 1.014 FABRICANTE
TOTAL DE MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS (uleg) COUFC/g DE ACORDO FABRICANTE
PATOGENICOS AUSENTES DE ACORDO FABRICANTE
LEVEDURAS E FUNGOS (USP) <10UFClg DE ACORDO FABRICANTE

Referéncia: ESPECIFICAGOES DO FORNE!

CEDOR.
Resultado: APROVADO DE ACORDO COM AS ESPECIFICAGOES DO FABRICANTE.

ESTE LAUDO E COPIA FIEL DO ORIGINAL.
s
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CAMILA SANTANA OUVEIRA

RESPONSAVEL TECNICA
CRE/SP: 59.406

PHARMASPECIAL ESPECIALIDADES QUIMICAS E FARMACEUTICAS LTDA
Morada das Estrelas, 55 - Jd. N. ltapevi - ITAPEV - §p
Fone: 114151.9000 - CNPJ: 65.678.617/0001-06 - LE: 373.083.103.117
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