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REsSuUMO

Neste trabalho técnicas fototérmicas e convencionais foram aplicadas no estudo
de biomaterias. A espectroscopia fotoacustica foi utilizada para avaliar a penetragdao de
um fitofarmaco, de um fotoprotetor e de uma infusao aplicados topicamente na pele e na
mucosa bucal. Como a acao do fitofarmaco depende de sua penetracao através da pele até
a derme, foi necessario um estudo de perfil de profundidade para que se pudesse
acompanhar o comportamento do referido medicamento na pele em fungdao do tempo de
tratamento. A espectroscopia fotoacustica também foi aplicada para a avaliagdo da acao
de uma infusao conhecida popularmente e at¢ mesmo indicada por médicos e dentistas no
tratamento de processos inflamatorios dento-alveolares. Um estudo adicional da
penetracdo da infusdo foi realizado para melhor avaliar sua possivel acdo. No terceiro
estudo a técnica foi empregada na caracterizagdo de um extrato bruto de um fitofarmaco e
de suas fracdes que apresentaram uma possivel acao fotoprotetora. A analise dos espectros
de absorcao e transmissao dessas substancias levou a formulacao de um fotoprotetor. Este
teve sua acdo, tempo de permanéncia e taxa de penetracdo avaliados em experimentos
realizados “ex vivo”. Na segunda etapa do trabalho, foram estudas as propriedades opticas
e térmicas de Oleos submetidos ao processo de fritura, utilizando-se as técnicas
fototérmicas, a calorimetria de relaxacao térmica, técnicas interferométricas e medidas de
densidade de massa. Avaliar fatores que possam contribuir para definir limites para
reaproveitamento destes oleos, assim como diferenciar os dois tipos de 6leos empregados
nortearam a analise dos parametros obtidos. Um estudo adicional foi realizado com a
espectroscopia fotoacustica com o objetivo de comprovar a capacidade de complexagao
da B-ciclodextrina no processo de remocao do colesterol da manteiga. Os resultados deste
trabalho demonstraram mais uma vez que as técnicas fototérmicas sdo ferramentas
tecnoldgicas que podem auxiliar no processo de controle de qualidade de medicamentos e
para a analise de alimentos in natura e processados. A validacdo destes estudos, assim
como sua ampliagdo para outros sistemas, pode resultar no estabelecimento de novos
padrdes para serem utilizados na certificagdo de conformidade de biomaterias utilizados
pela populacao.



ABSTRACT

In this work photothermal and conventional techniques were employed to study
biomaterials. The photoacoustic spectroscopy technique was used to evaluate the
penetration rate of a phyto-pharmaco, a sunscreen, and an infusion topically applied onto
skin and oral mucosa surfaces. As the phyto-pharmaco effectiveness depends on its
penetration throughout the skin up to the dermis, it was necessary to perform a depth
profile analysis in order to monitor the behavior of the mentioned formulation over the
skin as a function of time interval of treatment. Photoacoustic spectroscopy was also
applied to evaluate the action of an infusion popularly known to be effective in the
treatment of dentoalveolar inflammatory processes. An additional study of the penetration
rate of the infusion was performed to investigate its expected action. The third study with
this technique was the characterization of an extract obtained from a phyto-pharmaco and
its fractions that presented properties of sunscreens against UV radiation. The analysis of
the optical transmission and absorption spectra of these substances suggested that they
may be suitable for photoprotection against UVB and UVA radiation. The formulation
characteristics and penetration rate throughout the skin were evaluated in “ex vivo”
experiments in rats. In the second phase of the work, the thermo-optical properties of oils
heated and reused for frying were measured using photothermal, calorimetric,
interferometric and mass density methods. The focus of the study was the evaluation of
factors that can contribute both to define limits to reuse these oils and to differentiate
types of oils. A final study was perfomed with the photoacoustic spectroscopy to verify
the ability of the B-ciclodextrin to remove cholesterol from butter. The results of this work
showed once again that the photothermal techniques are technological tools that can be
helpful in the quality control of medicaments and foods in natura and industrialized. The
validation of these studies with further application in other systems may result in the
establishment of novel indexes to be used in the certification of biomaterials used by the
population.
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Figura 48: Mecanismos de geragdo de ondas acusticas: a) difusdo térmica, b) expansio
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Figura 49: A absorgdo Optica € determinada pela distdncia |, que a radiagdo luminosa penetra
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O comportamento humano vem sendo constantemente influenciado pelas
inovacgdes tecnolodgicas da ciéncia moderna. Principalmente no que se refere aos alimentos
e medicamentos, a sociedade busca cada vez mais estar informada sobre a origem, a
qualidade e a seguranga dos produtos, sem que isso acarrete em aumento de precos. E
ainda crescente o interesse mundial por questdes ambientais € o aproveitamento dos
recursos naturais locais, levando-se em consideragdo o conhecimento popular e agregando
valores a partir da utilizagdo de tecnologias avangadas para a certificagdo de conformidade
dos produtos in natura e processados.

Atualmente a Organizacdo Mundial da Satde tem recomendado aos paises em
desenvolvimento a ado¢ao de medicamentos a base de plantas medicinais nativas para
doencas ou enfermidades mais simples, principalmente nas regides em que a precariedade
da medicina preventiva e curativa ¢ causada pelo dificil acesso.

No Brasil, uma parcela significativa da populacao ja faz uso de plantas
medicinais, seja na manutencao ou na recuperagdao da saude. Deste modo, a implantacao
do uso da fitoterapia vem sendo incentivada em busca de alternativas aos altos precos dos
medicamentos e a dependéncia externa deste setor.

Do ponto de vista industrial, a produgdo de fitofarmacos representa uma
perspectiva importante, considerando-se o potencial da biodiversidade brasileira. O uso de
extratos naturais padronizados vem ganhando for¢a ndo s6 no setor de farmacos, como
também de cosméticos, como os produtos destinados a protegao solar, que ¢ cada vez mais
necessaria devido a diminuicdo da camada de ozonio. O uso de produtos naturais, com
esta propriedade, vem ganhando importancia economica devido ao desenvolvimento de
substincias cada vez mais seguras e efetivas!'*.

Um protetor solar deve fornecer protecdo contra os efeitos nocivos da radiacao
ultravioleta, UVB (290-320 nm) e UVA (320-400 nm), do Sol e para isso a
fotoestabilidade ¢ um requisito primordial. Normalmente os fotoprotetores comerciais sao
constituidos de filtros quimicos, que sdo compostos organicos responsaveis pela absor¢ao

da radiacdo UVB e UVA, e filtros fisicos, compostos inorganicos com a propriedade de
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bloquear a radiagdo UVB/UVA a partir da reflexdo e espalhamento da luz. Os compostos
inorganicos para protecao solar mais conhecidos e usados sao o dioxido de titanio (TiO,) e
o 6xido de zinco (ZnO)*>!.

Um fotoprotetor deve impedir a incidéncia da radiagdo UVB/UVA na pele, para
que assim essa radiagdo nao atinja o nucleo das células e conseqiientemente chegue ao
DNA. Estudos recentes vém mostrando que muitos dos protetores solares comerciais nao
apresentam estabilidade fotoquimica, o que traz conseqiiéncias diretas e negativas ao fator
de protecao solar (FPS) e na eficiacia dos mesmos em oferecer protecdo a pele humana
contra os danos causados pela radiagdo solar (UVB/UVA)P!. Um outro fato relevante ¢
que a presenca de 6xidos metéalicos nos fotoprotetores pode causar danos ao DNA das
células, uma vez que essas particulas sob acdo da radiagdo ultravioleta podem induzir
processos de oxidagdo e conseqiiente morte celular™. Portanto, estudos detalhados sdo
necessarios para garantir tanto a agdo, quanto a estabilidade e nao-toxidade de novos
fotoprotetores, especialmente aqueles obtidos a partir de plantas medicinais que podem ser
uma alternativa mais segura e de menor custo para a populacao.

Obter um produto final a partir de uma planta nunca antes estudada ¢ um processo
demorado e minucioso, tanto do ponto de vista do controle de qualidade, quanto da
comprovacao de sua eficacia e seguranca. Para isto ¢ necessario o envolvimento de
diferentes areas do conhecimento, a utilizacdo de novas ferramentas tecnologicas e
conhecimento cientifico sobre as propriedades fisico-quimicas dos compostos derivados e
consequentemente das formulagdes obtidas.

A Espectroscopia Fotoactstica ¢ uma das técnicas que tém mostrado grande
potencial neste tipo de estudo, uma vez que possibilita a realizagdo dos experimentos em
amostras nao homogéneas, como € o caso da maioria destes sistemas. Em nosso grupo de
pesquisa (Grupo de Estudos dos Fenomenos Fototérmicos - GEFF), além de analises
espectroscopicas de caracterizagdo, a Espectroscopia Fotoacustica tem sido aplicada em
diversos estudos para a determinacdo “in vivo”, “ex vivo” ou “in vitro” da taxa de
penetracdo de medicamentos e/ou protetores solares na pele humana ou em anexos, como

[1.461 ' A possibilidade da realizagdo de medidas de perfil

a unha, ou em estudos em animais
de profundidade ao longo da amostra € uma caracteristica tinica desta técnica, devido ao
fato da deteccdo ser realizada a partir do calor gerado na amostra via relaxagdo ndo
radiativa e ndo a partir da transmitancia, refletancia ou fluorescéncia.

Além de medicamentos e protetores solares obtidos a partir de plantas medicinais,
outros tipos de biomateriais tém sido amplamente estudados em nosso grupo, como
biopolimeros, biodiesel e em especial para este trabalho, os 6leos vegetais comestiveis e a
manteiga. Da mesma forma, as analises demandam a combinacao de técnicas que possam
contribuir para uma melhor avaliagdo no processo de certificagdo de conformidade desses

materiais. Dentre tais técnicas destacamos aquelas existentes em nosso grupo: as que
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podem ser aplicadas no estudo de materiais pastosos, como a Espectroscopia Fotoacustica
e a calorimetria de relaxacdo térmica, e as técnicas Espectrometria de Lente Térmica e
Interferometria Optica, que s6 podem ser utilizadas para experimentos em meios
transparentes, como € o caso da maioria das amostras liquidas.

A mudanca dos habitos alimentares provocou um aumento significativo no
consumo de o6leos, resultado de uma combinagdo de profundas mudangas sociais,
econdmicas e tecnologicas, associadas ao grande desenvolvimento dos setores de
restaurantes, sistemas de alimentagdo coletiva e alimentos de consumo imediato!”. Uma
das maneiras mais utilizadas para preparar alimentos, principalmente por restaurantes
“fast food” e pela industria ¢ a fritura por imersdo. Durante este processo, 6leos e gorduras
podem sofrer a acdo da umidade dos alimentos, do oxigénio do ar e da temperatura. Esses
fatores induzem alteragdes hidroliticas, reacdes oxidativas e alteragdes estruturais que
impdem davidas sobre a reutilizagio da gordura/dleo utilizado'™. Conhecer melhor tal
processo e suas conseqiliéncias se faz necessario, assim como definir limitadores para o
reaproveitamento € quais seriam os Oleos mais apropriados e mais estaveis a tais
alteracdes sdo questdes importantes € ainda em aberto.

A introducdo dos acidos graxos insaturados de origem vegetal a dieta do homem
atual se deu em grande parte devido a tentativa de substituicdo dos acidos graxos de
origem animal. Embora mais estaveis as alteragdes fisico-quimicas, os acidos graxos
saturados podem contribuir para o aumento do risco de alteragdes cardio-vasculares.
Assim, a extragdo do colesterol da manteiga pode ser uma alternativa viavel na busca por
alimentos mais saudaveis. Estudos recentes t€ém demonstrado que a (-ciclodextrina € um
complexador economicamente vidvel para o processo de extragdo do colesterol da
manteiga comercial®. Assim, é importante avaliar a eficiéncia de extragdo a partir da
detec¢do da taxa de remog¢ao de colesterol em fungdo da concentracdo de B-ciclodextrina
utilizada durante o processo de extragao.

Os objetivos deste trabalho estdo divididos em trés topicos: caracterizar e avaliar
“ex vivo” a taxa de penetracdo de fitofarmacos na pele de animais; determinar as
propriedades Opticas e térmicas de Oleos vegetais submetidos ao processo de fritura;
avaliar a eficiéncia de complexagdo da P-ciclodextrina no processo de remocdo do
colesterol da manteiga. Para cumprir estas metas utilizamos as técnicas fototérmicas como
métodos principais, além de medidas complementares com a interferometria Optica, a

calorimetria de relaxagdo térmica e a espectrometria UV/VIS.

15



CAPITULO 2 - AMOSTRAS

CAPITULO 2 — AMOSTRAS

2.1 PELE

Neste trabalho amostras de pele foram estudadas para a avaliacdo de formulagdes
obtidas a partir de plantas medicinais em fungao de suas caracteristicas espectroscopicas €
da taxa de penetragdo na pele. A seguir sera feita uma breve descri¢ao da estrutura da pele
e das rotas de permeacdo de substancias aplicadas topicamente.

2.1.1 Estrutura da pele

A pele ¢ um 6rgao de grande importancia para o corpo humano, uma vez que
recobre sua superficie e pode atingir até 16% do peso corporal. E formada por uma porgao
epitelial, a epiderme, e por uma por¢ao conjuntiva, a derme. A jun¢do da epiderme com a
derme ¢ irregular e se faz por meio das papilas dérmicas, projecoes da derme que se
encaixam em reentrancias da epiderme e aumentam a coesao entre as camadas. Abaixo e
em continuidade com a derme encontra-se a hipoderme ou tecido celular subcutaneo, que
serve como unido com os 6rgdos subjacentes e ndo ¢ considerada parte da pele!'”.

Epidf:rmc—[
g2

Derme it ﬁ 1 /

Hipoderme -

Figura 1: Camadas estruturais da pele e hipoderme.
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Além do revestimento, a pele desempenha multiplas fungdes. Na epiderme se
encontra a camada cornea que protege o organismo contra a perda de agua,
microorganismos, radiacao eletromagnética e contra o atrito. Através de suas terminagdes
nervosas sensitivas, a pele recebe constantemente informacdes sobre o ambiente, que sao
enviadas para o sistema nervoso central. Participa da termorregulacdo do corpo por meio
de seus vasos sangliineos, das glandulas e do tecido adiposo. Além da termorregulagao, as
glandulas sudoriparas possuem o papel de excretar varias substancias. A melanina ¢ um
pigmento produzido e acumulado na epiderme e sua fungao principal ¢ de protecao contra
a radiagdo ultravioleta.

A epiderme ¢ constituida por epitélio de revestimento estratificado pavimentoso e
queratinizado. Quatro tipos de células sdo encontrados no epitélio: os queratindcitos, os
melandcitos, as células de Langerhans e as de Merkel, sendo os queratinocitos os mais
abundantes, constituindo cerca de 95% das células da epiderme. Outros tipos de epitélio
de revestimento podem ser encontrados em cavidades umidas, como boca e esofago, por
exemplo, sendo chamado de epitélio estratificado pavimentoso nao queratinizado. Ao
contrario do epitélio queratinizado em que as células sdo mortas, no epitélio ndo
queratinizado as células superficiais retém os nucleos e boa parte de suas organelas''").

A estrutura e a espessura da epiderme variam de acordo com sua posi¢do no
corpo, atingindo uma maior espessura na palma das maos e na planta dos pés (até 1,5
mm). Possui até cinco camadas (do interior para a superficie): camada basal, camada
espinhosa, camada granulosa, camada lucida e camada cornea. A camada basal ¢
responsavel, junto com a camada espinhosa, pela constante renovacdo da epiderme, a
camada espinhosa possui ainda um importante papel na manutengdo da coesdo entre as
células da epiderme e na resisténcia ao atrito. Caracteristicamente, uma das fungdes das
células da camada granulosa ¢ a formagdo de uma barreira contra a penetracdo de
substancias e a perda de agua pelo organismo, impedindo assim sua desidratagcdo. A
camada licida € mais evidente na pele espessa, sendo constituida por uma camada delgada
de células que apresentam numerosos filamentos de queratina. A camada cornea apresenta
espessura muito variavel e ¢ formada por células achatadas, mortas e sem nucleo, repletas
de queratina. Essa constituicdo confere a camada cornea o importante papel de protecao,
uma vez que durante o processo de diferenciagdo os queratindcitos formam placas
funcionando com uma barreira protetora para as demais camadas da pele. Essa camada
sofre descamacdo continual'”.

Os melandctios sao responsaveis pela producao da melanina, um pigmento de cor
marron-escura, € se encontram na juncao da derme com a epiderme ou entre 0s
queratindcitos da camada basal. Os melandcitos apresentam prolongamentos que
penetram em reentrancias da camada basal e espinhosa e transferem os granulos de

melanina para as células dessas camadas. Embora as células das camadas mais
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superficiais da epiderme ndo apresentem o pigmento, os queratindcitos funcionam como
depositos de melanina e a contém em maior quantidade do que os melanocitos. Nas
células epiteliais os granulos de melanina estdo localizados de maneira que oferegcam
maxima protecdo ao DNA contra os efeitos prejudiciais da radiacdo solar. O
escurecimento (bronzeamento) da pele devido a exposi¢ao aos raios ultravioleta ocorre
inicialmente devido ao escurecimento e a aceleracao da transferéncia da melanina ja
existente para os queratindcitos, havendo posteriormente um aumento na sintese do
pigmento!”’.

A derme ¢ o tecido conjuntivo que oferece sustentacdo a epiderme e a une ao
tecido subcutaneo ou hipoderme. Sua espessura varia de acordo com a regidao do corpo,
sendo mais espessa nas plantas dos pés (maximo de 3 mm). A regido de contato com a
derme ¢ irregular, com a presenga das papilas dérmicas, mais freqiientes nas zonas sujeitas
a pressao e atrito. Essas saliéncias acompanham as reentrancias da epiderme, aumentando
a area de contato e assim reforcando a unido entre as duas camadas. A derme possui
muitas fibras do sistema eléstico e colageno sendo responsavel em parte pela elasticidade
e resisténcia da pele. Ao contrario da epiderme, a derme ¢ uma camada vascularizada e
com terminagdes nervosas. Além dos vasos sangiiineos e linfaticos, ¢ dos nervos, a derme
apresenta algumas estruturas derivadas da epiderme: os foliculos pilosos, as glandulas
sebaceas e as glandulas sudoriparas.

A hipoderme une a derme aos Orgdos subjacentes e ¢ responsavel pelo
deslizamento da pele sobre as estruturas de apoio, sendo constituida por tecido conjuntivo
frouxo. A hipoderme pode apresentar uma camada variavel de tecido adiposo, o paniculo
adiposo. O paniculo adiposo modela o corpo, ¢ uma reserva de energia e oferece prote¢ao

contra o frio.

2.1.2 Rotas de permeacdo de substancias através da pele

A permeagdo cutanea pode ocorrer por trés rotas de penetragdo principais,
conforme ilustrado na Figura 2 ' 'I:
»  Por meio dos foliculos pilosos com glandulas sebaceas associadas;
»  Via ductos de glandulas sudoriparas;

>  Diretamente através do estrato corneo.
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Rotas de Penetracdo

Ducto
Sudoriparo Estrato Corneo
] Epiderme
Glandula
Glandura Sebacea
Sudoripara
Bulbo do
Foliculo
Plexo | Piloso
Vascular
a 3

Figura 2: Diagrama simplificado da estrutura da pele e das rotas de penetragao: (1) via ductos
sudoriparos; (2) através do estrato corneo; (3) por meio de foliculos pilosos e glandulas sebaceas

associadas!'!.

Os foliculos pilosos sao invaginacdes da epiderme responsaveis pela origem dos
pelos e se encontram presentes em praticamente toda a superficie corporal, com excecao
de algumas regides bem delimitadas. O foliculo maduro ¢ composto por uma haste pilosa
e um bulbo germinativo (raiz do pelo). As glandulas sebaceas situam-se na derme e os
seus ductos geralmente desembocam nos foliculos pilosos!”.

As glandulas sudoriparas merdcrinas sdo muito numerosas € encontradas em
quase toda a pele. Sdo glandulas tubulosas cujos ductos se abrem na superficie da pele e
seguem um curso em hélice ao atravessar a epiderme. Existem ainda as glandulas
sudoriparas apocrinas que se localizam na derme e na hipoderme, cujos ductos
desembocam em um foliculo piloso.

Devido a funcdo de barreira exercida pelo estrato corneo, a permeacdo através
dele merece atengdo. Barry!'!! faz uma analogia de sua estrutura com uma parede (“brick
and mortar”). Os queratindcitos sdo comparados aos tijolos envoltos em um “cimento”
formado de multiplas camadas lipidicas de ceramidas, acidos graxos, colesterol e ésteres.
As micro-rotas de penetracdo (Figura 3) através do estrato corneo podem ser, portanto,
por vias intercelulares que se ddo entre os queratindcitos e por vias transcelulares, as quais
ocorrem quando hd um aumento da hidratacdo da pele, aumento da temperatura cutanea e
exposicao a solventes de lipides.
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Figura 3: Diagrama simplificado do estrato corneo e suas micro-rotas de penetragdo (em detalhe)" .

Para minimizar o problema de baixa permeacgdo devido a barreira formada pela
pele, principalmente o estrato corneo, compostos quimicos sao comumente adicionados as
formulagdes, sendo conhecidos como promotores quimicos de permeacdo!!. Existem
ainda os promotores fisicos para 0 mesmo fim que combinam o tratamento topico com uso

de ultra-som e iontoforese.

2.2 OLEOS E GORDURAS

Um écido graxo consiste em uma cadeia de hidrocarboneto (hidrofébico) com um
grupo carboxila terminal (-COOH) (hidrofilico). Estas cadeias podem ndo conter ligagdes
duplas, ou seja, serem saturadas (acido palmitico); ou podem conter uma ou mais ligagdes
duplas, sendo assim, insaturadas (&cido oléico). Os acidos graxos saturados sdo mais
resistentes a oxidagdo, enquanto os acidos graxos insaturados sdo espontaneamente
oxidados pela presenca do ar, o que leva a rancificagdo. Em geral, quanto maior for o
comprimento da cadeia, maior sera a temperatura de liquefagao (tl) do acido graxo, mas a
adicao de ligacdes duplas ajuda a diminuir a tl. Um, dois ou trés acidos graxos podem ser
esterificados em uma molécula de glicerol tornando-se um glicerideo (di ou triglicerideo)
ou acilglicerol. Este glicerideo, s6lido em temperatura ambiente, recebe a denominagao de

“gordura”; se estiver na forma liquida sera denominado de “6leo”. Dois acidos graxos sao
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essenciais ao ser humano, o acido linolénico (6mega-3) e o acido linoléico (6mega-6). A
deficiéncia destes acidos graxos caracteriza-se pela ocorréncia de dermatite descamativa,
perda de cabelo e ma cicatrizagio de ferimentos'' .

A gordura ¢ um dos trés macronutrientes da dieta do ser humano. Além da
gordura, os carboidratos e as proteinas fornecem praticamente toda a energia obtida a
partir da alimentagdo. Do ponto de vista do fornecimento energético, a classe mais
importante de gorduras da dieta € o triacilglicerol (ou triglicerideo), que corresponde a
mais de 90% dos lipideos (glicerideos, acidos graxos, vitaminas A, D, E e K, dentre
outros) totais da dieta. Por meio destes compostos também sao supridos os acidos graxos
essenciais ao corpo. Além disso, a gordura dos alimentos pode aumentar a sua
palatabilidade, produzindo uma sensagdo de saciedade e sua presenga € necessaria para a
absor¢do de vitaminas lipossoluveis!'*.

Os triacilglicerdis de origem vegetal normalmente contém mais acidos graxos
insaturados que os de origem animal. Os 4acidos graxos insaturados podem ser
monoinsaturados ou poliinsaturados e geralmente sdo liquidos a temperatura ambiente.
Oleos como o de milho e o de soja, por exemplo, sdo exemplos de gorduras ricas em
acidos graxos poliinsaturados, enquanto que 6leos como o de oliva e o de canola sao
exemplos de gorduras ricas em acidos graxos monoinsaturados. Com excegao do peixe,
cujos acidos graxos sdo na maioria insaturados, os triacilglicerdis obtidos de animais em
geral contém proporcionalmente mais acidos graxos saturados que os encontrados nos
vegetais''¥.

Tem sido amplamente recomendado pelos profissionais de saide que os acidos
graxos saturados devem ser substituidos pelos insaturados na dieta. O consumo de acidos
graxos poliinsaturados n-6, ou 6mega-6, em substituicdo as gorduras saturadas, diminui a
incidéncia de doenga arterial coronaria (reduzem o colesterol plasmatico - LDL e HDL).
Esses acidos graxos sdo encontrados em 6leos vegetais como o de milho, soja e girassol,
por exemplo. Assim como os acidos graxos dmega-6, os acidos graxos poliinsaturados n-3
(dmega-3) também promovem a reducdo do risco de doenca cardiaca (reducdao dos
triglicerideos plasmaticos), além de apresentar atividade antitrombogénica. Eles podem
ser encontrados nos 6leos de peixe, de soja e de canola. As gorduras monoinsaturadas, o
mesmo ocorrendo com as poliinsaturadas, em substituicdo aos acidos graxos saturados,
apresentam eficacia na reducdo do colesterol no sangue. Entretanto, ao contrario dos
acidos graxos poliinsaturados n-6, ndo reduzem o HDL. Os alimentos ricos em gorduras

monoinsaturadas incluem os 6leos de oliva e canola'!.
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CAPITULO 3 - TECNICAS E MONTAGENS EXPERIMENTAIS UTILIZADAS

Neste capitulo as técnicas utilizadas para a realizagdo deste trabalho serdo

brevemente apresentadas.

3.1 ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

O efeito fotoacustico foi descrito pela primeira vez em 1880, quando Alexander
Graham Bell apresentou a American Association for the Advancement of Science seu
trabalho no fotofone. Em seu artigo, ele descreveu brevemente a descoberta acidental do
efeito fotoacustico em solidos!"!. Nos anos seguintes, o referido efeito foi investigado por
cientistas como Lord Rayleigh, Roentgen e Tyndall, mas limitagdes praticas, como o uso
do proprio ouvido como detector, tornaram o efeito uma mera curiosidade cientifica.
Algumas dessas limitagdes foram superadas apos o desenvolvimento do microfone, mas
ainda assim o interesse pelo efeito foi pequeno até¢ meados da década de 1970. Até entao
as aplicacdes na area de fotoacustica foram em amostras na forma de gases, nas quais a
absor¢do da luz por meios gasosos era detectada pela variacdo da temperatura/pressao

(16" Allan Rosencwaig foi o pioneiro na utilizagdo do efeito

usando-se um microfone
fotoactistico para o estudo de solidos, contribuindo de forma decisiva sobre a
compreensdo atual dos principios deste efeito e de varias outras técnicas que formam a
ciéncia fototérmica. A teoria de Rosencwaig-Gersho sobre o efeito fotoacustico para uma
amostra em uma cé¢lula fotoacustica estruturou uma base teorica, a qual levou a um rapido

desenvolvimento e aplicagdes do referido efeito!'*'*!.
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3.1.1 O efeito fotoacustico

O efeito fotoacustico € gerado ao incidir-se um feixe de luz modulada na amostra

1516 'Egsta amostra deve estar dentro de uma célula fotoacustica

que se quer analisaral
fechada que contenha um gas, este podendo ser o proprio ar. A incidéncia da luz na
amostra e sua conseqliente absorcdo fazem com que haja uma excitacdo dos niveis de
energia da amostra. Por processos de relaxagdo nao radiativa, a radiacdo absorvida ¢
transformada em energia térmica, ou seja, causa aquecimento periddico local em razdo da
modulacao da luz incidente. Este aquecimento peridodico da amostra gera uma onda de
pressdao no gas em contato com ela. Acoplado a camara, ha um microfone que detecta a
variagao da pressdo no gas, o que resulta no sinal fotoacustico.

A obtencdo de espectros de absorcdo oOptica gerados pelo sinal fotoacustico
devido a interagdo da matéria com uma radiagdo modulada de comprimento de onda
conhecido caracteriza a técnica Espectroscopia Fotoacustica.

A amostra ndo absorve totalmente a radiacdo eletromagnética que incide sobre
ela. A luz que ndo ¢ absorvida sera refletida ou transmitida. Da parte absorvida, uma
fragdo interage imediatamente com as moléculas da superficie do material e o restante ¢
absorvido gradativamente, interagindo com as camadas moleculares cada vez mais
profundas. A medida que penetra na amostra o feixe luminoso tem sua intensidade
diminuida. Essa diminui¢do da intensidade do feixe obedece a lei exponencial de Beer, ¢ a
distancia de penetragdo do feixe na amostra, até¢ que sua intensidade inicial se reduza ao
valor de 1/, caracteriza a “absor¢io Optica do material”. O parametro /, mede a absor¢do
optica da amostra, especificando seu carater optico, e ¢ denominado de “comprimento de
absor¢ao optica”.

Além das propriedades oOpticas da amostra, o sinal fotoacustico depende das
propriedades térmicas e geométricas da mesma. Uma das mais importantes ¢ a
difusividade térmica a, =k, / pc, [cm’/s], que mede a velocidade com que o calor se
propaga num meio, caracterizando-o fisicamente, pois ¢ especifica para cada material. A
difusdo de calor para um ponto da amostra, de acordo com a freqiiéncia de modulacao da
luz, f=w/2x, serd na forma de ciclos. E somente os pontos da amostra dentro do
comprimento da absor¢ao Optica, /,, geram calor, sendo que a analise dessa transmissao
periddica de calor ¢ feita pelo comprimento de difusdo térmica u =(2a,/®)"*. Este
parametro ¢ definido como sendo o ponto da amostra onde a magnitude da oscilacao
térmica se atenuaa 1/e.

Analisando os parametros Opticos e térmicos dos materiais, pode-se classifica-los:

Classificacdo Optica: classificam-se as amostras opticamente comparando sua

espessura (/;) com o comprimento de absor¢do optica (/p):
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Se [5 <<l : amostra opticamente opaca;

Se Ig~ [; : amostra absorvedora;

Se [3>>I; : amostra opticamente transparente.

Classificacdo térmica: classificam-se termicamente as amostras a partir da
comparagdo de sua espessura com o comprimento de difusao térmica ():

Se 4, >>[; : amostra termicamente fina;

Se 4, <<[, : amostra termicamente grossa.

Mesmo uma amostra opaca pode ter seu espectro resolvido, desde que p < /g
Caso contrario, a amostra se diz saturada, o que indica que toda luz absorvida gera sinal
acustico. A saturacdo pode ser contornada diminuindo-se as dimensdes da amostra
(tornando-a ndo opaca), ou aumentando-se a freqiiéncia de modulagdo (o que reduz o
valor de ). Isto porque com o aumento da freqiiéncia o sinal ¢ gerado em camadas cada
vez mais superficiais e devido a dependéncia do comprimento de difusdo g4 com a
freqliéncia de modulagdo, ¢ possivel efetuar uma analise do perfil de profundidade no
material. Ou seja, € possivel obter espectros de absor¢do Optica das diferentes camadas da
amostra em estudo.

E importante salientar, quanto & classificagdo térmica, que o comprimento de
difusdo térmica, equacao (3.1), ndo ¢ um parametro intrinseco do material, porque

depende da freqiiéncia de modulacgao da luz incidente:

M= (3.1)

Deste modo, variando-se a freqiiéncia f, uma mesma amostra pode passar de termicamente
fina para termicamente grossa. O valor de f, para o qual ocorre a transi¢do ¢ chamado de
freqliéncia de corte (f.). Obtém-se (f.), portanto, igualando-se o comprimento de difusao
térmica com a espessura da amostra:

aS
2
7l

uo=l=f = (3.2)

Devido a relacdo direta de (f.) com a espessura, pode-se escolher
convenientemente a regido de espessura térmica pela faixa de freqiiéncia ou pela alteragao

da espessura da amostra.
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3.1.2 Montagem experimental

O arranjo experimental para as medidas com a Espectroscopia Fotoacustica esta
esquematizado na Figura 4:

“O#»” ’ * Espelho

Monocromador FlltFOS =1 :

—____ Lentes
-5
p| m— g o
Chopper -

[ |
R —
Microcomputador Lock-in Célula Fotoacustica

Figura 4: Arranjo experimental da Espectroscopia Fotoacustica.

Nesta montagem a fonte de luz ¢ uma lampada de arco de Xendnio da marca
Oriel, modelo 68820, com poténcia de 1000 Watts [W], e emissdo no intervalo entre 180 e
4000 nm. O monocromador, modelo 77250 (1/8 m) da Oriel, pode ter suas fendas de
entrada e saida ajustadas em 3,16 mm ou 1,56 mm. A freqliéncia de modulacao da luz ¢
controlada por um modulador mecanico, modelo SR 540 da Stanford Research Systems
que, com um fotodiodo, fornece um sinal de referéncia para o amplificador Lock-in. Antes
de passar pelo modulador de freqiiéncia, o feixe de luz passa ainda por filtros de banda
larga para que sejam eliminadas ordens superiores de difracdo. As lentes da montagem
devem fazer com que a amostra seja excitada na regido do foco do feixe de luz, para que
esta receba o maximo de intensidade possivel. A luz atinge o interior da célula
fotoactstica apos ser transmitida através de uma janela de quartzo, ja que este material ¢
transparente na regido espectral de emissdao da ldmpada. O microfone acoplado a célula
fotoacustica ¢ da marca Briiel & Kjaer, modelo BK 2669, e estd conectado a uma fonte de
alimentagdo e a um pré-amplificador. O sinal do microfone ¢ transferido para o Lock-in
(amplificador sintonizado) modelo 5110 da marca EG & G Instruments. O Lock-in
fornece a intensidade e a fase do sinal fotoactstico que sdo transferidos para um

microcomputador via interface GPIB.
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3.2 INDICE DE REFRACAO

As medidas de indice de refragdo apresentadas neste trabalho foram realizadas em
um interferometro de Michelson-Morley modificado a partir da introducao de uma mesa

giratoria em um de seus bracos, conforme representado esquematicamente na Figura 5.

Anteparo | T If’f ;

Padrao de Franjas

no Anteparo
Divisor de Feixe =
Espelho
724 “\ Mesa Giratéria
lrﬁ |
T Espelho
g 7

Figura 5: Interferdmetro de Michelson-Morley modificado utilizado para as medidas do indice de

refracdo!".

Nesta montagem a amostra ¢ confinada em um porta-amostra (cubeta) fixado
sobre uma mesa giratoria localizada em um dos bragos do interferometro. O feixe de luz
laser (He-Ne, A = 632,8 nm) ¢ dividido em dois ao passar por um divisor de feixe. Um dos
feixes percorre um caminho livre até um espelho, no qual incide perpendicularmente,
retornando ao divisor de feixe. O segundo feixe ¢ submetido a um desvio de 90°, com
relagdo ao feixe incidente, passa através da amostra e ¢ refletido perpendicularmente por
um segundo espelho, que faz com que ele atravesse novamente a amostra e retorne ao
divisor de feixe. Os dois feixes refletidos interferem entre si ¢ sdo expandidos por uma
lente, de forma que um padrao de interferéncia pode ser observado no anteparo. Quando a
amostra ¢ girada, provoca-se uma mudanga no caminho percorrido pela luz no interior da
mesma. Esta mudanga no caminho dptico gera uma diferenga de fase entre os feixes de
luz, fazendo com que haja uma alteragdo no padrao das franjas de interferéncia,
alternando os méximos € minimos centrais.

Desta forma, conhecendo-se o ntimero de franjas N(6) deslocado para um
determinado angulo 8, o comprimento de onda do laser (1), a espessura da amostra (L), a
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espessura das paredes do porta-amostra e o indice de refracdo do material do porta-
amostra (n,.), pode-se obter o indice de refracdo da amostra a partir da equacao

_(L=cos )L~ FA)+(FAY | 4L

(3.3)
2L(1—-cos@)—FA
Sendo a contribui¢do do porta-amostra, o termo F(6), definido por:
F0)= No)-2L| n=cos0=0) (3.4)
A cos6,

Em que 6 ¢ o desvio do feixe na primeira parede da cubeta e / a espessura da
parede da cubeta.

3.3 COEFICIENTE TERMICO DO INDICE DE REFRACAO

As medidas do coeficiente térmico do indice de refracdo (dn/dT) em fungado da
temperatura foram realizadas em um interferometro de maultiplas reflexdes, cuja
montagem esta esquematizada na Figura 6.

e— |00

T ——

Nanovoltimetro Controlador de
Temperatura

Padrao de Franjas
e Fotodiodo Microcomputador

Figura 6: Representa¢io da montagem experimental utilizada para as medidas de dn/dT*".
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Nesta montagem ¢ utilizado um Laser de He-Ne (A=632,8nm), nao polarizado, de
poténcia de 3 mW (Coherent), como fonte de luz. O feixe laser ¢ expandido ao passar por
uma lente convergente (lente 1), de distancia focal de 15 cm que € posicionada a 10 cm do
laser, e incide na amostra que se encontra no interior de um forno resistivo, a uma
distancia de aproximadamente 30 cm da lente 1. O feixe incide de forma quase
perpendicular na amostra (= 0,8° em relagdo ao angulo normal a superficie da amostra),
para que a reflexdo da primeira superficie da amostra interfira com a da segunda. As
reflexdes sdo expandidas por uma lente convergente, de foco 3 cm (lente 2), até atingirem
o fotodiodo, de 3 mm de didmetro, localizado a uma distancia de aproximadamente 20 cm
da lente 2.

Ao se variar a temperatura do forno, e conseqiientemente da amostra, ocorre um
deslocamento dos maximos e minimos das franjas de interferéncia, que ¢ detectado pelo
fotodiodo. Um nanovoltimetro (Keithley — mod.2182) detecta o sinal gerado pelo
fotodiodo e o transfere para o microcomputador por meio de uma interface IEEE488. O
controle da temperatura do forno ¢ realizado com resolugdo melhor do que 0,01 °C,
utilizando-se um controlador de temperatura Lakeshore Cryonics Inc. — mod.340 e um
sensor calibrado PT100.

Nesta técnica interferométrica, amostras liquidas sdo medidas em cubetas de
quartzo, cujas paredes se comportam como semi-espelhos de um interferdmetro de Fabry-
Perot. Ao incidir o laser praticamente normal a superficie da cubeta, ocorre interferéncia
da luz refletida nas duas paredes paralelas. A partir da posicdo dos maximos e minimos de
interferéncia tem-se a variacdo do caminho Optico. De sua derivada com relagdo a
temperatura obtém-se o coeficiente térmico do caminho oOptico (dS/dT), que pode ser

escrito como!:

B g AL (3.5)
dT dr 21dT

na qual n ¢ o indice de refragdo do material da cubeta, & ¢ o coeficiente de expansao
térmica linear da cubeta e dn/dT ¢ o coeficiente térmico do indice de refracdo do liquido
estudado, no comprimento de onda do laser utilizado. Uma vez que a expansdo térmica
linear do quartzo (o) é muito pequena (6x10” K™') quando comparada com os valores de
dn/dT encontrados para liquidos (~10™ K™), a expansio na diregdo de propagacio do feixe

pode ser desprezada e assim:

das dn _ Adm (3.6)
dTl dT 21dT

A partir da diferenca de temperatura entre dois maximos sucessivos (dm/dT), do

comprimento de onda da luz (laser) utilizada e da espessura da amostra, no caso o
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caminho 6ptico da cubeta, pode-se determinar o coeficiente térmico do indice de refracao
(dn/dT).

Mais detalhes sobre a teoria envolvida nesta técnica estdo descritos no Apéndice
B.

3.4 DENSIDADE E COEFICIENTE DE EXPANSAO TERMICA VOLUMETRICO

As medidas de densidade em fungdo da temperatura para os 6leos vegetais foram
realizadas utilizando-se um densimetro comercial (Anton Paar modelo DMA 5000), que
tem uma resolu¢do da ordem de 10° g/cm’.

O valor da densidade para cada temperatura ¢ definido como a razdo entre a

massa e o volume ocupado pelo material:

p= (3.7)

m
V

Sabe-se que ao variar a temperatura de um determinado material, este apresenta
variagdo de volume, que corresponde a variacdo do espagamento interatomico médio do
material. A partir da razdo entre a variacdo volumétrica e o volume inicial ocupado pelo
material em um dado intervalo de temperatura pode-se determinar o coeficiente de

expansao térmico volumétrico do material (f):

1(dV

E este, por sua vez, pode ser escrito em fung¢dao dos valores obtidos para a
densidade em funcao da temperatura, assim obtendo-se os valores para o coeficiente de
expansao térmico volumétrico (f(7)) em fungdo da temperatura via equagao:

__ldp
p(T) = o dT 3.9)
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3.4 A REFRATIVIDADE E O COEFICIENTE TERMICO DA POLARIZABILIDADE
ELETRONICA

Para a analise do comportamento do indice de refragdo em funcao da temperatura
define-se uma quantidade chamada de refratividade molar (A). Tal quantidade ¢
essencialmente a polarizabilidade total de um mol de uma determinada substancia e pode

ser escrita explicitamente em fungéo da densidade e do indice de refragio!*:

2 _ 2 _
A:Z(”z 1]=E£”2 1] (3.10)
pln +2 p \n +2

A mudanca no indice de refracdo com a temperatura ¢ controlada por dois fatores
que normalmente competem entre si. Primeiro, o volume do meio muda com a
temperatura, normalmente aumentando com o aumento da temperatura, o que causa uma
diminuicdo no nimero de espécies polarizaveis por unidade de volume e, portanto um
decréscimo no indice de refragdo. Segundo, a polarizabilidade eletronica ou atdmica
também muda com a temperatura, normalmente aumentando em fun¢do desta, resultando

num aumento do indice de refragao!**!.

dn _ (0" =1)(n*+2)

T 6 (- p) (3.11)

Pode-se verificar, portanto, que o coeficiente térmico do indice de refracao ¢
dominado pelo coeficiente térmico da polarizabilidade e pelo coeficiente de expansao
térmica.

A partir dos valores previamente determinado para o indice de refracao (n), da
densidade (p), do coeficiente térmico do indice de refracdo (dn/dT) e do coeficiente de
expansao térmica (f), pode-se utilizar as equagdes (3.10) e (3.11) para determinar os
valores da refratividade em temperatura ambiente e do coeficiente térmico da
polarizabilidade eletronica para o intervalo de temperatura, da temperatura ambiente
(~20°C) até 50°C.

Pode-se observar que o indice de refracdo (e sua variagdo com a temperatura)
pode fornecer, através de sua relagdo com a polarizabilidade, informagdes microscopicas
sobre o material estudado. Mais detalhes sobre este tema estao apresentados no Apéndice
B.
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3.4 CALORIMETRIA DE RELAXACAO TERMICA

Para a realizagdo das medidas de calor especifico foi utilizado um calorimetro
baseado no método de relaxagdo térmica construido em nosso grupo. O referido método
consiste em determinar a variacdo da temperatura na amostra, em fun¢ao do tempo, apos a
aplicagdo de um pulso de calor no substrato onde a amostra é fixada**. O substrato esta
conectado no reservatorio térmico por fios de cobre. Uma representacdo esquematica da

montagem experimental utilizada ¢ apresentada na Figura 7.

|
ril

o
oy

Resisténcia

Termopar
Diferencial

Controlador de
Temperatura Link Térmico

Capa Cobre
[Shigld)

Nanovoltimetro

Microcomputador )
Detalhe do Calorimetro

Figura 7: Montagem experimental para medidas de C,, com detalhes do calorimetro.

Para gerar a diferenca de temperatura entre o sistema (substrato+amostra) e o
reservatorio térmico ¢ utilizado um laser de diodo (Coherent, modelo 31-1050, 635nm,
poténcia de at¢ 10mW). Essa diferenca de temperatura ¢ medida com um termopar
diferencial conectado a um nanovoltimetro da marca Keithley, modelo 2182. Um
controlador de temperatura ¢ responsavel pela leitura da temperatura do reservatorio
térmico e pelo controle de temperatura deste. Todo o processo ¢ controlado por um
microcomputador equipado com uma interface GPIB. O ajuste das curvas de relaxacdo
térmica permite obter o valor da capacidade térmica do sistema, e assim o valor do calor
especifico da amostra a partir da equacdo(3.12):

Pr

sistema __

C AT,

— _sistema — Csubstrato — sistema AT;ubstrato (3 12)
Massa Massa

amostra

Pr

ssubstrato

amostra
amostra
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sendo P a poténcia absorvida pelo substrato previamente determinada em medida com
amostra padrdo; 7e AT sdao o tempo de relaxacdo e a variagdo da temperatura entre o
substrato e o reservatorio térmico, respectivamente, obtidos a partir do ajuste das curvas

de relaxacao.

3.5 ESPECTROMETRIA DE LENTE TERMICA

As medidas com a técnica Espectrometria de Lente Térmica foram realizadas
pelo Prof. Sandro M. Lima, do Grupo de Espectroscopia Optica e Fototérmica da
Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul®. Estes experimentos foram feitos com o
objetivo de se determinar a difusividade térmica das amostras de 6leos vegetais em fungao
do processo de fritura. O arranjo experimental utilizado foi a configuragdo de dois feixes
no modo descasado e o procedimento de medida foi o modo resolvido no tempo. Esta
técnica ja vem sendo utilizada em nosso grupo desde 1995, portanto, aspectos teoricos e

experimentais da mesma podem ser obtidos em teses e artigos ja publicados®®*"!,

3.6 CONDUTIVIDADE TERMICA

Com os valores previamente determinados da difusividade térmica (D), da
densidade de massa (p) e do calor especifico (Cp), pode-se determinar os valores
correspondentes para a condutividade térmica (K) a partir da relacao:

K =DpC, (3.13)
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE |

4.1 ESTUDOS EX VIVO E IN VITRO DA PENETRACAO DE FITOFARMACOS NA PELE
DE ANIMAIS UTILIZANDO A ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

Neste capitulo serdo apresentados resultados em que a Espectroscopia
Fotoacustica foi utilizada para estudos ex vivo e in vitro da penetragcdo de fitofarmacos
pela pele de animais. Em cada estudo serdo apresentados uma breve descricao das

caracteristicas das plantas utilizadas e o protocolo de tratamento adotado.

4.1.1 ANALISE EX VIVO DA PENETRACAO PERCUTANEA DE PROANTOCIANIDINAS
EXTRAIDAS DA PLANTA GUAZUMA ULMIFOLIA, UTILIZANDO A ESPECTROSCOPIA
FOTOACUSTICA

A Guazuma ulmifolia Lam. (Sterculiaceae), de nome popular “mutamba”, ¢ uma
arvore encontrada desde o México até a América do Sul®®. Dos seus extratos podem ser
identificados e isolados polissacarideos; epicatequina e proantocianidinas oligoméricas,
tais como procianidinas B2 e BS5, trés trimeros [procianidina C1, epicatequina-(4p—6)-
epicatequina-(4p—8)-epicatequina, epicatequina-(4p—8)-epicatequina-(4f—6)-

29,301 ~ Atualmente estas substincias sdo conhecidas como

[31]

epicatequina] e um tetramero
proantocianidinas e t€ém sido usadas como cosméticos para prote¢dao da pele” ", e como

medicamentos™?. No caso da procianidina B2, estudos recentes mostram sua presenga nos
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foliculos pilosos, promovendo o crescimento e estimulando o ciclo de progressao

capilar’®®!. A estrutura da procianidina B2 é mostrada na Figura 8.

OH
OH

OH

OH H H

Figura 8: Representacao estrutural da procianidina B2 [epicatequina-(4—8)-epicatequina].

O fato do principal interesse nesses compostos ser o uso dos mesmos na forma
topica faz com que seja crucial o conhecimento da eficiéncia dos agentes promotores de
permeacdo usados nas formulagdes, para que assim se possa avaliar e controlar os
mecanismos de interagdo entre a pele e as substancias, além de suas atividades. Embora a
penetracdo e a interacdo de substancias aplicadas na pele venham sendo o objeto de
estudos tanto com propdsito médico, quanto cosmético, os mecanismos envolvidos nesses
processos ainda ndo sio bem compreendidos**”. A Espectroscopia Fotoacistica ainda
ndo ¢ um método rotineiro neste tipo de analise, mas tem se mostrado uma técnica valiosa
para avaliar a penetracdo e a distribuicdo de substincias através da pele tanto in vitro
como in vivo!> 3.

Neste estudo a Espectroscopia Fotoacustica foi empregada para a determinagao ex
vivo da taxa de penetracao das proantocianidinas extraidas da Guazuma ulmifolia em pele
de rato. Os experimentos foram realizados em fung¢do do tempo de tratamento em um
grupo bem controlado de animais. A espectrometria convencional foi utilizada para obter
o coeficiente de absor¢ao Optica das solu¢des usadas no preparo da formulagdo aplicada e
das substancias isoladas dos extratos.
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4.1.1.1 Procedimento Experimental

As cascas da planta Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella foram coletadas e o
procedimento de extragdo foi realizado no grupo de pesquisa do Prof® Jodao C. P. Mello do
Departamento de Farmacia e Farmacologia da UEM.

A extragdo foi realizada a partir de 1000 g de cascas da planta que foram secadas
em ar. A extragdo foi feita com diferentes concentracdes de solugdo acetona:agua (7:3, 9:1
e 10:1), processada pelo método de turbo extragao (Ultra-turrax ® UTC115KT; 20 min.;
t<40 °C). Os extratos brutos (EB) foram filtrados, evaporados e entdo liofilizados (115 g).
A seguir, duas logdes capilares foram preparadas seguindo o procedimento descrito por
Takahashi e colaboradores™!. Uma das lo¢des foi adotada como controle, sem o extrato
bruto (EB), e a outra com 3% de extrato bruto, o que corresponde a 0,0663mg de
procianidina B2/dia/animal), foi a logdo teste com a presenga do principio ativo a ser
avaliado.

O procedimento experimental envolvendo o uso de animais foi previamente
aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Estadual de Maringad sob o
protocolo de numero 014/2004. Os animais, ratos Wistar® adultos e machos, foram
divididos em dois grupos, um tratado com a logao controle e o outro com a logao teste. Os
animais foram anestesiados para permitir a depilagdo manual e a assepsia, realizada na
regido proxima a area cervical. Os dois grupos foram tratados diariamente com a logao
controle e teste, respectivamente. Apos 7, 10 e 13 dias cinco animais de cada grupo foram
sacrificados com overdose de tiopental.

As medidas de permeacdo percutanea foram realizadas com amostras dissecadas
com espessuras no intervalo entre 1,19 e 1,74 mm, o que compreende a epiderme ¢ a
derme. Com este procedimento, os experimentos foram realizados cerca de 20 minutos
depois dos animais serem sacrificados. As amostras dissecadas dos animais tratados com a
droga foram entdo chamadas de “amostras teste” e as do grupo de animais submetidos ao
tratamento com lo¢ao controle chamadas de “amostras controle”.

As medidas com a Espectroscopia Fotoacustica foram realizadas na montagem
experimental descrita no Capitulo 2. Todos os espectros das amostras dissecadas foram
obtidos com freqiiéncia de modulagdo de 15 Hz no intervalo de 400 a 700 nm.
Considerando a freqiiéncia de modulagdo utilizada e a difusividade térmica da pele como
3.0£0.9x 10 * cm?® s, 0 comprimento de difusio térmica, no qual o sinal fotoacustico
esta sendo gerado ¢ da ordem de 25 um. Certamente esta profundidade nao deve ser
constante para todos os comprimentos de onda do espectro analisado, uma vez que /5 e
provavelmente o tempo de relaxacdo nao radiativo, 7, podem mudar com o comprimento

de onda, especialmente na regido das bandas de absor¢ao Optica da pele ou das
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substancias. Assim, para avaliar se a substancia ativa se propagou através da espessura da
pele, as amostras foram iluminadas pelo lado interno, ou seja, pelo lado oposto ao estrato
corneo, conforme mostra a Figura 9. Desta maneira, as bandas de absor¢ao da formulagao
aplicada topicamente na pele s6 serdo detectadas se houver a propagacdo da referida

formulagao através da pele.

25um[

- e Derme
Foliculo
piloso

Epiderme

i

Figura 9: Representacdo de uma amostra de pele dentro da cAmara fotoacustica.

Inicialmente, o extrato bruto da Mutamba, na forma liofilizada, foi medido com a
Espectroscopia Fotoacustica. Adicionalmente, para obter a resposta espectral das
formulacdes usadas e de seus componentes, o extrato bruto (EB) e suas fracdes, foram
dissolvidos na mesma logao controle. Os espectros de absor¢ao Optica destas solugdes
foram obtidos com a espectrofotometria, na regido do UV-VIS, para uma melhor
identificacdo destes componentes na pele.

4.1.1.2 Resultados e discussao

O espectro de absor¢ao oOptica do extrato bruto da Mutamba (na forma pastosa)
foi obtido via Espectroscopia Fotoacustica e estd mostrado na Figura 10, curva a). Devido
a forte absorcdo Optica em toda a regido do espectro visivel, € possivel identificar apenas
trés bandas de absor¢do Optica, que sdo largas, centradas em torno de 465, 565 ¢ 650nm.
As curvas b) e c¢) representam os espectros de absorbancia da lo¢do controle e da
formulagdo farmacéutica (logdo teste) respectivamente obtidos por espectrofotometria.
Como pode ser observado, o espectro da logao controle ndo apresenta bandas de absorcao
nesta regido, enquanto que a formulacdo farmacéutica apresenta bandas nas mesmas
posi¢des do espectro se comparado ao extrato bruto, evidentemente com uma diminuicao
de intensidade em algumas regides em razao da baixa concentragdo de extrato utilizada na

formulacao.
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Figura 10: Espectros de absor¢do optica: a) do extrato bruto da Mutamba obtido com a PAS, b) e ¢)

das logdes controle e teste respectivamente, medidos em um espectrofotometro UV-VIS.

A Figura 11 mostra os espectros de transmitincia de dois componentes do extrato
bruto da Mutamba. De acordo com Galina!*! ¢ Rochal*¥ que isolaram e identificaram
nove componentes deste extrato, todos derivados de flavondides (mondmeros e dimeros),
as bandas de absor¢do centradas em 450 e 470 nm podem ser atribuidas aos dimeros
epiafzelequina-(43—8)-epicatequina e procianidinas-B2, respectivamente, enquanto que,
de acordo com Hor et al.*?! os trimeros ou tetrdmeros sdo responsaveis pelas bandas de
absor¢ao em torno de 565 e 650 nm. Portanto, esses resultados indicam que os compostos
fendlicos (taninos condensados) estdo presentes na formulagao aplicada (logao teste) e sdo
responsaveis pelas bandas de absorcao centradas em 465 e 565 nm. A banda na regido de
650 nm provavelmente se deve a presenca de trimeros e tetrameros, embora esses

componentes ndo tenham sido isolados neste trabalho.
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Figura 11: Espectros de absor¢@o Optica dos componentes do extrato bruto da Mutamba obtidos em

espectrofotdometro UV-VIS.

Posteriormente a identificacdo dos componentes da formulacao, foram realizadas
medidas em amostras de pele de ratos que receberam a aplicacdo topica das logdes teste e
controle. A Figura 12 mostra exemplos de espectros determinados pela Espectroscopia
Fotoacustica em amostras de pele de animais tratados durante 13 dias. A banda de
absor¢do Optica centrada em torno de 406 nm ¢ devida a presen¢a de sangue na area
excitada, as bandas cujos centros estdo em torno de 550 e 600 nm estdo também presentes
na amostra controle, sendo, portanto, associadas a presenca de gordura no tecido
dissecado, por exemplo. Como nessa regido também had a presenca de bandas de
componentes da formulagdao (565 nm), toda a regido do espectro (~ 450 a 700 nm) foi
considerada no ajuste. Pode ser visto que o espectro da amostra teste apresenta duas
bandas de absor¢do Optica em torno de 475 e 640 nm, as quais ndo estdo presentes no
espectro da amostra controle. Este resultado ¢ relevante, uma vez que confirma a
propagagao da formulagdo através da pele. Esta observacdo pode ser reforcada pelo fato
da baixa concentracdo de extrato utilizado na formulacdo ter sido detectada pela
Espectroscopia Fotoactstica no lado interno da pele, ou seja, no lado oposto ao da
aplicacdo da locdo. Isto confirma a penetragdo da procianidina-B2 através da pele até

atingir a derme e conseqiientemente os foliculos pilosos.
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Figura 12: Espectros obtidos com a espectroscopia fotoacustica de duas amostras de pele tratadas por
13 dias com as logdes teste e controle, respectivamente. A curva que mostra a subtragdo entre os dois

espectros evidencia as bandas do extrato.

Em seguida, realizamos um ajuste matemadtico para quantificar as bandas de
absor¢do Optica da procianidina-B2 em funcdo do tempo de tratamento, ou seja, para
avaliar a taxa de penetracdo da formulacdo. Este ajuste consistiu no célculo, por
integracdo, da area dos espectros no intervalo entre 450 e 700 nm, uma vez que neste
intervalo estdo as bandas de absor¢ao referentes aos componentes da Mutamba. Os
valores das areas dos espectros das amostras teste foram normalizados em relacdo aos
calculados para as amostras controle no respectivo tempo de tratamento. Isto para garantir
que a normalizacdo fosse realizada entre animais de mesma idade (crescimento e
quantidade de gordura). Os dados das amostras controle também foram normalizados para
facilitar a comparagao e a interpretacdo dos resultados. Os resultados em fun¢ao do tempo
de tratamento sdo mostrados nas curvas a) e b) da Figura 13. O aumento em fun¢do do
tempo dos valores das areas calculadas para as amostras teste, devido a presenga das
bandas de absorcao associadas a log¢ao aplicada e conseqilientemente a procianidina-B2,
refor¢a a capacidade do promotor usado na formulacdo de promover a propagacao desta
através da pele, atingindo a regido onde os foliculos pilosos, responsaveis pelo

crescimento capilar, estdo localizados.
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Adicionalmente, foi realizado um procedimento similar ao adotado por I.
Notingher e colaboradores®™ para determinar a concentragdo da formulagdo aplicada em
funcao do tempo de tratamento, conforme a equacao:

_[4®0-4.0)]
= 0] 4.1)

Os termos A(t) e A(t) sdo os valores das areas sob os espectros, entre 450 ¢ 700
nm, das amostras teste e controle, respectivamente, enquanto que A; ¢ o valor da area (no
mesmo intervalo) sob o espectro da logao teste, o qual foi tomado como constante. Nota-
se um comportamento linear dos valores de c(t) em funcdo do tempo, similar ao
observado na curva b da Figura 13, embora com coeficiente angular diferente. Isto
evidencia a eficacia da formulagdo aplicada.
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Figura 13: Valores normalizados das areas sob os espectros de absor¢@o das amostras teste e controle

(curvas a) e b)). Os valores de c(t) calculados sdo mostrados na curva c).
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4.1.1.3 Concluséao

Neste estudo a espectroscopia fotoacustica demonstrou ser uma técnica adequada
para determinar ex vivo a penetracdo em pele de ratos de extratos de prociadinas obtidos
da planta Guazuma ulmifolia, popularmente conhecida como mutamba. Os experimentos
foram realizados em funcdo do intervalo de tempo de aplicacdo topica, a partir dos quais
obteve-se a taxa de penetracdo da prociadina B2 através da pele. O procedimento de se
realizar a excitagdo no lado oposto ao da aplicagdo da formulagdo se mostrou eficaz para
demonstrar que as substancias penetraram através da pele e atingiram a regido onde se
localizam os bulbos dos foliculos pilosos, responsaveis pelo crescimento capilar. Este
estudo ¢ relevante porque testes anteriores ja demonstraram a eficacia desta formulagao
para promog¢ao do crescimento capilar, e especialmente porque a deteccdo das substancias
foi realizada mesmo com a concentragdo do principio ativo na formulagdo muito baixa, da
ordem de 3%. E provavel que a espectroscopia fotoactistica seja o tnico método para se

realizar este tipo de estudo em amostras pastosas e/ou liquidas da area de fitofarmacos.
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4.1.2 CAPACIDADE EMOLIENTE DA INFUSAO DE FOLHAS DE BATATA DOCE
(IPOMOEA BATATAS) EM ABSCESSOS EM RATOS.

A batata doce, cientificamente denominada Ipomoea batatas, ¢ uma planta
herbacea supostamente originaria da India e caracteristica de climas subtropicais, ¢ em
tais regides se desenvolve espontaneamente. Apresenta, segundo o senso comum,
propriedades emolientes, sendo empregada na forma de bochechos em casos de
inflamagdes da boca e garganta, facilitando, inclusive, a drenagem de abscesso
dentoalveolar agudo!!. O abscesso dentoalveolar agudo é um processo inflamatorio que
afeta os tecidos da regido apical e/ou periapical do dente, apresentando formacdo de
colecdao purulenta, dor intensa e concentragdo/difusdo de mediadores quimicos inerentes
ao processo reacional. Seu tratamento consiste, dentre outras medidas, na inducido da
drenagem da colecdo purulenta, que pode se dar, nos casos evoluidos, por intervengao
clinica ou naturalmente através da formacéo de fistulal*®!.

A agdo da Ipomoea batatas para o tratamento de problemas bucais tem sido alvo
de poucos estudos cientificos encontrados na literatura®”> **). Um destes trabalhos!*”
descreve o uso da folha da batata doce na forma de chéd, utilizada como bochecho, para
sanar dores de dente e inflamagdes bucais. J4 no modelo experimental de um segundo
estudo® o extrato hidroalcodlico de Ipomoea batatas foi utilizado no tratamento de
edema da pata de ratos, ndo apresentando efeito antiinflamatoério. No entanto, muitos
componentes folidceos ja foram isolados e apresentaram, comprovadamente, atividades
antifungica, vaso-relaxante e antibidtica; além de efeitos citotoxicos! .

Diante dos relatos dos pacientes que indicam o uso de infusdo de folha de
Ipomoea batatas para a resolugdo de casos de abscesso dentoalveolar agudo baseados na
medicina popular e da auséncia de informagdes cientificas sobre o assunto, buscou-se
comprovar, experimentalmente, a veracidade desta pratica. Assim sendo, os objetivos
deste trabalho foram numa primeira etapa, verificar se a infusdo das folhas de Ipomoea
batatas (batata doce) apresenta capacidade emoliente, in vivo, em modelo animal, na
resolugdo de abscesso agudo, e se ha a permeagdo de suas substancias; e numa segunda
etapa avaliar e comparar a permeagao, in vitro, da infusdo destas folhas entre a pele do
dorso e a mucosa bucal do animal. Este trabalho foi desenvolvido em parceria com a
Professora Dra. Mirian Marubayashi Hidalgo e as alunas Daniele S. Fernandes e Isabela
N. Bonilha do Departamento de Odontologia da UEM
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4.1.2.1 Procedimento Experimental

Primeira etapa

Na primeira etapa do estudo foram utilizados 35 ratos Wistar, machos e adultos
(60 dias). Para tal o projeto de pesquisa foi devidamente aprovado pela Comissdo de Etica
na Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Maringa parecer nimero
054/2005. Inicialmente abscessos agudos foram induzidos no dorso dos animais. Para isso
eles foram anestesiados, tricotomizados e inoculados intradermicamente com 0,8 ml de
solugdo de Staphylococcus sp. Para o tratamento, os animais foram divididos em quatro
grupos:

» Grupo SB: ratos (n=5) controle que ndo foram banhados;

> Grupo BA48h: ratos (n=10) banhados apenas em agua, na mesma temperatura da
infusdo (~42°C), a partir de 48h apods a inoculagdo (tempo médio correspondente
ao abscesso em sua maxima dimensao, observado em estudo piloto);

> Grupo BI48h: ratos (n=10) banhados na infusdo a partir de 48h apos a inoculagao;

> Grupo BIOh: ratos (n=10) banhados na infusdo desde o primeiro dia da
inoculacdo dos microorganimos.

A infusdo para o banho dos animais foi preparada utilizando-se um litro de agua
fervente que foi depositada sobre 50 g de folhas de Ipomoea batatas, frescas e lavadas,
obtidas sempre do mesmo produtor, permanecendo durante 10 min em recipiente fechado.
Ap6s este periodo, as folhas foram removidas e se aguardou até que a infusdo atingisse a
temperatura aproximada de 42°C. Os animais recebiam banhos com duracdo de dois
minutos trés vezes ao dia, em hordrios padronizados. Foram realizadas medidas da
circunferéncia do local da inoculagdo antes de sua execucdo ¢ da mesma forma foram
realizadas as subseqiientes medidas logo apds a inoculagdo, 4 h depois e diariamente até o
sétimo dia. Apos este periodo os animais foram submetidos a eutanasia por
aprofundamento anestésico e um fragmento de pele correspondente ao local da lesdo foi
retirado cuidadosamente para analise com a Espectroscopia Fotoacustica. Esta por sua
vez, foi realizada no lado interno da pele, ou seja, no lado oposto ao submetido aos
banhos. Todos os espectros das amostras de pele foram obtidos com freqiiéncia de
modulacao de 15 Hz no intervalo de 280 a 700 nm.

Segunda etapa
Nesta etapa do estudo, apenas nove animais foram sacrificados. Estes, por sua
vez, nao passaram por nenhum tipo de tratamento prévio ou inoculacdo de

microorganismos. Nesta etapa, portanto, foram realizados apenas medi¢des via
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Espectroscopia Fotoacustica. Além de fragmentos da pele da regido do dorso foram
coletadas também amostras da mucosa bucal para utiliza¢ao nos testes.

A infusdo de folhas para aplicacdo nas amostras de pele foi preparada da mesma
forma que na primeira fase do estudo, apenas com a adi¢do de um corante a infusdo, o que
permitiu uma melhor identificacdo das bandas de absor¢ao optica da infusdo na pele
(dorso ou mucosa). Como era necessario manter as propriedades da infusdo das folhas de
Ipomoea batatas, foi utilizado um corante artificial utilizado pela industria de alimentos,
Mix Coralim® (Sao Bernardo do Campo, Brasil), de cor rosa cereja a base de eritrosina,
na concentracao 1:1000. Neste estudo, a concentracao do corante foi de 2 gotas/SmL, de
modo a permitir uma melhor analise do espectro de absor¢ao padrao da infusao.

As amostras dos tecidos foram divididas inicialmente em trés grupos maiores,
referentes ao tempo de tratamento e estes em subgrupos de amostras teste e controle:

» Grupo 1: simulagdo de trés dias de banho, ou seja, 18 min (soma do tempo total
dos banhos recebidos: 3 diarios durante 3 dias, com duracao de 2 min);

PI3 - amostras de pele (n=3) imersas na infusdo (cha+corante);

PA3 - amostras de pele (n=3) imersas em agua destilada;

MI3 - amostras de mucosa (n=3) imersas na infusao (chatcorante);

MA3 - amostras de mucosa (n=3) imersas em agua destilada;

> Grupo 2: simulagdo de cinco dias de banho, 30 minutos (soma do tempo total dos
banhos recebidos: 3 diarios durante 5 dias, com duragdo de 2min);

PIS - amostras de pele (n=3) imersas na infusdo (cha+corante);

PAS - amostras de pele (n=3) imersas em agua destilada;

MIS5 - amostras de mucosa (n=3) imersas na infusao (chatcorante);

MAS - amostras de mucosa (n=3) imersas em agua destilada;

> Grupo 3: simulagdao de sete dias de banho, 42min (soma do tempo total dos
banhos recebidos: 3 diarios durante 7 dias, com duragdo de 2min);

PI7- amostras de pele (n=3) imersas na infusdo (cha+corante);

PA7 - amostras de pele (n=3) imersas em agua destilada;

MI7 - amostras de mucosa (n=3) imersas na infusao (chatcorante)

MA7 - amostras de mucosa (n=3) imersas em agua destilada.

Os espectros fotoacusticos foram realizados, como na primeira etapa do estudo,
no lado oposto ao da aplicagao da formulagdo, seja ela, agua ou ché (cha+corante). Deste
modo os lados da amostra que receberam a aplicacao foram: estrato corneo, no caso das
amostras de dorso e mucosa jugal, no caso das amostras extraidas da cavidade bucal dos
animais. A espessura média das amostras de pele tratadas com a infusdo foi de 1,25 mm,
variando entre 0,97 e 1,4 mm. Para as amostras de mucosa a espessura média foi de 1,35

mm, com valores entre 1,02 e 1,48 mm.
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Como na primeira etapa, a freqiiéncia de modulagao utilizada foi de 15 Hz e os
espectros foram obtidos no intervalo de 200 a 700 nm, assim como o carvao utilizado na
normalizacdo dos dados. Deste modo, considerando a freqiiéncia de modulagao utilizada e

a difusividade térmica da pele como 3.0 x 10 “ om? 14

, 0 comprimento de difusao
térmica, no qual o sinal fotoacustico esta sendo gerado ¢ da ordem de 25 pum. Como
mencionado anteriormente, esta profundidade pode ndo ser constante em fungdo do
comprimento de onda utilizado, uma vez que /; e provavelmente r podem ser diferentes

ao longo do espectro, especialmente na regido das bandas de absor¢ao optica.

4.1.2.2 Resultados e discussao

Primeira etapa

Os experimentos conduzidos pela aluna Daniele S. Fernandes do Departamento
de Odontologia foram planejados de forma que se aproximassem dos procedimentos
utilizados pelos pacientes. Para isso foi realizada a inoculacao de Staphylococcus sp que
desencadeou o desenvolvimento de abscessos agudos em todos os animais, especialmente
apos 48 horas. As medidas médias da circunferéncia do dorso obtidas ao longo do tempo
experimental sdo apresentadas na Figura 14. Os dados foram analisados estatisticamente
por meio do teste One-way Anova, que intergra o programa Microcal Origin, com grau de
significancia p<0,05. Para o grupo sem tratamento (sem banho) a média dos dados foi
estatisticamente maior que para os demais grupos submetidos a tratamento, seja com
infusdo ou com agua morna, apresentando valores de p=0,0002 (SB-BA48h), p=0,0002
(SB-BIOh) e p=0,00001 (SB-BI48h). Entre os grupos banhados com infusdao (BI48h e
BIOh) e agua morna (BA48h), embora ndo se tenha verificado diferenga estatistica,
observou-se uma leve tendéncia a favor da capacidade antimicrobiana da infusdo de
Ipomoea batatas em relagdo a 4gua morna na mesma temperatura, em especial quatro dias
apds a inoculagdo. Isto porque as lesdes tratadas ndo se desenvolveram de forma
exuberante, exibindo medidas menores ou resultando em fistulizagdo.

A utilizagdo da infusdo de maneira profilatica, ou seja, antes do surgimento da
lesdo no intuito de que esta ndo viesse a se desenvolver, ndo alcancou o resultado
esperado, uma vez que nao houve diferenca estatistica entre os grupos banhados com
infusdo desde o primeiro dia (BIOh) e apos 48h (BI4h8) da inoculagdo. Em contrapartida,
observou-se que os animais banhados, em especial com infusdo, apresentaram maior
inducdo a formacao de fistulas que promoveram a drenagem da colecdo purulenta. Este
fato foi observado em cinco dos animais tratados com infusdo, um com agua morna e
nenhum do grupo controle (SB). Este ocorrido permite inferir que nao apenas o fator calor
foi determinante neste processo, mas que a a¢do das folhas de Ipomoea batatas podem

também ter colaborado de forma terapéutica.
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Figura 14: Média das medidas das lesdes (cm) dos grupos experimentais ao longo do tempo. Sendo
BAA48h: animais banhados em dgua a partir de 48h apds a inoculagdo; BIOh: animais banhados na
infusdo desde o dia da inocula¢do; BI48h: animais banhados na infusdo a partir de 48h apos a

inoculacdo; SB: animais ndo banhados.

A espectroscopia fotoacustica foi utilizada para verificar se os efeitos limitados
da infusdo, conforme descrito anteriormente, poderiam ser atribuidos a uma baixa taxa de
penetracdo da infusdo na pele. O espectro de absor¢do Optica da infusdo utilizada no
tratamento dos ratos foi obtido em um espectrofotometro UV-VIS. Na Figura 15 estao
representados os espectros de absorcdo Optica referentes a infusdo utilizada para o
tratamento dos animais, na concentragdo de 50g folha/l litro de agua; e um espectro
referente a uma das amostras de pele do dorso de cada grupo (SB, BA48h, BI48h e BIOh).
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Figura 15: Espectros de absor¢do das amostras de pele do dorso dos animais tratados e espectro da

infusdo realizado em espectrofotémetro.

Nota-se no espectro que a infusdo apresenta uma banda de absor¢do centrada em
torno de 320 nm. Nos espectros das amostras utilizadas como controle dos grupos SB e
BA48h, nao houve evidéncia da existéncia de bandas de absor¢ao Optica centradas nesta
regido espectral, o que ndo significa que ndo haja componentes absorvedores nesta regido
do espectro. Isto porque em se tratando de radiacdo ultravioleta e visivel as bandas de
absorc¢do sdo largas e se somam com aquelas de outros componentes. Como por exemplo,
a banda de absorcao optica centrada em ~410nm, que ¢ atribuida a presenca de sangue nas
amostras, ¢ muito intensa e em alguns dos espectros superpde-se a aquele da infusdo,
dificultando a analise dos dados. Pode-se também verificar que, em média, esta banda se
mostrou mais intensa nas amostras tratadas durante sete dias, o que pode ser devido ao
aumento do fluxo sangiiineo provocado pelos banhos na regido, ou seja, um aumento da
resposta inflamatoria. Ainda assim, nos espectros referentes as amostras dos grupos BI48h
e BIOh ¢ evidente a presenca de uma regido de absorcao coincidente com a da banda da
infusdo. Além desta andlise visual, foi realizada uma integragdo numérica da regido do
espectro referente a esta absor¢ao, 325-370 nm. Os valores da area sob a curva
experimental da regido analisada sdo apresentados na Figura 16. Nota-se que os dados
apresentam uma tendéncia de diferenciacdo entre os grupos tratados com a infusdo e os
grupos controle (animais banhados com agua e grupo sem banho), porém, ao se analisar o
desvio padrado, principalmente para o grupo BI48h, a distin¢ao fica prejudicada. Isso fica
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mais uma vez evidenciado com a aplicagdo do teste estatistico One-way Anova com nivel
de significancia p<0,05, o qual ndo mostrou significancia estatistica entre os diferentes
valores médios das areas para cada grupo, ou seja aqueles banhados com infusdo com

relacdo ao grupo SB, quanto ao grupo banhado com agua.

6F o Area Média (325 a 370 nm) .
Aluste linear (B=0.26288)

4} .
<
2 —
<
g2t i
<

0F 4

1 " 1 " 1 " 1
SB BA48h BI48h BIOh

Figura 16: Valores das areas calculadas, na regido espectral entre 325 ¢ 370 nm.

Segunda etapa

Sendo preconizado pela medicina popular o uso da infusao de Ilpomoea batatas na
forma de bochechos e assim, diretamente em contato com a mucosa bucal e sendo este o
ambiente no qual normalmente se desenvolve o abscesso dentoalveolar, surge a
necessidade de verificar o comportamento da permeacao da infusdo diretamente neste tipo
de tecido e at¢é mesmo compara-lo com o estudo em peles de dorso. Para isso,
espectroscopia fotoacustica foi utilizada para as medidas em pele de dorso e em mucosa
bucal que receberam entdo a aplicacao da infusdo simulando-se os periodos de 3, 5 e 7
dias de banho, ou bochecho.

O uso do corante alimenticio junto & infusdo teve o efeito esperado, uma vez
adicionado ao ché, induz uma banda de absor¢ao Optica centrada em ~526 nm, como pode
ser observado na Figura 17. Nesta mesma figura estdo representados ainda espectros de
amostras de mucosa ¢ de pele referentes a sete dias de tratamento, com infusdo
(chdtcorante) e com agua (amostras controle). Pode-se observar nos espectros um
aumento da absor¢do na regido da banda de absorcdo Optica da infusdo. Verifica-se
também algumas pequenas diferengas entre os espectros de absorcdo das amostras
controle, principalmente na regido de ~510-600 nm. O fato das amostras de mucosa serem
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mais absorvedoras nessa regido causa dificuldade para a avaliagao dos espectros, fato que
foi notado posteriormente ao inicio do estudo, ja que os testes iniciais com a utilizagdo do
corante foram realizados em amostras de pele de dorso. Ha de ser mencionado que existe
dificuldade para se remover a mucosa bucal dos animais, que sdo muito delgadas, e para
que ndo se rompessem inevitavelmente foram retiradas com a presenga de possiveis
por¢des do tecido adiposo subjacente. No caso das amostras de pele, a facilidade de
remogao permitiu obter apenas o tecido a ser analisado, com maior exatidao dimensional e

da constituicao tecidual.

02 —o— Cha+corante (5ml p/ 2 gotas)
Mucosa Controle 7 dias-Média
0,20 Mucosa-Cha 7 dias-Média
Pele Controle 7 dias-Média
0.15 Pele-Cha 7 dias-Média

Sinal Fotoacustico (u.a.)
L
=

0,05

0,00

300 400 500 600 700

Comprimento de Onda (nm)

Figura 17: Espectros de absorc¢ao Optica das amostras tratadas e controle, de pele e da mucosa.
Espectro de absorg¢do doptica da infusdo com a adi¢do do corante de cor rosa cereja na propor¢ao
1000:1.

Os valores das areas sob a regido de interesse nos espectros (470-608 nm) foram
calculados por meio de integracdo e estdo representados na Figura 18. A estes dados,
como na primeira fase do estudo, foi aplicado o teste estatistico One-way Anova. Os
resultados apresentaram diferenga estatisticamente significante entre as amostras de pele
controle e tratadas (infusdo+corante) nos intervalos de tempo simulados de 5 (PI5) e 7
(PI7) dias, apresentando nivel de significancia p<0,05 (p=0,048 e p=0,022,
respectivamente). Para o intervalo de tempo de 3 (PI3) dias ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os valores médios das areas das amostras controle e

tratadas.
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Figura 18: Valores das areas entre 470 e 608 nm, calculadas por integragao.

Para os valores relativos as absor¢des nas amostras de mucosa nao foi encontrada
diferenca estatistica entre os grupos de amostras tratadas (MI3, MI5 e MI7) e controle
(MA3, MAS5 e MA7) nos seus respectivos intervalos de tempo de tratamento. O mesmo
ocorreu para a comparagao entre os valores encontrados para as amostras de pele e
mucosa. No entanto, destaca-se a tendéncia do grupo MI7 (mucosa bucal simulando
infusdo durante 7 dias) em mostrar-se superior em relacdo aos demais grupos. Isto pode
ser melhor observado na Figura 19, na qual estdo representadas as diferengas entre
espectros de amostras tratadas e controles, tanto de pele quanto de mucosa. Pode-se
constatar, portanto, que a variagdo da permeabilidade nas amostras de mucosa pode ter

interferido nos resultados de maneira ja esperadal®.
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Figura 19: Diferenca entre espectros controle e cha.

A auséncia de diferenca estatistica nas amostras de mucosa bucal deve ser considerada
com parcimonia. O fato deste estudo in vitro nao reproduzir a real absor¢ao da mucosa in vivo
diante de abscesso dentoalveolar agudo deve ser ressaltado. Nesta situagdao, ha um aumento
do afluxo sangiiineo local que poderia permitir maior permeabilidade da infusdo de Ipomoea
batatas aos tecidos, ao mesmo tempo que, seus componentes foliares, comprovadamente,

ativariam moléculas, células e citocinas que atuariam nas respostas inflamatoria e

imunolégica desencadeadas!>*!.
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4.1.2.3 Conclusao

Em nossas condigdes experimentais, a infusdo preparada a partir das folhas de
Ipomoea batatas nao apresentou, estatisticamente, capacidade emoliente in vivo, em
modelo animal, para obter melhor resolugdo de abscesso agudo que aquela apresentada
pela 4gua morna em igual temperatura, embora indicios de sua agdo tenham sido
observados.

In vitro, as amostras de pele apresentaram absorc¢des referentes a infusdo, de
forma estatisticamente diferentes em dois dos trés intervalos de tempo de banho,
coincidentemente os mesmo intervalos de tempo utilizados na primeira fase do estudo. O
mesmo ndo aconteceu com as amostras de mucosa, para as quais, novas dificuldades
experimentais surgiram. No entanto, os resultados obtidos indicam a necessidade de novos
estudos, pois, apesar da inexisténcia de diferengas estatisticas, os sinais biologicos
observados com o uso da infusdo de folhas de [pomoea batatas foram melhores do que os
da agua morna para a resolucao de abscessos. Mais uma vez, foi demonstrado o potencial
da espectroscopia fotoacustica para o estudo do processo de difusdo de formulagdes na

pele e na membrana bucal.
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4.1.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE FOTOPROTETORA DO EXTRATO OBTIDO DAS
FOLHAS DE ARRABIDEA CHICA

A Arrabidaea chica, conhecida popularmente como cajuru, € a principal espécie
estudada do género Arrabidaea da familia Bignoniaceae™. Esta familia de plantas ocorre
no Brasil desde a Amazonia até o Rio Grande do Sul, ndo possuindo um habitat tnico,
podendo ser encontrada nos cerrados, mata atlantica e regido amazonica. Possui em torno
de 120 géneros e 800 espécies, existindo poucos relatos de estudos quimicos do género

[55]

Arrabidaea'””'. Popularmente a Arrabidaea chica ¢ utilizada como anti-inflamatorio,

agente adstringente, fitoterapico nos tratamentos de coélica intestinal, diarréia, leucorréia,

55-57]

anemia e como pigmento>>" Dela ja foram isolados flavonoides, fitoesterdis e

pigmentos utilizados em cosméticos como a carajurina, carajurona € 3-

[55:381 Os extratos de plantas que contém flavondides (croméforos) sio

deoxiantocianidinas
capazes de absorver a radiagdo ultravioleta, visto que o espectro de absorc¢do ultravioleta
de flavonodides geralmente apresenta duas bandas de absor¢ao, uma entre 240 a 280 nm e a
outra entre 300 a 550 nm. Estas bandas sugerem a possibilidade de utilizagdo destes
extratos na formulagdo de fotoprotetores contra a radiagao UV 71,

Neste trabalho, a espectroscopia fotoacustica foi utilizada para o estudo de
formulagoes obtidas a partir da planta Arrabidaea chica. Os experimentos foram
realizados em parceria com o grupo de pesquisa do Prof. Celso Vataru Nakamura do
Departamento de Analises Clinicas da UEM. O foco do estudo envolveu a avaliagdo dos
extratos, da formulagdo de um protetor solar e da taxa de penetragdo ex vivo do mesmo na

pele de coelhos.

4.1.3.1 Procedimento Experimental

Apods a coleta da planta, suas partes aéreas foram secadas e trituradas. O po
vegetal obtido foi submetido a extracdo com etanol:agua (9:1). Em seguida, foi
concentrado, liofilizado e armazenado em congelador. O extrato foi denominado de
extrato bruto hidroalcoolico, obtendo-se 50 g do mesmo.

Para o fracionamento, o extrato bruto foi submetido a extracdo com solventes
organicos de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol, até

o esgotamento, originando as suas fragdes. Estas fragdes foram concentradas em
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rotaevaporador para a elimina¢ao dos solventes organicos. A identificacao foi realizada a
partir de espectros no UV e com a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

Uma vez isoladas e identificadas, as fragoes foram adicionadas a uma base
cremosa nao ionica (Soilab®) e os espectros fotoacusticos foram entdo determinados. Esta
analise foi repetida para diversas concentracdes (1 a 5%) tanto para as fragdes, quanto
para o extrato bruto. Os espectros realizados foram comparados ao de um protetor solar
comercial de marca conhecida, com fator de protecdo 15. Apods a escolha das fragdes
adequadas e das respectivas concentragdes que seriam usadas, nenhuma outra substancia
foi adicionada a formulagdo.

Para avaliagdo da permeagao cutanea do fotoprotetor, foi realizada uma analise ex
vivo utilizando-se 14 coelhos da raga New Zealand provenientes da Fazenda Experimental
da Universidade Estadual de Maringa. O peso médio de cada animal era de 2,2 Kg. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais recebendo agua filtrada e ragao a vontade.
Este procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao
Animal desta Universidade. Cada animal recebeu a aplicagdo do fotoprotetor na orelha
esquerda, enquanto a orelha direita recebeu a aplicacdo de agua destilada para ser usada
como amostra controle. Apo6s a aplicacdo, o primeiro animal foi sacrificado
imediatamente (tempo 0) e assim sucessivamente para os intervalos de tempo de 30, 60,
90, 120, 150 e 180 min.

Para as demais analises (morfologica, histopatoloégica, hematologica e
bioquimica) realizadas no Departamento de Analises Clinicas, foram utilizados outros 36
animais de mesma procedéncia € com as mesmas caracteristicas. Estes foram divididos
em 3 grupos que receberam a aplicagdo de protetor solar na orelha esquerda e de agua
destilada na direita durante 7, 14 e 60 dias. Algumas amostras destes grupos foram
analisadas também por Espectroscopia Fotoacustica para verificar se houve permeagao
através da pele.

As amostras de pele foram dissecadas e tiveram cartilagem e colageno removidos,
permanecendo com uma espessura média de 315 um.

Neste estudo utilizamos 11 e 21 Hz para a freqiiéncia de modulacao da luz, que
equivalem a comprimentos de difusdo térmica de aproximados 29 e 21 um, considerando-

se o valor de difusividade térmica de o =3 x 10 * cm? s7'*!],

4.1.3.2 Resultados e discussao

Inicialmente foi realizada a caracteriza¢do do extrato bruto e das fracdes com a
espectroscopia fotoacustica. A Figura 20 mostra os espectros de absor¢dao da formulagao
na concentragdo de 5% do extrato bruto, de suas fragdes, da base cremosa utilizada na

formulagao do fotoprotetor e do protetor comercial (fator 15) utilizado para comparacao.
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Figura 20: Espectros de absor¢do da base ndo ionica, do extrato bruto (5%), da fragdo com acetato de
etila (5%), da fracdo com hexano (5%), da fracdo com diclorometano (5%), da fracdo com n-butanol

(5%) e do fotoprotetor comercial.

Como pode ser observado na Figura 20, tanto o extrato bruto, quanto suas fragoes
possuem caracteristicas de protetor quimico, ou seja, sao absorvedores em toda a regidao
espectral de radiagdo UVB (290 a 320 nm) e UVA (320 a 400 nm). Pode-se destacar a
fracdo acetato de etila que se mostrou a mais absorvedora em toda a regido de interesse.
Outra caracteristica que pode ser destacada nas fragdes hexano e diclorometano, além do
extrato bruto, ¢ a presenca de uma banda bem definida em torno de 672 nm. Embora
esteja fora da regido espectral de interesse para atuar na fotoprote¢do, como esta banda
ocorre em uma regido de absorcdo na qual a pele ¢ transparente, ela pode facilitar a
analise da permeagao da formulacdo através da pele porque esta banda no vermelho pode
funcionar como um marcador.

Um fotoprotetor, além de absorver a radiacdo ultravioleta incidente, pode
simplesmente refleti-la. Esta funcao ¢ atribuida aos protetores fisicos, substancias opacas
que atuam como barreira fisica (devido ao tamanho de suas particulas induzem
espalhamento da radiacdo incidente), como ocorre para o didxido de titdnio e para o 6xido
de zinco, muito utilizados na formulagdo de bloqueadores e protetores solares. Sendo
assim, medidas de transmissdao foram realizadas com as mesmas amostras analisadas

anteriormente. Os espectros de transmissdo sao mostrados na Figura 21. Pode-se ver que
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mesmo sem a adicdo de nenhum tipo de protetor fisico, todas as fracdes e o extrato bruto
apresentam transmitancias muito baixas. Mesmo a fra¢ao n-butanol, a que apresenta maior
transmitancia entre as fracdes, se comparada ao protetor comercial, possui uma boa

resposta espectral como protetor solar.
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Q Fotoprotetor comercial (fator 15
S 015 | p ( )
B
g
=
s 0,10
—
H

0,05

0,00

l 1 l 1 l 1 l 1

300 400 500 600 700

Comprimento de Onda (nm)

Figura 21: Espectros de transmissao do extrato bruto (5%), da fragdo com acetato de etila (5%), da
fragdo com hexano (5%), da fragdo com diclorometano (5%), da fragdo com n-butanol (5%) e do

fotoprotetor comercial.

Para que se possa chegar a uma combinacdo de fragdes ou mesmo utilizar o
extrato bruto como principio ativo para uma formulag¢do fotoprotetora ¢ preciso analisar
também os niveis de toxidade das substancias. E ainda, como a planta apresenta atividade
na indugdo de melanina (substancia que atua como protetor solar natural no homem)?*, ¢
possivel utilizar estes resultados para uma comparag¢ao adicional.

Nos estudos de toxidade realizados anteriormente®, células B;F o (melanoma de
rato) foram tratadas com 100 pL do extrato bruto e das fragdes da planta nas
concentragdes de 500, 400, 300, 200, 100 e 50 pg/ml e incubadas por 48 horas. Foram
analisadas entdo as taxas de inibi¢do do crescimento celular que estdo diretamente
relacionadas ao nivel de toxidade das substancias. De acordo com a analise dos resultados
das culturas, niveis toleraveis de toxidade foram apresentados pela fracdo n-butanol em

todas as concentragdes, pelo extrato bruto até a concentragdo maxima de 300 pg/ml e
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pelas fragcdes hexano e acetato de etila para as duas concentragdes mais baixas (50 e 100
ng/ml). Ja a fragdo diclorometano apresentou-se toxica em todas as concentragdes
testadas. Para a dosagem de melanina intracelular, o mesmo tipo de células (B¢F;)foram
tratadas com 2 mL das concentracdes (500, 400, 300, 200, 100, 50 ug/mL) do extrato
bruto e das fragdes da planta e incubadas por 48 horas. A dosagem de melanina ¢ feita
através de transmitancia (475 nm) e para a construcao da curva de calibragdo foi utilizada
como padrao melanina sintética (Sigma Chemical Co., Missouri, USA). Das amostras
testadas, as que apresentaram uma melhor atividade foram o extrato bruto e as fragdes
acetato de etila e hexano. Ja a fracdo n-butanol foi a que apresentou a menor atividade,
sendo que nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL nao induziu a produg¢do de melanina. A
fragdo dicloro metano apresentou incerteza da indu¢do da producdo de melanina, o que
pode ser atribuido ao nivel de toxidade apresentado.

De acordo com estes resultados foram escolhidas as fracdes acetato de etila e
hexano para a composicao do fotoprotetor. Novos testes foram entdo realizados para a
determinagao da melhor concentragdo a ser usada e chegou-se a uma formulagao com 5%,
sendo 2,5% de acetato de etila e 2,5% de hexano, adicionados a base cremosa nao idnica.
Os espectros de absor¢do e transmissao para esta formulagdo foram comparados com os
de um protetor comercial, conforme mostra a Figura 22.
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Figura 22: Espectros de absor¢do (cima) e de transmissdo (baixo) do fotoprotetor comercial e da

formulagdo com 5% (fragdo acetato de etila 2,5% + fracdo hexano 2,5%).
Nota-se que a formulacao nao apresenta perdas na absor¢do e mantém a banda de

absorc¢do Optica na regido de 672 nm como era esperado. Os espectros de transmissao

mostram a ocorréncia de baixa transmitancia da formulagdo, mesmo sem a adigdo de
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protetor fisico. A mesma formulagao teve sua atividade melanogénica avaliada, resultando
em uma produ¢ao de melanina ainda mais alta se comparada com cada uma das fragdes.
Uma vez formulado, o fotoprotetor foi entdo aplicado em animais para avaliacao
ex vivo de sua permanéncia sobre a pele. A presenca da formulagdo foi monitorada logo
apos a aplicagdo (tempo 0), 30 minutos apos a aplicacdo (tempo recomendado para os
fotoprotetores comerciais antes da exposicao ao Sol), 60, 90, 120, 150 e 180 minutos.
Amostras em triplicata foram avaliadas para cada intervalo de tempo de aplicagao. Como
se pretende avaliar o intervalo de tempo de permanéncia da formulacdo sobre a pele, foi
utilizada uma freqiiéncia de modulagdo de 21 Hz que permite o monitoramento de uma
espessura da odem de 21 pum, que ¢ a parte superior da epiderme. Os espectros realizados

estdo mostrados na Figura 23 (um para cada intervalo de tempo).
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Figura 23: Espectros das amostras tratadas por 0, 30, 60, 90, 120, 150 ¢ 180 min. No detalhe tem-se o

espectro da pele controle e da pele apds aplicagdo da formulagdo para 0, 60,120 ¢ 180 min.

Uma simples avaliagdo visual permite a afirmacdo da presenca do fotoprotetor
sobre a pele apds cada intervalo de tempo de aplicagdo. Mas em se tratando de um estudo
de populagdo, se faz necessaria uma avaliacao estatistica dos dados. Para isso a banda de
absorcao centrada em ~672 nm foi utilizada com um marcador da presenca da formulacao
nas amostras de pele. A area sob os espectros foi calculada no intervalo de 640 a 715 nm e
os dados estao mostrados na Figura 24. Apos o calculo dos valores das areas, estes foram
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utilizados para o tratamento estatistico com o método One-way Anova com nivel de
significancia de 5% (p<0,05).
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Figura 24: Areas dos espectros de absor¢do das amostras em fungdo do intervalo de tempo apés a

aplicacdo da formulag@o.

Nota-se que o fotoprotetor permanece sobre a pele até o intervalo de tempo de
150 minutos. Apos este periodo observa-se uma leve tendéncia de queda até o tempo de
180 minutos, o que ¢ perfeitamente esperado para a atividade de um protetor solar, que no
geral recomenda-se aplicar a cada duas horas. Através da avaliagdo estatistica pode-se
confirmar esta interpretacdo, uma vez que ndo houve diferenca com significancia
estatistica entre os dados referentes as amostras controle e as de 180 minutos. As areas
para 30 e 90 minutos também ndo diferiram estatisticamente daquelas observadas no
controle.

Adicionalmente, alguns exemplares dos grupos tratados por até 60 dias foram
analisados com a incidéncia da luz realizada na face inferior, ou interna, da pele,
semelhante ao procedimento realizado nas medidas apresentadas na se¢do 4.1. Isto foi
realizado com o intuito de verificar uma possivel permeagdo da formulacao através da
pele. Os espectros estdo mostrados na Figura 25. Estes espectros referem-se a formulacao;
a amostra controle, que recebeu a aplicagdo de dgua destilada por 14 dias; uma amostra
que recebeu a aplicagdo da formulacdo e medidas apds 180 minutos; duas amostras
tratadas por 14 dias e outras duas tratadas por 60 dias, que receberam a ultima aplicacao
do fotoprotetor 24 horas antes do animal ser sacrificado. Todos os espectros foram obtidos
com uma freqiiéncia de modulacdo de 11 Hz, correspondendo a uma profundidade
estimada de 29um.
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Figura 25: Espectros obtidos do lado inferior das amostras de pele, com freqiiéncia de modulacgao de

11 Hz.

Como pode ser observado, apenas umas das amostras tratadas por 14 dias
apresenta a banda de absor¢do caracteristica da formulagdo. Apenas com estes resultados
torna-se inviavel uma conclusdo com relacdo a permeagdo, mas pode-se pensar
inicialmente que apds 180 minutos a formulagao ainda nao teria permeado através da pele,
enquanto que apos 24 horas, como ¢ o caso das demais amostras, o seu principio ativo ja
poderia ter atingido a regido vascularizada da pele.
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4.1.3.3 Concluséao

Em conclusdo, a formulacdo proposta apresentou uma resposta espectral
satisfatoria tanto no que se refere a absor¢ao optica da luz ultravioleta, quanto no que se
refere a sua baixa transmitancia, mesmo sem a adi¢gdo de um protetor fisico conhecido,
como ¢ o caso do protetor solar comercial usado para comparacdo. No que se refere a
permanéncia do fotoprotetor sobre a pele, os resultados também foram satisfatorios,
apresentando duragcdo de no minimo 180 minutos. A avaliagdo foi positiva também paras
as demais analises realizadas pelo grupo do Prof. Celso Nakamura, uma vez que ndo
houve a presenca de alteragdes macroscopicas significativas na pele das orelhas dos
coelhos tratados, e a formulacdo ndo apresentou efeito toxico para os animais tratados,

considerando os parametros bioquimicos e hematologicos avaliados.
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CAPITULO 5: RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE 2

5.1 APLICACAO DE TECNICAS FOTOTERMICAS E CONVENCIONAIS PARA
ESTUDOS DE OLEOS E GORDURAS

Neste capitulo técnicas fototérmicas, interferométricas, calorimétrica e de
densidade de massa foram usadas no estudo de estabilidade ¢ caracterizagdo de dleos
utilizados previamente em processo similar ao de fritura industrial e em estudo da

complexagdo da B-ciclodextrina na extragao de colesterol da manteiga.

5.1.1 ESTUDO DAS ALTERACOES NAS PROPRIEDADES OPTICAS E TERMICAS DE
OLEOS VEGETAIS SUBMETIDOS A PROCESSO DE FRITURA

Os oleos e gorduras vegetais podem ser extraidos de uma extensa variedade de
frutos e sementes. Sua aplicabilidade, tanto na industria como no uso doméstico, pode ser
tao variada quanto sua fonte de obtencao, se estendendo desde o uso como lubrificante ao
importante papel de combustivel alternativo no setor de producao de energia, ocupando
ainda lugar de destaque no setor de alimentos'®* ®!1,

A fritura por imersdo ¢ um dos processos mais populares no preparo de
alimentos, uma vez que ¢ rapida e produz textura e sabor agradaveis. Além de serem
largamente aceitos pelos consumidores, estes alimentos podem ter um aspecto nutricional
importante, uma vez que a ingestdo de 6leos e gorduras € necessaria tanto do ponto de
vista energético quanto no transporte de vitaminas lipossoliiveis € no fornecimento dos

4cidos graxos essenciais (dmega-3 e 6mega-6)" '* ®. Mudancas significativas na atitude
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dos consumidores ao longo dos anos, como a busca por alimentos de facil e rapida
manipulacdo, fizeram com que as industrias alimenticias passassem a oferecer produtos
especificos para o processo de fritura, como os alimentos pré-preparados e congelados!”.

A reutilizacdo de Oleos e gorduras no preparo de alimentos pode acarretar
mudancas quimicas e fisicas indesejaveis nos mesmos, 0 que compromete ndao so a
qualidade do alimento, como também pode produzir danos & saude e a nutri¢gdo. Durante o
processo de fritura o aquecimento continuo e a interagdo com o ar, agua € com O0s
componentes do alimento podem levar a variadas reagdes quimicas como hidrolise,
oxidacdo e polimerizagdo dos triglicerideos, assim como mudancas nas propriedades
fisicas, como viscosidade, indice de refragio e coeficiente de absorgdo optical” > 1,
Como os 6leos e gorduras utilizados no processo de fritura sao incorporados aos lipideos
totais do alimento, conhecer as alteragdes provocadas, assim como definir os 6leos e/ou
gorduras mais apropriados e estabelecer regras para o seu reaproveitamento sao questoes
importantes para o controle de qualidade de alimentos!”.

Neste estudo, diversas técnicas foram empregadas para a analise de propriedades
opticas e térmicas de 6leos vegetais com o objetivo de se avaliar o grau de degradacao em

funcao do processo de fritura.

5.1.1.1 Procedimento Experimental

As amostras foram cedidas pela prof'. Dra. Neuza Jorge do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP de Sao José do Rio Preto, que foram
preparadas a partir de 6leos de girassol e de soja pela mestranda Patricia V. Del Ré. As
frituras por sua vez foram realizadas em amostras de frango empanado pré-frito e
congelado ou snack. Vinte e cinco lotes de 500 g cada foram preparados com cada tipo de
6leo, utilizando-se uma fritadeira doméstica comercial, com capacidade de 3 litros. Apos
o volume ser preenchido com o6leo, a temperatura foi controlada em 180+2 °C e a relagao
superficie/volume mantida em 0,3 cm™ durante 10 minutos. Essa condi¢ido foi adotada
para todo o periodo do experimento que teve uma duragdo total de 12 horas. Apds o
aquecimento inicial, a primeira amostra de 6leo foi coletada e em seguida o processo de
fritura foi iniciado com o primeiro lote de alimento. Apos cinco minutos em temperatura
de 180°C foi coletada nova amostra de 6leo e o lote de empanado trocado. Nova amostra
foi retirada apo6s a fritura do quinto lote e a partir deste, a cada cinco ciclos, de um total de
25 repeticdes. A reposicdo de oleo foi realizada quando necessaria para manter-se a
relacdo superficie/volume constante. As amostras foram armazenadas em recipientes de
vidro (8ml) com tampa de borracha e mantidas em congelador. Antes de cada experimento

os frascos com as amostras foram deixados em temperatura ambiente por
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aproximadamente 30 minutos. Para comparacdo, os Oleos virgens foram mantidos e

analisados nas mesmas condi¢des de armazenagem dos demais [,

5.1.1.2 Resultados e Discussao

Diferentes tipos de 6leos apresentam valores caracteristicos de indice de refracao.
Este parametro esta relacionado com o grau de insaturagao das liga¢des, que aumenta em
funcdo do numero de ligagdes duplas e com o tamanho da cadeia hidrocarbonada.
Portanto o indice refracdo tem relacdo com os compostos gerados devido a oxidagdo e
tratamento térmico, uma vez que as transformagdes ocorridas induzem a formagdo de
dienos conjugados e polimeros, os quais podem também provocar aumento do indice de

refracio!®!. Muitos autores'® %!

apresentam medidas de indice de refracdo quanto se trata
de caracterizacdo e certificagao de 6leos comestiveis, que de modo geral sao determinados
via Refratometro de Abbé, em temperaturas entre 40 e 45 °C. Os valores medidos para os
6leos virgens sdo 1.4679 para o de girassol e 1.4671 para o de soja'®’.

Para as medidas realizadas durante esta tese foi utilizado o Interferometro de
Michelson-Morley modificado, com as amostras na temperatura ambiente. Os resultados

em fun¢do do nimero de frituras estdo mostrados na Figura 26.

1,60
|58 [ --0-- Oleo de Soja
L - Oleo de Girassol

1,56 |

1,54

1,52 b

Indice de refracdo (n)

1’40 I | ' | ' | ' | ' | ' |
0 5 10 15 20 25

Numero de frituras

Figura 26: Indice de refracio para as amostras de 6leo de soja e girassol em fungdo do numero de

frituras ( erro de 2%). As linhas pontilhadas s@o guias visuais.
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A diferenca nos valores de n para cada intervalo de fritura se deve essencialmente
as dificuldades experimentais relacionadas ao espalhamento da luz, o que pode ser
atribuido a presenga de acidos graxos saturados provenientes do alimento. Isto ocorre
porque a temperatura de liquefagdo destes acidos ¢ acima da ambiente. O aumento do
coeficiente de absorcao Optica em funcdo do nimero de frituras também contribui para a
mudanca observada nos valores de 7.

Em estudo anterior realizado por N. Jorge e colaboradores™, éleos de girassol e
soja foram analisados em processos de fritura de batatas e os valores do indice de refragdo
em funcao do tempo de fritura apresentaram um maximo para o intervalo de 7,5 horas. O
fato de ter sido utilizado outro tipo de alimento naquele estudo pode ter grande influéncia
nos processos de oxidagdo, uma vez que, por ser rica em agua, a batata provoca uma taxa
maior de reagdes hidroliticas e por ser um produto vegetal nao induz troca lipidica entre o
6leo e o alimento. As amostras analisadas naquele trabalho apresentaram aumento no
indice de refracdo de aproximadamente 0,27% para o 6leo de girassol e de 0,08% para o
6leo de soja, quando as amostras submetidas a 0,5 e a 7,5 horas de processo foram
comparadas. Adotando este intervalo, nossos resultados foram de diferencas de 0,72%
para o 6leo de girassol e -0,36% para o 6leo de soja. Os resultados para o indice de
refracdo apresentam uma tendéncia de aumento para o O6leo de girassol, com
comportamento semelhante ao ocorrido com os dienos conjugados nas mesmas amostras,
como mostrado mais adiante na Figura 43. Além da influéncia sobre o indice de refracao,
estes compostos estdo relacionados com o aumento da absor¢do na regido espectral do
ultravioleta. Estes resultados serdo discutidos posteriormente. Os dados obtidos para o
indice de refracdo serdo ainda uteis para as analises do comportamento do parametro
dn/dT, medidos com a interferometria Optica e apresentados a seguir.

As medidas do coeficiente térmico do indice de refracdo, dn/dT, realizadas com a
interferometria Optica estdo mostradas na Figura 27, para o dleo de girassol, ¢ na Figura

28 para o 0leo de soja.
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Figura 27: Coeficiente térmico do indice de refragdo (dn/dT ) em fungdo da temperatura para as
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amostras de 6leo de girassol, para diferentes nimeros de fritura.

Na Figura 27 pode-se visualizar o comportamento do dn/dT em fungdo da

temperatura para as amostras com diferentes numeros de frituras. Os valores absolutos

para o coeficiente térmico do indice de refracdao nas temperaturas de 30 °C e 180 °C, para

as amostras de 6leo de girassol, estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores de dn/dT medidos para as amostras de 6leo de girassol referentes as temperaturas de
30°Ce 180 °C.

Amostras de 6leo de dn/dT (x 107
girassol (n° de frituras) 30°C 180 °C
00 -3,63697 -3,26166
01 -3,64558 -3,29945
05 -3,7007 -3,28014
10 -3,68523 -3,31121
15 -3,71656 -3,30322
20 -3,77858 -3,29758
25 -3,75601 -3,28605

Pode ser observado que para as amostras de 6leo de girassol ndo ha alteragdes de

tendéncia nos valores de dn/dT para temperaturas acima de 50°C. Entretanto, ocorrem

flutuagdes em torno de 35°C, com o aparecimento de picos, cujas intensidades aumentam
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em fun¢do do nimero de lotes fritos por amostra. Este comportamento se repete para as

amostras de 6leo de soja, como pode ser observado na Figura 28, porém com um aumento

no intervalo de temperatura do aparecimento dos picos, até 70°C.

Oleo de Soja

dn/dT

0 20 40 60

Figura 28: Coeficiente térmico do indice de refragdo (dn/dT ) em fungdo da temperatura para as

80 100
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120 140 160 180 200

amostras de 6leo de soja, para diferentes numeros de fritura.

Na Figura 28 pode-se visualizar o comportamento do dn/dT em fungdo da

temperatura para as amostras com diferentes numeros de frituras. Os valores absolutos

para o coeficiente térmico do indice de refracdo nas temperaturas de 30 °C e 180 °C, para

as amostras de 6leo de girassol, estdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de dn/dT medidos para as amostras de dleo de soja referentes as temperaturas de

30°Ce 180 °C.

Amostras de dleo de soja dn/dT (x 107

(n° de frituras) 30°C 180 °C
00 -3,64164 -3,30024
01 -3,61297 -3,34892
05 -3,77786 -3,22681
10 -3,69925 -3,289
15 -3,71596 -3,32437
20 -3,73913 -3,2901
25 -3,74902 -3,27712
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Para uma melhor visualizagdo da presenca dos picos no dn/dT em funcdo da
temperatura, os valores das areas sob os picos entre 20°C e 45°C, foram calculados por
integracdo numérica em funcdo do nimero de frituras, como mostra a Figura 29. De
acordo com os valores calculados, pode-se observar claramente a tendéncia de aumento
das areas sob os picos com o aumento do niimero de frituras, mesmo sendo estes valores
referentes somente ao intervalo de 20°C a 45°C, devido ao fato das amostras de 6leo de

girassol ndo apresentarem picos acima desta temperatura.

4+ o Oleo de Soja
Ajuste linear
s % Oleo de Girassol o

— Ajuste linear

Area do pico (u.a.)

0 5 10 15 20 25
Numero de frituras

Figura 29: Valores das areas dos picos de transi¢ao dos 6leos de girassol e de soja determinados a

partir dos resultados de dn/dT, no intervalo entre 20 e 45° C.

A presenca desses picos foi atribuida ao processo de fusdo (ou liquefacdo) de
aglomerados esbranquicados presentes nas amostras em temperatura ambiente. Estes se
formaram provavelmente devido as trocas lipidicas que ocorrem durante o processo de
fritura, ou seja, os acidos graxos saturados, naturalmente presentes nas amostras de frango
empanado, que passaram a fazer parte do 6leo durante o processo. Uma outra possivel
explicagdo seria a realizacdo da pré-fritura em gordura hidrogenada que também estaria
presente nas amostras de oleo. Tanto a presenga dos 4cidos graxos saturados, quanto da
gordura hidrogenada poderia explicar um aumento da temperatura de liquefacdo das
amostras. Além disso, a presenca dos acidos graxos saturados poderia também provocar
um aumento na resisténcia as reagdes termoxidativas dos 6leos ['¥
Para a comparacao utilizamos os resultados da medida de estabilidade oxidativa

[67]

realizadas anteriormente” '’ com amostras dos mesmos lotes, apresentados na Figura 30.
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Figura 30: Intervalos de tempo de estabilidade oxidativa para amostras de 6leo de soja e de girassol'®’.

Pode ser observado que o periodo de estabilidade oxidativa aumenta com o tempo
de fritura, o que esta relacionado a quantidade de acidos graxos saturados liberados
durante o processo de fritura. Este fato reforca a relagdo entre a estabilidade oxidativa e a
insaturagdo do 6leo ou gordura!®”.

Os resultados das medidas de densidade estdo apresentados em duas figuras. A
Figura 31 mostra os dados para as amostras de oleo de girassol virgem (sem pré-
aquecimento), para a amostra utilizada na fritura de um lote e para a amostra utilizada na
fritura de 25 lotes. Todas as medidas foram realizadas primeiramente aumentando-se a
temperatura para em seguida diminui-la, configurando um ciclo de subida e descida, no

intervalo de 0 a 50°C.
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Figura 31: Densidade em fun¢do da temperatura para os 6leos de girassol.

A Figura 32 mostra os resultados para as amostras de 6leo de soja, nas mesmas

condicdes utilizadas para as medidas nas amostras de 6leo de girassol.

Oleo de Soja o Oleo Virgem- Aquecendo
0,94 |
o 01- Aquecendo
o 25- Aquecendo
093 |- \@Q%% o Oleo Virgem- Resfriando
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A ““a&\a
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=
091
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Temperatura ("C)

Figura 32: Densidade em fun¢do da temperatura para os 6leos de soja.

Pode-se verificar que as variagdes nos valores da densidade para os 6leos com

diferentes nimeros de frituras e também para a temperatura aumentando ou diminuindo, ¢
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muito pequena. Na Figura 33 observa-se mais claramente este comportamento dos dados
de densidade referentes a temperatura de 45°C.

0,9045 -
~-a-- Soja- Aquecendo
0.9040 --0-- §0ja- Resfriando
’ * Girassol- Aquecendo
\\ —#-— (Girassol- Resfriando
mA \\k
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~= o) o,
N e
% -~ F imm o MMQ“
0.9030 |- g "
[ Sy
E-2
0,9025 -
| ' | ' | ' | ' | ' |
0 5 10 15 20 25

Numero de frituras

Figura 33: Densidade na temperatura de 45°C para os 6leos de girassol e de soja em fungdo do nimero

de frituras.

E provavel que esta diminuicdo no valor da densidade em fun¢do do numero de
frituras seja devido a polimerizagdo térmica, porque estas moléculas sdo formadas por
ligacdes carbono-carbono e/ou carbono-oxigénio-carbono que podem envolver véarios
4cidos graxos'®”l. Assim, os polimeros formados tendem a aumentar a viscosidade do éleo
devido ao tamanho e peso molecular, mas tendem a se formar na superficie do 6leo e a
depositar-se nas laterais do recipiente, formando uma pelicula aderente de consisténcia
plastica e, portanto, se separando do restante do o6leo. Isto levaria a uma reducdo na
densidade com o processo de fritura, como observado na Figura 33. Um outro fator seria a
variacdo no indice de perdxidos, relacionada com a formagdao dos hidroperoxidos,
produtos primarios da oxidacdo que sdo instaveis nas condi¢des do processo de fritura.
Estes decompdem-se em misturas de combinagdes de aldeidos, principalmente volateis,
deste modo apresentando um comportamento semelhante ao da densidade, como pode ser
visto na Figura 34.
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Figura 34: Indice de peroxidos para amostras de 6leo de soja e girassol, em fungdo do nimero de

frituras. Obtido da ref.[”),

A partir dos resultados obtidos para a densidade em fun¢do da temperatura, pode-
se obter também o coeficiente de expansao térmica () no mesmo intervalo. Os resultados
para as amostras de 6leo de girassol estdo mostrados na Figura 35 e os do 6leo de soja na

Figura 36.
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Figura 35: Coeficiente de expansao térmica em fungdo da temperatura para as amostras de 6leo de

girassol para a temperatura aumentando (a) e diminuindo (b).
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Figura 36: Coeficiente de expansao térmica em funcdo da temperatura para os 6leos de soja com a

temperatura aumentando (a) e diminuindo (b).

Observando os dados calculados para o coeficiente de expansdo térmica
apresentados tanto para o O0leo de girassol, na Figura 35, quanto para o 6leo de soja, na
Figura 36, pode-se verificar a presenca de picos em torno de 7°C e em torno de 35°C.
Estes picos apresentam um aumento de intensidade em fun¢@o do nimero de frituras a que
a amostra foi submetida, para as curvas de aumento de temperatura. No entanto, para os
dados em que a medida fo1 realizada com a temperatura sendo reduzida, o pico em torno

de 7°C fica melhor definido, enquanto que o de 35°C ndo aparece em nenhuma das
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amostras. Isto sugere que este efeito apresenta uma grande histerese térmica,
comportamento que pode ser atribuido a processos termodinamicos com transi¢des de fase
de primeira ordem.

Estes resultados sugerem que o indice de refragdo do material, bem como sua
dependéncia com a temperatura, ¢ governado pela densidade e pela expansao térmica.

Conhecendo a relagdo entre o indice de refragdo (e sua variagdo com a
temperatura) e a polarizabilidade através do estudo da refratividade molar (4) e tendo em
maos os parametros ja conhecidos das amostras, como o indice de refracdo, densidade,
coeficiente de expansdo térmica e coeficiente térmico do indice de refracdo dn/dT, ¢
possivel utilizar as equagdes (3.10) e (3.11) para se determinar a refratividade molar 4,
quantidade que ¢ essencialmente a polarizabilidade total de um mol de uma determinada
substancia, e o comportamento térmico da polarizabilidade eletronica em funcdo da
temperatura. Estes parametros fornecem informagdes importantes do ponto de vista
microscopico das amostras, uma vez que refletem as mudangas estruturais ocorridas nas

mesmas durante os processos de fritura. Os valores calculados para a refratividade molar

sao mostrados na Figura 37
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Figura 37: Valores calculados para a refratividade molar para as amostras de 6leo de soja e de girassol.

O comportamento apresentado pelos dados da refratividade molar reflete o
observado para o indice de refracdo, como esperado. Estes dados podem ainda ser
associados ao teor de compostos polares e ao seu comportamento em fun¢ao do numero
de frituras. Nesta analise entende-se por compostos polares totais todos aqueles que tém

uma polaridade maior que os triglicerideos, determinada via métodos cromatograficos!”
67]
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Figura 38: Teor de compostos polares totais. Estes dados foram obtidos da ref. [7);

O teor de compostos polares totais apresentados na Figura 38 ¢ calculado a partir
dos trigliceridios ndo alterados, considerando que possiveis compostos retidos estdo
inclusos na fragao polar.

Na Figura 37 observa-se para as amostras de 0leo de girassol uma tendéncia de
aumento no valor da refratividade, ou seja, da polarizabilidade total, que no caso supde-se
que se deva a polarizabilidade eletronica. Este mesmo comportamento de aumento se
repete na analise do teor de compostos polares, como mostrado na Figura 38. J4 para o
6leo de soja o comportamento apresentado pela polarizabilidade eletronica pode ser dito
constante até o numero de 20 frituras, com subseqliente diminui¢do, o que nio se
observou para o teor de compostos polares totais.

Os resultados para o coeficiente térmico da polarizabilidade eletronica ¢ para as

amostras de 6leo de girassol e de soja sdo mostrados na Figura 39.
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Figura 39: Coeficiente térmico da polarizabilidade para os 6leos de girassol (a) e de soja (b) para

diferentes numeros de frituras.

A partir dos resultados para o coeficiente térmico da polarizabilidade eletronica
das amostras de 6leos virgens e de dleos utilizados nas frituras de nimero 05, 20 e 25,
pode-se observar mudancas significativas nos valores de ¢. Para as amostras de 6leo de
girassol, a mudanca foi de aproximadamente 0,5x10* K™, enquanto que no caso do 6leo
virgem, estes valores variaram até 2x10* K™ para 25 frituras. O comportamento do
coeficiente térmico da polarizabilidade eletronica em fungao da temperatura confirma que

o coeficiente de expansdo ¢ fator dominante no comportamento do dn/dT e que ocorrem
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mudangas estruturais nas amostras em fungdo do nimero de frituras e da presenga do
alimento. Para as amostras de oOleo de soja, ocorre uma variagdio menor, de
aproximadamente 1,2x10* K™ para a amostra 00 até aproximadamente 1,5x10™* K 'para a
amostra 15. Aparentemente ocorre uma saturagdo do efeito de polarizacao eletronica para
a amostra 15 e uma aparente regressao deste efeito para a amostra 25. Pode ser observada
ainda a presenca de picos em torno de 35 °C para a amostra 25, que reflete o
comportamento do coeficiente de expansdo e que pode também ser observada no
parametro dn/dT.

A Figura 40 mostra os resultados para o calor especifico em temperatura

ambiente em funcdo do nimero de frituras.
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Figura 40: Calor Especifico (Cp) para as amostras de d6leo de soja e girassol em fungdo do niimero de

frituras. A linha ¢ apenas um guia visual.

Os valores obtidos para o calor especifico permaneceram praticamente constantes
para os dois lotes de amostras. Ha apenas uma indica¢do de aumento no valor em fungao
do numero de frituras, o que pode ser induzido pela oscilagao do teor de umidade do 6leo
de girassol que apresentou um aumento de aproximadamente 2,8% comparando-se a
amostra 01 com a 25, enquanto que para o 6leo de soja este aumento foi em torno de
1,6%"".

As medidas de difusividade térmica em temperatura ambiente foram realizadas
pelo Prof. Sandro M. Lima do Grupo de Espectroscopia Optica e Fototérmica da
Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul. Caracteristicamente, a difusividade
térmica esta fortemente relacionada com as variagdes microestruturais € de composigao e
pode, portanto, ser comparada com parametros fisico-quimicos ja estudados. Os valores
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para a difusividade térmica para as amostras de 6leo de soja e girassol sdo mostrados na
Figura 41 (a esquerda)™®’,

Como pode ser observado nessa figura, os valores obtidos para a difusividade
térmica para o 6leo de girassol sdo praticamente constantes em relagdo ao nimero frituras.
J& para o dleo de soja este comportamento se repete somente para as amostras com até 15
frituras, sendo que para as demais ha uma reducao no valor da difusividade térmica. Este
comportamento pode estar relacionado com o aumento da quantidade de 4cidos graxos
livres nas amostras.

A partir dos valores ja determinados para a densidade, o calor especifico e a
difusividade térmica, a condutividade térmica (K) foi calculada e os dados estdo motrados
na Figura 41 (b). O comportamento da condutividade térmica reproduz aquele da
difusividade térmica, uma vez que as variacdes para a densidade e o calor especifico

foram muito pequenas.
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Figura 41: Difusividade térmica (LT) (a) e condutividade térmica (b) para as amostras de 6leo de soja

e de girassol em func¢do do ntimero de frituras; as linhas sdo apenas guias visuais.
A Espectroscopia Fotoacustica foi utilizada para a determinagdo dos espectros de

absorcao Optica das amostras de 6leo de soja e de girassol na regido do ultravioleta e do
visivel. Os espectros estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42: Espectros de absorcao optica (PAS) das amostras de 6leo de soja (a) e de girassol (b) em

funcdo do nimero de frituras.

Nota-se um aumento na intensidade da banda de absor¢do centrada em

aproximadamente 255 nm, com relagdo ao numero de frituras, tanto para o 6leo de soja,
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quanto para o de girassol. Uma segunda banda de absor¢do que apresenta variagdo com
relacdo ao numero de frituras pode ser observada em ~285 nm. Estas regides de absorcao
podem ser atribuidas a alguns produtos da oxidagdo dos o6leos analisados, como os
compostos primarios deste processo que apresentam centros absorvedores em torno de
220 nm e 234 nm (dienos conjugados). Além disso, os compostos secundarios (trienos,
aldeidos, cetonas) apresentam picos de absorgdo em torno 265 nm'®!. Deste modo, a
regido do ultravioleta pode ser usada para verificar a variacao destes compostos. Isto foi
realizado por meio de integracdo numérica, em que a area do intervalo espectral de
interesse (230 a 350 nm) foi calculada. Os dados obtidos podem ser visualizados na
Figura 43 (a). Pode-se observar claramente, portanto, a evolucao da area das bandas. Os
dados foram normalizados pelos valores obtidos para as amostras 00, para que s6 a
evolucdo da oxidagdo fosse levada em consideracdo. Esses dados podem agora ser
comparados com os valores encontrados para a porcentagem de dienos conjugados, um
dos produtos da oxidagdo que provavelmente estdo entre os centros absorvedores da
regiao do UV, Figura 43 (b).
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Figura 43: Valores calculados das areas sob os espectros de absor¢ao optica (PAS), no intervalo de

230 a 350 nm (a) e porcentagem de dienos conjugados'®” (b), das amostras de 6leo de soja e girassol

em fung¢do do numero de frituras.

Através da comparacao entre os dados da area da regido espectral entre 230 e 350
nm e o percentual de dienos conjugados, fica clara a dependéncia da evolugdo espectral
com os produtos da oxidagdo induzida pelo processo de fritura. Este resultado merece

ainda ser destacado porque em razao do alto coeficiente de absor¢ao Optica nesta regido
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espectral, a espectroscopia convencional apresenta limitacdo de uso, exigindo diluicao da
amostra. No caso da fotoacustica, isto ndo ocorre porque o espectro pode ser obtido sem

qualquer preparo prévio da amostra.

5.1.1.3 Concluséao

Neste estudo investigamos a partir de varias técnicas as alteracdes nas
propriedades Opticas e térmicas de 6leos de girassol e de soja que foram submetidos ao
processo de fritura. Entre os resultados de destaque, podemos indicar os espectros de
absor¢do oOptica e os do coeficiente de expansdo térmica que evidenciaram maiores
variagdes em funcdo do processo de degradacao das amostras, com uma maior tendéncia a
oxidacao apresentada pelo 6leo de girassol. Analises quimicas requerem equipamentos de
alto custo como cromatografos, diferentes reagentes e laboratérios preparados para tais
analises. Estas andlises requerem ainda longos periodos de medida para produzir
resultados confidveis, além de envolver reagentes toxicos. Portanto, medir mudangas nas
propriedades Opticas e térmicas das gorduras e correlacionar com suas mudangas na

composigdo quimica pode ser uma alternativa confiavel e baratal®¥.,
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5.1.2 ESTUDO DA COMPLEXACAO DA B-CICLODEXTRINA NA EXTRACAO DE
COLESTEROL DA MANTEIGA

Como ja foi visto no Capitulo 2 os triglicerideos de origem animal em geral
contém quantidades maiores de acidos graxos saturados que aqueles de origem vegetal.
Embora existam controvérsias quanto a ingestao de alimentos de fonte animal, eles ainda
se encontram em lugar de destaque na piramide alimentar do homem. Possuem um papel
importante no fornecimento de proteinas, uma vez que a carne, tanto vermelha quanto a de
aves, o leite e o peixe fornecem proteinas com um elevado valor bioldgico, contendo
todos os aminoacidos essenciais em proporgdes proximas aquelas necessarias para a
sintese de proteinas dos tecidos do corpo humano. E também colaboram no fornecimento
de gorduras necessarias ao organismo, sendo que os acidos graxos saturados devem
representar um terco do consumo didrio total de gorduras, ou seja, 10% da ingestdo
calérica total*!,

A manteiga integra esta classe e ¢ um exemplo comum de alimento consumido
quase que diariamente, embora tenha sido em muito substituida pela margarina. E rica em
acidos graxos saturados, possuindo uma quantidade proporcionalmente maior destes
acidos graxos at¢é mesmo que a banha, e contém em média em torno de 0,2% de
colesterol. Embora possua uma série de funcdes vitais, como componente essencial das
membranas celulares e como precursor dos acidos biliares, hormonios esteroides e
vitamina D, o colesterol plasmatico ndo ¢ precisamente regulado e niveis altos podem
elevar o risco de doenca cardiovascular. O colesterol sangiiineo ¢ moderadamente
reduzido com a diminui¢do da quantidade de colesterol ingerido, o que faz necessaria a
identificacdo e a limitacdo de alimentos ricos em colesterol"!.

Atualmente, alternativas vém sendo buscadas para que determinados alimentos
possam ser consumidos sem risco a saude, como o favorecimento por carnes e laticinios
magros na dieta. Procedimentos mais drasticos, como a extragdo do colesterol de alguns
alimentos, como o ovo ou a manteiga, vém sendo objeto de investigacao.

Neste estudo, a espectroscopia fotoactstica foi empregada para avaliar a
eficiéncia do processo de extragdo de colesterol da manteiga animal, que vem sendo
realizado no grupo de pesquisa da Professora Graciette Matioli do Departamento de
Farmacia e Farmacologia da UEM. No procedimento de extracdo, a B-ciclodextrina ¢
utilizada no processo de remogdo de colesterol de uma manteiga comercial. A [3-

ciclodextrina é um oligossacarideo ciclico formado por sete unidades de glucose!®®.
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Apresenta uma cavidade apolar no centro da molécula e capacidade de formar complexos
com varios compostos, como o colesterol, por exemplo. Estes compostos dentro da
cavidade de uma molécula de B-ciclodextrina produzem uma mudanga no comportamento
eletronico da molécula que pode ser usada para caracterizar o complexo. Através do
processo de complexacgdo a B-ciclodextrina pode ser utilizada na remocao do colesterol e
seu uso ja vem sendo empregado em industrias devido ao baixo custo de operagdo se
comparado a outros métodos"’. No entanto, verificar a complexacio tem sido um desafio

e assim surge a necessidade do emprego de novos métodos de caracterizagao.

5.1.2.1 Procedimento Experimental

As amostras analisadas foram previamente preparadas, ou seja, passaram pelo
processo de extragdo de colesterol no laboratério da Prof'. Graciette Matioli do
Departamento de Farmacia e Farmacologia da UEM. O procedimento de extracdo pode
ser resumidamente descrito: para cada preparagdo foi utilizada manteiga comercial
adicionando-se 10% (em massa) de B-ciclodextrina dissolvida em solucdo de 4dgua:etanol
(30:70). A mistura ¢ agitada em reator (com camisa) a uma temperatura de 35° C durante
12 horas, em seguida ¢ centrifugada (1600 rpm) durante dez minutos. Apos a
centrifugacdo a mistura apresenta trés fases das quais se retira entdo a manteiga com teor
reduzido de colesterol, o residuo mais espesso devido a presencga da B-ciclodextrina e o
residuo liquido. Para comparacdo, esse processo foi também realizado simultaneamente
sem a adi¢cdo da B-ciclodextrina. Neste caso, apos a centrifugacdo resultam somente duas
fases, a manteiga ¢ um residuo liquido um pouco mais espesso do que o presente no
processo com B-ciclodextrina.

Também foram preparadas amostras de manteiga com a adicdo de colesterol
padrao na proporcao de 10% e 15% (em massa) para caracterizagdo. As amostras foram
analisadas com a Espectroscopia Fotoacustica e através de dosagem direta de colesterol

com o uso de um kit utilizado para amostras de sangue (método enzimatico).
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5.1.2.2 Resultados e Discussao

Inicialmente foram obtidos os espectros para a caracterizacdo dos componentes,

ou seja, do colesterol padrao (Sigma), da -ciclodextrina em p6é e da manteiga comercial

padrdo. Além dessas amostras foram analisadas também amostras da manteiga ja tratada

com PB-ciclodextrina e da manteiga que foi processada sem a adicao de B-ciclodextrina. Os

espectros estdo mostrados na Figura 44.
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Figura 44: Espectros de absorc¢ao do colesterol padrao em po, da B-ciclodextrina em po, da manteiga

padrdo comercial e das amostras preparadas com e sem p-ciclodextrina.

O colesterol padrao apresenta um pico centrado em ~274 nm bem caracterizado e

que pode ser usado como referéncia na identificacdo. Aparentemente este pico se

apresenta também no espectro da manteiga padrao em propor¢ao bem menor, o que pode

ser atribuido a baixa concentragdo de colesterol na amostras (em torno de 0,2%). No

entanto, pode-se notar também que nas demais amostras, incluindo a manteiga tratada

com a B-ciclodextrina, ocorre absor¢do na mesma regido € na mesma propor¢ao. Essas

amostras de manteiga foram avaliadas também pelo método enzimatico e uma perda de

~88% de colesterol foi detectada para a amostra tratada com a B-ciclodextrina, enquanto

que para a manteiga tratada sem a [-ciclodextrina a perda de colesterol foi de menos de

10%. Uma hipdtese que pode ser inferida ¢ que além do colesterol, a absorcao pode ser
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devida a presenca de outros lipideos, uma vez que nesta regido do espectro as bandas de
absor¢do nem sempre sdo resolvidas. Uma maneira de se averiguar esta hipoOtese ¢
acrescentar a manteiga padrao quantidades maiores de colesterol do que as encontradas
naturalmente na manteiga. Foram preparadas entdo amostras com 10% e 15% (em massa)

de colesterol e os espectros sdo mostrados na Figura 45.
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Figura 45: Espectros de absorc¢ao do colesterol padrao em po, da B-ciclodextrina em po, da manteiga
padrao comercial, amostras de manteiga padrao acrescidas de 10% e 15% (em massa) de colesterol e

espectros simulados de manteiga padrao com 10%, 30% e 50% de colesterol.

Nota-se na Figura 45 que, mesmo apos a adi¢do de colesterol em p6 na manteiga
os espectros nao se diferenciaram daquele da manteiga padrao. A simulagdo matematica
do espectro da amostra de manteiga contendo 10% de colesterol foi realizada e a diferenca
observada ao espectro real ndo ¢ significativamente diferente. A pequena diferenca pode
ser atribuida a rapida ligacao do colesterol aos acidos graxos da manteiga ou ainda reforca
a hipotese da banda possuir mais de um centro absorvedor. Nesse caso, como apenas a
quantidade de colesterol esta sendo alterada, a intensidade de absor¢do da banda ndo
evolui proporcionalmente a esta quantidade. A partir das simulacdes de 30% e 50% de
colesterol pode-se observar que apenas para quantidades desta ordem haveria uma
definicao significativa da banda.

Para tentar contornar esta dificuldade de deteccdao do colesterol na manteiga, foi

adotada a alternativa de tentar analisar os residuos da extracdo, uma vez que nestes
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poderia estar presente uma grande por¢ao do colesterol extraido. Para isto, outro ensaio
foi realizado, desde o processamento da manteiga com e sem [-ciclodextrina até a
determinacao do teor de colesterol via método enzimatico. Deste ensaio apenas 0s
residuos do processo de extracdo com B-ciclodextrina foram analisados e os resultados sao

mostrados na Figura 46.
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Figura 46: Espectros de absor¢do do colesterol padrdo em po, da B-ciclodextrina em pd, da manteiga
padrdo comercial e dos residuos da extracdo com [-ciclodextrina; No detalhe € mostrado a
comparagdo entre o espectro de absorgdo do residuo liquido e o espectro simulado colesterol:[3-

ciclodextrina (7:3).

O espectro da amostra de residuo liquido, que foi previamente desidratada
apresentou um pico bem definido em torno ~274 nm, que provavelmente pode ser
atribuido a presenca do colesterol extraido da manteiga, ja que neste caso a quantidade
proporcional de colesterol deve ser muito maior do que a encontrada na manteiga pura,
principalmente devido ao fato do colesterol ser hidrofobico, o que faz com que ao
desidratar o residuo o colesterol fique concentrado!®!. O residuo espesso visualmente
possuia grande quantidade de B-ciclodextrina ainda na forma de pd, ou seja, que nao foi
utilizada durante a complexag¢do. O espectro comprovou isso porque embora bastante
espesso, ele apresentava grande quantidade de agua, podendo-se observar, a partir do
espectro da Figura 46, a presenga da banda de absorcdo do colesterol, ainda que com
baixa intensidade. No detalhe pode-se comparar o espectro do residuo liquido com um
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espectro simulado da mistura colesterol e B-ciclodextrina na propor¢ao de 7:3. O espectro
simulado concorda razoavelmente com o espectro real, mesmo desprezando a presenga de
outros lipideos que devem fazer parte desse residuo. Essa simulagdao ndo apresenta um
dado quantitativo, mas pode fornecer uma estimativa da propor¢ao dos constituintes do
residuo.

Apo6s a verificagdo da presenca do colesterol no residuo ser confirmada, novo
ensaio foi realizado, para que agora pudessem ser analisados os residuos tanto do processo
de extracdo quanto sem a presenga de B-ciclodextrina. Os espectros podem ser observados

na Figura 47.
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Figura 47: Espectros de absor¢do do colesterol padrdo em po6, da B-ciclodextrina em pd, da manteiga
padrao comercial, dos residuos da extragdo com [B-ciclodextrina e do residuo de extracdo sem o uso da

B-ciclodextrina.

O residuo mais espesso desse ensaio apresentou uma quantidade menor de [3-
ciclodextrina em po6 e este também foi desidratado para a medida de espectroscopia
fotoacustica. Desta vez observou-se uma absor¢do significativamente maior com relacao
ao ensaio anterior. O residuo liquido, também desidratado, apresentou novamente a
presenca do pico do colesterol, mas também apresentou uma maior absor¢do entre 215 e
270 nm, o que pode ser devido a presenca de outros lipideos. Ja no espectro do residuo do
processo de extracdo sem a [-ciclodextrina, embora possa-se observar a banda de
absor¢ao caracteristica do colesterol, esta possui uma intensidade muito menor em relagao

aos residuos do processo com a 3-ciclodextrina.
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5.1.2.3 Concluséao

A partir dos dados apresentados foi possivel verificar a complexagdo do
colesterol pela B-ciclodextrina e, portanto, comprovar sua extracdo da manteiga. Embora
ainda ndo tenha sido possivel realizar uma analise quantitativa do processo de extragdo do
colesterol, a comprovagao da eficacia do processo ¢ de grande importancia e faz com que
novas perspectivas quanto ao uso da Espectroscopia Fotoacustica neste tipo de analise
sejam consideradas.
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CAPITULO 6 - CONCLUSAO

Neste trabalho a Espectroscopia Fotoacustica foi utilizada como ferramenta
principal na caracterizagdo e avaliacdo da taxa de penetragdo de fitofarmacos na pele de
animais.

No primeiro estudo realizado a espectroscopia fotoacustica demonstrou ser uma
técnica adequada para determinagdo ex vivo da penetragdo em pele de ratos de extratos
obtidos da planta Guazuma ulmifolia, mesmo em baixa concentracdao, da ordem de 3%.

No segundo estudo avaliou-se in vivo a capacidade emoliente da infusdo
preparada a partir das folhas de Ipomoea batatas. Embora nas condigdes experimentais
apresentadas a capacidade emoliente da formulacdo ndo tenha sido possivel demonstrar
estatiscamente, a utilizagdo da espectroscopia fotoacustica foi providencial para auxiliar
no estudo do processo de difusdo do produto na pele e na membrana bucal de ratos.

O estudo do fotoprotetor formulado a partir de extratos da planta Arrabidaea
chica mostrou que a formulagdo apresenta uma resposta espectral satisfatoria tanto no que
se refere a absorcdo Optica da luz ultravioleta, quanto no que se refere a sua baixa
transmitancia, mesmo sem a adi¢do de um protetor fisico. No que se refere a permanéncia
do fotoprotetor sobre a pele, os resultados também foram satisfatorios, apresentando
duracao de no minimo 180 minutos.

As propriedades opticas e térmicas de Oleos vegetais submetidos ao processo
repetido de fritura foram determinadas utilizando-se a espectroscopia fotoacustica, demais
técnicas fototérmicas, além de interferometria Optica, calorimetria de relaxagdo térmica e
de densidade. A partir de alteragdes ocorridas nestas propriedades pdde-se fazer uma
correlacdio com mudangas na composicdo quimica das amostras e assim observar a
presenga de maior oxidagdo para o oleo de girassol, em comparagdo ao 6leo de soja,
relacionando-se com o numero de reutilizagcdes do 6leo no processo de fritura.

Por fim, a avalia¢do da eficiéncia de complexa¢do da -ciclodextrina no processo
de remocgao do colesterol da manteiga foi realizada utilizando-se, mais uma vez, a

espectroscopia fotoacustica. Os resultados obtidos comprovam a complexacao e, portanto,
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a extracdo do colesterol da manteiga, embora ainda ndo tenha sido possivel uma
quantifica¢dao do processo.

Finalmente, os resultados deste trabalho demonstraram mais uma vez que as
técnicas fototérmicas sdo ferramentas tecnologicas que podem auxiliar no processo de
controle de qualidade de medicamentos e para a analise de alimentos in natura e
processados. A validacao destes estudos, assim como sua ampliagdo para outros sistemas,
pode resultar no estabelecimento de novos padrdes para serem utilizados na certificacao

de conformidade de biomaterias.

Perspectivas de Estudos

A relevancia dos resultados obtidos neste trabalho de tese e de estudos prévios
realizados com estes métodos indica que as técnicas aqui utilizadas podem tornar-se
ferramentas importantes para a area de certificagdo de conformidade de biomateriais. Para
tanto, ¢ necessario que se ampliem os estudos para um nimero maior de sistemas, além da
realizacdo de validacdo dos métodos em termos das normas vigentes e/ou especialmente

estabelecidas.
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APENDICE A — ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

A.1 — Efeito Fotoacustico

O efeito fotoacustico ¢ gerado ao incidir-se um feixe de luz modulada, de
comprimento de onda conhecido, na amostra que se quer analisar. Esta amostra deve estar
dentro de uma célula fotoacustica fechada que contenha um gés, este gas podendo ser o
proprio ar. A incidéncia da luz e sua absor¢do fazem com que haja uma excitacdo dos
niveis internos de energia da amostra. Por um processo de desexcitacdo nao radiativo, a
radiagdo absorvida ¢ transformada em energia térmica, ou seja, causa um aquecimento
periddico local. Este aquecimento periddico da amostra gera uma onda de pressao no gas
em contato com ela, mas somente uma pequena camada responde termicamente as
variagdes de temperatura na superficie do material. Acoplado a camara, ha um microfone
que detecta a variagdo da pressdo no gas que resulta no sinal fotoacustico. A variagao de
pressao na célula é proporcional a luz absorvida pelo material e isto implica no fato de que
o sinal fotoacustico detectado esta diretamente relacionado com a quantidade de luz
absorvida pela amostra.

A obtencdo de espectros de absorcdo oOptica gerados pelo sinal fotoacustico
devido a interagdo da matéria com uma radiagdo modulada de comprimento de onda
conhecido caracteriza a Técnica Espectroscopia Fotoacustica.

Microscopicamente, a parte da radiagdo eletromagnética que ¢ absorvida, no caso
da luz visivel ou ultravioleta, excita um estado eletronico da molécula, e no caso da luz
infravermelha, o estado excitado ¢ o vibracional. O elétron excitado ¢ promovido para os
niveis mais elevados de energia, o que faz com que toda molécula seja excitada. O tempo
de vida dos estados excitados de um atomo ¢ muito curto. Em intervalos de tempo
menores que 10 segundos, o elétron retorna ao estado fundamental, ocorrendo assim a
desexcitagdo do atomo, liberando a energia absorvida. O processo de decaimento térmico,

no qual uma grande parcela da energia absorvida ¢ transferida para estados vibracionais
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das moléculas, eleva a temperatura em um ponto da amostra. Isto s6 ndo ocorre se houver
reacao fotoquimica estimulada, ou se um novo foton for emitido (desexcitagdo radiativa).

Assim, em cada ponto da amostra ocorrem dois processos de transferéncia da
energia térmica. Primeiro, por conducao térmica, ha uma transmissao dissipativa de calor
para o resto da amostra. Em seguida, pela expansdo térmica e excitacdo térmica nao
homogénea da amostra, ocorre a geracao de ondas elasticas que se propagam de maneira
nao dissipativa para o resto da mesma.

Os diferentes mecanismos pelos quais os pulsos de calor produzidos na amostra
geram ondas acusticas no gas sdo: difusdo térmica, expansao térmica, flexdo térmica e
efeito fotobarico. Estes estdao representados na Figura 48.

Difusdo Térmica: Neste processo, a incidéncia da luz modulada sobre a amostra
produz um fluxo térmico desde a amostra até o gas circundante, provocando neste uma
variagdo de temperatura com a mesma freqliéncia de modulacdo da luz. No entanto,
apenas uma fina camada do gas, a que estd proxima a interface amostra-gas, ¢ que
responde termicamente as flutuacdes de temperatura da amostra. Esta camada ird sofrer
um processo ciclico de expansdo/contracao funcionando como um pistao vibratério sobre
o resto da coluna de gas, gerando uma onda de pressdo que flexionarda a membrana do
microfone acoplado ao sistema, o que resulta em sinal fotoacustico. Neste mecanismo a
transferéncia do calor gerado na amostra depende da difusividade térmica do material e
pode receber também o nome de pistdo simples.

Expansao Térmica: Neste mecanismo, o aquecimento periddico da amostra,
devido a absor¢ao da luz modulada, faz com que a mesma se expanda e se contraia. Deste
modo o seu movimento se soma com a vibragao daquela fina camada de gés e atua sobre o
resto da coluna de gas como um pistdo, o qual provoca a onda acustica no gas. Neste caso,
a intensidade do sinal depende do coeficiente de expansdo térmica do material. Este
modelo também ¢ conhecido como modelo do pistdo composto.

Flexao Termoelastica: Este processo acontece quando ha a formagdo de um
gradiente de temperatura ao longo da espessura da amostra, € a mesma estd com suas
bordas presas. Este gradiente ¢ gerado devido ao decrescimento da absor¢ao a medida que
a luz penetra no material. Isto faz com que a expansao térmica seja diferente para
diferentes planos da amostra (perpendiculares ao gradiente), o que induz uma flexao desta
na mesma dire¢do do gradiente. Este processo ¢ também periddico, gerando ondas de
pressdo no gas e conseqiientemente sinal fotoacustico.

Efeito Fotobarico: Este quarto efeito da-se em amostras fotoquimicamente ativas,

com troca gasosa entre a amostra ¢ o gas da célula fotoacustica.
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Luz modulada

Luz modulada Luz modulada

a) b)

Figura 48: Mecanismos de geracdo de ondas acusticas: a) difusao térmica, b) expansao térmica e c)

flexdo termoelastica.

Como visto, para que um dos mecanismos fotoacusticos possa ocorrer ¢
necessario que haja absor¢do da luz pelo material e condug@o do calor através do mesmo,
ou seja, o aquecimento da amostra apos incidéncia de radiacdo modulada depende ndo s6
da quantidade de calor que ¢ gerado na amostra (coeficiente de absorc¢ao optica f), como
também da eficiéncia de conversdo fototérmica (conversdo de luz em calor) e de como
esse calor se difunde pelo material (difusdo térmica). Assim, ¢ de grande importancia
compreender as relacdes existentes entre as propriedade Opticas e térmicas dos materiais
estudados com a geragdo do sinal fotoacustico, pois através de técnicas fotoacusticas,
estudos espectroscopicos podem ser realizados devido a dependéncia do sinal fototérmico
com relacdo ao coeficiente de absorcao Optica. E ainda devido ao fato de o sinal
fotoactstico depender de como o calor se difunde através do material, ¢ possivel realizar
ndo sO a caracterizacdo térmica da amostra (medidas de difusividade, condutividade e
expansao térmicas), como também fazer o mapeamento do comportamento térmico das
mesmas. Isto se deve ao fato de que a geragdo de ondas térmicas, devido a absor¢do de
pulsos de energia, pode sofrer reflexdo e espalhamento ao encontrar defeitos e impurezas

dentro da amostra, afetando o sinal detectado.

A.2 — Caracterizacgdo Optica das amostras

Um determinado material pode ndo absorver totalmente um feixe de luz que
incide sobre ele. Da parte absorvida, uma fracao interage imediatamente com as moléculas
da superficie do material e o restante ¢ absorvido gradativamente, interagindo com as
camadas moleculares cada vez mais profundas. A medida que penetra na amostra o feixe

luminoso tem sua intensidade exponencialmente diminuida. Esse enfraquecimento do
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feixe obedece a uma lei exponencial conhecida como Lei de Beer, e a distancia de
penetragdo do feixe na amostra, até que sua intensidade inicial se reduza ao valor de 1/e,
caracteriza a absor¢ao Optica do material. Ou seja, de uma intensidade inicial /,(x;) que
atinge um determinado material de coeficiente de absor¢ao oOptica fS(4)apenas uma
intensidade /(x) atingira a profundidade x da amostra:

Ix)=1,[-B(x—x,)] (D

O comprimento de absor¢do Optica /4 ¢ definido como sendo a profundidade x, ou
seja, a distancia na qual a intensidade da radiagdo cai a 1/e de /. Este parametro especifica
o carater optico do material e ¢ dado como

,B(/i)lﬂ(i)=1:>lﬂ=ﬂ— (2)

Através deste parametro um determinado material, ou amostra de espessura total /
pode ser definido como:

Se [;<<[ : amostra opticamente opaca;

Se [z~ [ : amostra absorvedora;

Se [;>>[ : amostra opticamente transparente.

As trés situagdes se encontram ilustradas na Figura 49.
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Figura 49: A absor¢do Optica é determinada pela distancia | 5 que a radiagdo luminosa penetra na

amostra.
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A.3 — Caracterizagado térmica das amostras

Apods a absorcdo da radiagdo, ocorrem processos de transferéncia da energia
térmica que ¢ gerada na profundidade atingida pela luz. A transmissao da energia térmica
para o restante da amostra, através da condugdo, caracteriza a difusdo térmica. Esta ¢
monitorada através da medida da velocidade com que o calor se propaga no meio. A
propriedade térmica medida ¢ a difusividade térmica « que descreve processos transientes
ou periddicos de transmissdo de calor. Outro parametro relacionado com a difusdo térmica
¢ a condutividade térmica, que descreve processos estacionarios, dando o fluxo de calor
em fung¢do do gradiente de temperatura no material.

De modo analogo ao comprimento de absor¢do Optica /s pode-se definir o
comprimento de difusdo térmica g, como sendo a profundidade da amostra em que a
magnitude da oscila¢do térmica se atenua a 1/e. Uma determinada amostra de espessura /
pode ser classificada termicamente através da comparagdo de sua espessura com O
comprimento de difusdo térmica (z):

Se 4, >>1 : amostra termicamente fina;

Se 4, <<I/ : amostra termicamente grossa.

E importante salientar quanto a classificagdo térmica que o comprimento de
difusdo térmica ndo ¢ um parametro intrinseco do material, pois depende da freqiiéncia de

modulacao da luz incidente:

M= |—= (3)

Deste modo, variando-se a freqiiéncia f, uma mesma amostra pode passar de
termicamente fina para termicamente grossa. O valor de f, para o qual ocorre a transi¢ao ¢
chamado de freqiiéncia de corte (f.). Obtém-se (f.), portanto igualando-se o comprimento

de difusdo térmica com a espessura da amostra:

a
U=l = fi=— 4)
7l

Devido a relacdo direta de (f.) com a espessura, pode-se escolher
convenientemente a regido de espessura térmica pela faixa de freqiiéncia ou pela alteragao

da espessura da amostra.
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A.4 — Dependéncia do sinal fotoacustico com a freqiéncia de modulacéo

A intensidade do sinal fotoacustico depende da freqiiéncia de modulagdo. Por
outro lado, a freqiiéncia de modulacao varia com tipo de material estudado, de acordo com
suas propriedades Opticas e térmicas. Esta relagdo entre sinal e freqiiéncia define o
mecanismo dominante responsavel pela geracao do sinal fotoacustico.

Como por exemplo, em uma situagdo que se tenha sinal gerado através do
processo de difusdo térmica. Sendo a amostra termicamente fina com /5>/ (e transparente)
ou termicamente grossa com />4, para uma determinada regido do espectro. Nestes casos
obtém-se um espectro resolvido, uma vez que o sinal fotoacustico serd gerado por uma
camada de espessura constante, o que revela a capacidade da amostra em converter a
radiacdo incidente em calor. No entanto sendo a amostra termicamente fina com /4</
(amostra opaca), ou termicamente grossa e /;<u, pode-se dizer que toda radiagdo incidente
contribui para o sinal fotoacustico e o espectro ¢ dito saturado. Neste caso o espectro
obtido ndo se refere a capacidade da amostra em converter a radiagdo incidente em calor
de forma diferenciada em funcdo dos comprimentos de onda, mas sim ao espectro de
emissdo da fonte de radiagdo luminosa. Ou seja, mesmo uma amostra opaca pode ter seu
espectro resolvido, desde que x4 <l5. Em caso contrario a amostra se diz saturada, o que
indica que toda luz absorvida gera sinal acustico. A saturagdo pode ser contornada
diminuindo as dimensdes da amostra (deixando de ser opaca), ou aumentando a
freqliéncia de modulacdo (a fim de reduzir z). Pois com o aumento da freqiiéncia tem-se
o sinal de camadas cada vez mais superficiais e devido a dependéncia do comprimento de
difusdo g, com a freqiiéncia de modulacdo, ¢ possivel efetuar um perfil de profundidade
no material. O que permite também fazer uma analise detalhada de uma amostra com duas
camadas e espectros distintos e ainda, analises “in vivo” nas quais precisa-se controlar a
profundidade a que a luz chega.

Quando se fala em amostras termicamente finas ou com espectros saturados, a
intensidade do sinal é proporcional a w’, sendo w=2zf. Ja para amostras termicamente
grossas, que apresentam espectros resolvidos, essa dependéncia ¢ proporcional a @’
ambos os casos se referem para processo de difusdo térmica. Ja para os casos de expansao
térmica e efeito termoelastico o sinal geralmente apresenta proporcionalidade a .

Na Tabela 3 tem-se de maneira resumida a dependéncia da amplitude do sinal

fotoacustico com as propriedades Opticas e térmicas ja comentadas.

100



APENDICE A — ESPECTROSCOPIA FOTOACUSTICA

Tabela 3: Casos limites do efeito fotoacustico.

Propriedades

Termicamente Grosso

Termicamente Fino

Térmicas
| >> u | << g

Propriedades Transparente Opaco Transparente Opaco
oOpticas

Ly >>1>> 00 I > | I p>l) | <l <y Ty <<y |, <<l <<
roquenda [Sefoc 02 [Se]| o= @7 [t o @ [t @
frequéncia
Definicédo do Resolvido Saturado Resolvido Saturado
espectro
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APENDICE B — INDICE DE REFRACAO E POLARIZABILIDADE ELETRONICA

Neste apéndice alguns parametros e seus aspectos teoricos sdo brevemente
discutidos. Toda a teoria apresentada neste texto foi previamente descrita por A.

[21]

Steimacher em sua dissertacdo de mestrado'” ', portanto apenas os pontos principais para a

compreensdo da analise dos dados realizada serdo abordados.

B.1 - O indice de refracéo (n)

A refragdo ¢ o desvio que a luz sofre ao se propagar de um meio isotropico a
outro devido a mudanga da velocidade de propagagdo entre os meios. O exemplo mais
comum de refracao de uma onda € o do desvio da luz ao passar do ar para um liquido.

O indice de refracdo n ¢ definido como a razao entre a velocidade da luz no vacuo

e a velocidade da luz no meio, ou seja:
c
n=— (D
v

na qual ¢ ¢ a velocidade da luz no vacuo e v ¢ a velocidade da luz no meio. O indice de
refracdo ainda pode ser dado em funcdo da constante dielétrica & e permeabilidade

magnética x do meio**!

n=\leu . 2)

Para materiais dielétricos, isotropicos € ndo magnéticos, em que u~1, o indice
de refragdo pode ser escrito em termos apenas da constante dielétrica & sendo esta a
relagdo de Maxwell'®? para o indice de refracio:

n=+e (3)
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Para melhor compreender o indice de refragdo e sua dependéncia com a
temperatura ¢ necessario estudar as relagdes macroscopicas e microscopicas dos materiais
dielétricos, como a polarizabilidade, a susceptibilidade elétrica e suas dependéncias com o

campo elétrico.

B.2 - O indice de refracéo (n) e a polarizabilidade

Sob ponto de vista microscopico, todo meio material € composto de atomos, os
quais sao constituidos de entidades carregadas (nucleos atdomicos e elétrons) e assim sao
afetados pela presenga de um campo elétrico E. Os materiais dielétricos diferem dos
materiais condutores por ndo apresentarem cargas livres em sua estrutura e quando sofrem
a acao de um campo elétrico estdo sujeitos a agdo do mesmo de duas maneiras: i) os
momentos de dipolo intrinsecos dos constituintes do dielétrico, chamados de polares,
podem ser orientados na dire¢do do campo externo, ou seja, esses dipolos sofrem a acao
de forgas elétricas, o que causa torques orientando os momentos de dipolo na mesma
dire¢do e sentido que o do campo externo aplicado, fazendo com que a energia potencial
de interacdo seja minimizada; ou ii) se o material ndo tem momentos de dipolo intrinsecos
(materiais ndo-polares), o campo externo pode provocar o surgimento de dipolos elétricos
induzidos. Assim, podemos distinguir quatro mecanismos basicos de polarizacao descritos
a seguir e representados na Figura 50!%°);

+ Polarizacéo eletrénica (5): Quando o campo externo desloca o centro de carga da
nuvem eletronica de uma molécula em relagdo ao centro de carga de seu nucleo,
resultando no aparecimento de momentos de dipolo induzidos;

+ Polarizacdo atdmica (7.): Quando atomos de diferentes tipos formam moléculas,
normalmente ndo compartilham seus elétrons simetricamente e as nuvens eletronicas
sao deslocadas excentricamente em torno dos atomos com maior poder de
polarizagdo. Assim, quando sujeitos a aplicacdo de um campo elétrico E, atomos (ou
grupos de atomos) adquirem cargas de polaridades opostas que provocam
deslocamentos em suas posi¢des de equilibrio;

+ Polarizacdo de orientacdo ou polarizabilidade dipolar (3y): A distribuicao
assimétrica de cargas entre atomos distintos que constituem as moléculas
proporciona o surgimento de momentos de dipolo permanente, mesmo na auséncia
de um campo externo. Quando um campo elétrico externo ¢ aplicado, tais momentos

de dipolo experimentam um torque que tende a orienta-los na dire¢ao do campo;
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+ Polarizacdo interfacial (y): Diferente dos trés tipos anteriores, nos quais a
polarizagdo decorre de cargas ligadas localmente aos atomos, moléculas ou nas
estruturas de solidos ou liquidos, usualmente podem existir portadores de carga que
podem migrar de um ponto a outro na estrutura do material. Quando tais portadores
sao impedidos de se mover por ficarem presos na estrutura do material, nas
interfaces, ou mesmo por ndo conseguirem se descarregar livremente, ocorre o
surgimento de cargas espaciais ou interfaciais que provocam uma distor¢do do
campo médio macroscopico aumentando a capacitancia do material, como por

exemplo, nos capacitores.

E=0 —F
Polarizacao Eletrdnica
H .@.—
Polarizagao Atdmica

EHWWWE E- W)

Polarizacdo Dipolar

YA ~\\
15> 3
Polarizacdo Interfacial
POPO® @DODOO
OPOPEO @®EPOO
POPO® @®OPOO

OPO®E ®PO®O

Figura 50: Mecanismos de polarizagio!®.

Uma vez que cada mecanismo descrito atua de forma independente, a
polarizabilidade total do meio material pode ser definida como a soma dos quatro
parametros, caracterizada por vy, ou seja:

Y=YtV Va7, (4)
Quando um campo elétrico E ¢ aplicado a um meio dielétrico, tornando-o

polarizado, a polarizacao elétrica P (momento de dipolo por unidade de volume) ¢ dada
por:

P=7E (5)

na qual o fator 7 ¢ chamado de susceptibilidade dielétrica. A susceptibilidade dielétrica 7
esta relacionada com a constante dielétrica & por:
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e=1+4rnn (6)

O vetor polarizagao elétrica também pode ser definido como:

P=Np (7)

sendo N o nimero de moléculas por unidade de volume e p ¢ 0 momento de dipolo.
Assumindo que o momento de dipolo p, estabelecido sob influéncia de um campo
E, € proporcional ao campo interno E’ do material. Para um material dielétrico, isotropico

e uniforme o campo interno ¢ dado por'®”:

E':E+4T”P @®)

O momento de dipolo p por sua vez ¢ aproximadamente proporcional ao campo
elétrico que atua sobre a molécula. Para exibir esta dependéncia em relagdo ao campo
elétrico a polarizabilidade do material pode ser definida como a razao entre 0 momento de

dipolo p e o campo E’""]

p=yE' ©)

Assim a polarizagao total pode ser escrita como:

P=Np=N;/E'=N}/(E+4T7ZP) (10)

Usando a equacdo (5) chega-se a uma relacdo entre a susceptibilidade dielétrica
(parametro macroscopico) e a polarizabilidade (parametro microscopico), escrita como:
Ny
N=—g (11)

l-—N
3 /4

Através da relagdo entre a constante dielétrica e susceptibilidade dielétrica dada
pela equacdo (6), a equagao (11) pode ser reescrita

1+837ZN7
E=—"7— (12)
1—437[N}/

ou ainda, a polarizabilidade média pode ser expressa em termos da constante dielétrica e

do nimero de moléculas da amostra
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3 e—1
= 13
4 4z N (5+2j (13)

Esta equacdo ¢ conhecida como equagdo de Clausius-Mossoti, pois Mossoti (em
1850), e Clausius (em 1879) estabeleceram que, para qualquer material, (¢—1)/(£+2)
deveria ser proporcional a densidade. Utilizando a relagdo de Maxwell para o indice de
refragdo, equagdo (3), Lorentz e Lorenz, mostraram independentemente e quase a0 mesmo
tempo (1880 e 1881, respectivamente) que a polarizabilidade média y estd relacionada

com o indice de refragdo n pela seguinte equagao!’”

3 (nP-1
_ 14
4 4z N [n2+2j (14

esta ficou conhecida como equagdo de Lorentz-Lorenz.

Pode-se observar que o indice de refracdo (e sua variacdo com a temperatura)
pode fornecer, através de sua relagdo com a polarizabilidade(14), uma visdo microscopica
do material estudado. Para a andlise do comportamento do indice de refragdo com a
temperatura, ¢ comum definir uma quantidade chamada de refratividade molar (A). Tal
quantidade ¢ essencialmente a polarizabilidade total de um mol de uma determinada

substancia, sendo definida como'**':

A=SEN,y (15)

na qual N,, = 6,02x10% é o nimero de Avogadro, ou seja, o nimero de moléculas em um
mol. Se W ¢ o peso molecular, p a densidade, p a pressdo e T a temperatura absoluta, o

volume molar ¢ definido por:

V:&:K:E (16)
N p p

Por meio das equacdes (14) e (16) a refratividade pode ser escrita explicitamente

em funcio da densidade e do indice de refracdo!**:

2 2
A:K[”z ljzﬂ(”z 1] (17)
pln +2 p \n +2
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B.3 - O coeficiente térmico do indice de refracéo (dn/dT)

O conceito de invariancia do indice de refragdo, introduzido por Gladstone!*
para gases e liquidos e estendido para solidos isotropicos por Lorentz ¢ Lorenz (1880)
postula a existéncia de uma relagdo linear entre o volume V do meio e o indice de

refragdo, que pode ser escrita como:

n’—1

A=V —
n +2

(18)

Esta constante ¢ definida como refratividade 4 da substincia, ou seja, uma
medida da polarizabilidade do meio®. Nesta primeira aproximagio a polarizabilidade ¢
assumida como sendo independente da temperatura. Assim, sob variacao de temperatura,
qualquer mudanca no indice de refra¢do seria devido a uma mudanga na densidade do
meio. Como a densidade do meio usualmente decresce com o aumento da temperatura,
seria esperado que o indice de refragio também sofresse um decréscimo'™. No entanto, a
polarizabilidade geralmente apresenta dependéncia com a temperatura. Assim, a mudanca
no indice de refracdo com a temperatura € controlada por dois fatores que normalmente
competem entre si: Primeiro, o volume do meio muda com a temperatura, normalmente
aumentando com o aumento da temperatura, o que causa uma diminui¢do no nimero de
espécies polarizdveis por unidade de volume e, portanto um decréscimo no indice de
refragdo. Segundo, a polarizabilidade eletronica ou atdmica também muda com a
temperatura, normalmente aumentando em fungdo desta, resultando num aumento do
indice de refragao!®- ",

Tais argumentos podem ser verificados quantitativamente isolando-se o indice de

refracdo da equagdo de Lorentz-Lorenz (18), conforme Prod’Homme'*’!

0 = V+2A4 (19)
V—A
e diferenciando tem-se que:
2ndn:3VdA—3Ade: 3AV2(d_A_d_V] (20)
V-4 V-4\4 V

Expressando o primeiro fator em termos de n

2 2
34V (n"=1)(n"+2) @1

V-4? 3
Substituindo a equagdo (21) em (20) tem-se que
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ondn = W{d_fl_d_‘/} 22)
3 A

Derivando a equacdo (22) em relagdo a temperatura:

ﬂ:{(HZ—l)(anrz)}[ld_A_ld_V} (23)
dT 6n AdT V dT

. : . ~ o 1 dv :
podemos introduzir o coeficiente de expansdao volumétrica f :?ﬁ e um coeficiente

similar para polarizabilidade ¢ = %Z—; lembrando que a refratividade 4 € proporcional a

polarizabilidade. Assim, podemos reescrever a equacio (23) como'™:
dn (0’ =1)(n’ +2)

o7 o (- p) (24)

na qual podemos verificar que o coeficiente térmico do indice de refragdo ¢ dominado
pelo coeficiente térmico da polarizabilidade e pelo coeficiente de expansao térmica.

Pode-se, portanto analisar dois casos envolvendo o coeficiente térmico do indice
de refracao:

e Se (> teremos dn/dT<0; este caso ocorre em substancias como liquidos, cristais
ionicos como o fluoreto de litio (LiF), vidros organicos, polimeros como
metacrilatos, poliestireno etc. que possuem ligagcdes mais fracas entre os atomos;

e Se f<@ e assim dn/dT>0; ocorre em substidncias com fortes ligacdo entre seus
constituintes, o que implica em baixa expansdo volumétrica, como cristais
covalentes, vidros 6xidos (silicatos, aluminatos, fosfatos), etc.

A partir do parametro termo-optico dn/dT do meio pode-se estudar o
comportamento microestrutural, o efeito da composicdo do material e de outras

propriedades em termos da expansao volumétrica e da polarizacao.

108



REFERENCIAS

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

13.

14.

E. Sehn, K.C. Silva, A.C. Bento, M.L. Baesso, and S.L. Franco, Photoacoustic
spectroscopy to evaluate the potentiality of bee-propolis as UV protector: In vivo test
in humans. Journal de Physique 1V, 2005. 125: p. 681-683.

N. Serpone, D. Dondi, and A. Albini, Inorganic and organic UV filters: Their role and
efficacy in sunscreens and suncare products. Inorganica Chimica Acta, 2007. 360: p.
794-802.

N. Serpone, A. Salinaro, A.V. Emeline, S. Horikoshi, H. Hidaka, and J. Zhao, An in
vitro systematic spectroscopic examination of the photostabilities of a random set of
commercial sunscreen lotions and their chemical UVB/UVA active agents.
Photochem. Photobiol. Sci., 2002. 1: p. 970-981.

E. Sehn, Espectroscopia Fotoacustica para determinar a taxa de propagagdo de
substdncias na pele humana in vivo, in Departamento de Fisica. 2004, Universidade
Estadual de Maringa: Maringa-PR. p. 59.

F. Pedrochi, E. Sehn, A.N. Medina, A.C. Bento, M.L. Baesso, A. Storck, and J.L.
Gesztesi, Photoacoustic spectroscopy to evaluate the penetration rate of three
different sunscreens into human skin in vivo. Journal De Physique Iv, 2005. 125: p.
757-759.

L.E.R. Nuglisch, D.T. Dias, E. Sehn, A.C. Bento, M.L. Baesso, S.T.S. Santos, and
M.Y. Fushimi, Photoacoustic spectroscopy to evaluate the penetration of two
antifungal agents through the human nail. Journal De Physique IV, 2005. 125: p. 631-
633.

P.V. Del R¢ and N. Jorge, Comportamento dos oleos de girassol, soja e milho em
frituras de produto carneo empanada preé-frito congelado. Ciéncia e Agrotecnologia,
2007. 31(6): p. 1774-1779.

N. Jorge, B.B.P. Soares, V.M. Lunardi, and C.R. Malacrida, Alteragoes fisico-
quimicas dos oleos de girassol, milho e soja em frituras. Quimica Nova, 2005. 28(6):
p. 947-951.

S.H. Chiu, T.W. Chung, R. Giridhar, and W.T. Wu, Immobilization of [-cyclodextrin
in chitosan beads for separation of cholesterol from egg yolk. Food Research
International, 2004. 37: p. 217-223.

L.C. Junqueira and J. Carneiro, Histologia Basica. 10* ed. 2004, Rio de Janeiro:
Editora Guanabara Koogan S.A. 488.

B.W. Barry, Novel mechanisms and devices to enable successful transdermal drug
delivery. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2001. 14(2): p. 101-114.

R.J. Scheuplein, Mechanism of Percutaneous Absorption .2. Transient Diffusion and
Relative Importance of Various Routes of Skin Penetration. Journal of Investigative
Dermatology, 1967. 48(1): p. 79-&.

N. Kanikkannan, K. Kandimalla, S.S. Lamba, and M. Singh, Structure-activity
Relationship of Chemical Penetration Enhancers in Transdermal Drug Delivery.
Current Medicinal Chemistry, 1999. 6.

P.C. Champe and R.A. Harvey, Bioquimica ilustrada. 2* ed. 1996, Porto Alegre:
Artmed.



REFERENCIAS

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

A. Rosencwaig, Photoacoustics and Photoacoustic Spectroscopy. Vol. 54. 1980: John
Wiley & Sons.

A. Rosencwaig and A. Gersho, Theory of Photoacoustic Effect with Solids. Journal of
Applied Physics, 1976. 47(1): p. 64-69.

A. Rosencwaig and A. Gersho, Photoacoustic Effect with Solids - Theoretical
Treatment. Science, 1975. 190(4214): p. 556-557.

A.C. Tam, Applications of photoacoustic sensing techniques. Reviews of Modern
Physics, 1986. 58(2): p. 381-431.

K.C. Silva, O.A. Sakai, A. Steimacher, F. Pedrochi, M.L. Baesso, A.C. Bento, A.N.
Medina, S.M. Lima, R.C. Oliveira, J.C.S. Moraes, K. Yukimitu, E.B. Araujo, M.
Petrovich, and D.W. Hewak, Temperature and wavelength dependence of the thermo-

optical properties of tellurite and chalcogenide glasses. Journal of Applied Physics,
2007. 102(7): p. 073507-1/6.

A. Steimacher, A.N. Medina, A.C. Bento, J.H. Rohling, M.L. Baesso, V.C.S.
Reynoso, S.M. Lima, M.N. Petrovich, and D.W. Hewak, The temperature coefficient
of the optical path length as a function of the temperature in different optical glasses.
Journal of Non-Crystalline Solids, 2004. 348: p. 240-244.

A. Steimacher, Determinagdo de propriedades termo-opticas de vidros e cristais
utilizados como meio ativo para lasers de estado solido utilizando técnicas de
interferometria optica, in Departamento de Fisica. 2004, Universidade Estadual de
Maringé: Maringa. p. 100.

M. Born and E. Wolf, Principles of Optics. 1984, Cambridge: Pergamon Oxford.

L. Prod'homme, A new approach to the thermal change in the refractive index of
glasses. Physics and Chemistry of Glasses, 1960. 1(4): p. 119-122.

A.N. Medina, A.M.F. Caldeira, A.C. Bento, M.L. Baesso, J.A. Sampaio, T. Catunda,
and F.G. Gandra, Thermal relaxation method to determine the specific heat of optical
glasses. Journal of Non-Crystalline Solids, 2002. 304: p. 299-305.

S.M. Lima, L.H.C. Andrade, F. Pedrochi, R. Constantino, A.N. Medina, A.C. Bento,
and M.L. Baesso, Evaluation of the thermal diffusivity of vegetable oils during frying
by Thermal Lens Spectrometry. European Physical Journal, 2007. 1: p. 1-4.

T.A.S. Albuquerque, Aplica¢do da Espectroscopia de Lente Térmica na investiga¢do
das propriedades opticas e térmicas de oleos vegetais comestiveis, in Departamento
de Fisica. 2002, Universidade Estadual de Maringa: Maringd. p. 103.

T.A.S. Albuquerque, P.R.B. Pedreira, A.N. Medina, J.R.D. Pereira, A.C. Bento, and
M.L. Baesso, Time resolved thermal lens in edible oils. Review of scientific
instruments, 2003. 74(1): p. 694-696.

J.C.B. Rocha, F. Pedrochi, L. Hernandes, J.C.P. de Mello, and M.L. Baesso, Ex vivo
evaluation of the percutaneous penetration of proanthocyanidin extracts from

Guazuma ulmifolia using photoacoustic spectroscopy. Analytica Chimica Acta, 2007.
587(1): p. 132-136.

A. Camporese, M.J. Balick, R. Arvigo, R.G. Esposito, N. Morsellino, F. De Simone,
and A. Tubaro, Screening of anti-bacterial activity of medicinal plants from Belize
(Central America). Journal of Ethnopharmacology, 2003. 87: p. 103-107.

M.P. Corréa, Diciondrio de Plantas Uteis do Brasil. Vol. 5. 1974, Rio de Janeiro:
Ministério da Agricultura. 280-281.

Z. Wayne, L.L.C. Elementals, and A.Z. Scottsdale, Pycnogenol and skincare. Drug
and Cosmetic Industry, 1996. 158: p. 44-50.

110



REFERENCIAS

32.

33.

34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.
46.

47.

48.

49.

M. Hor, M. Heinrich, and H. Rimpler, Proanthocyanidin polymers with antisecretory
activity and  proanthocyanidin  oligomers from Guazuma ulmifolia bark.
Phytochemistry, 1995. 42(1): p. 109-119.

T. Takahashi, Y. Yokoo, T. Inoue, and A. Ishii, Toxicological studies on procyanidin
B-2 for external application as a hair growing agent. Food and Chemical Toxicology,
1999. 37(5): p. 545-552.

A. Rosencwaig, Advances in Eletronics and Electron Physics, 1978. 46: p. 207.

K. Giese, A. Nicolaus, B. Sennhenn, and K. Kolmel, Photoacoustic Invivo Study of the
Penetration of Sunscreen into Human-Skin. Canadian Journal of Physics, 1986. 64(9):
p. 1139-1141.

B. Sennhenn, M. Rohr, K. Giese, and K. Kolmel, Penetration of Topically Applied
Drugs Through Human Skin Investigated by Photoacoustic Spectroscopy.
Photoacoustic and Photothermal Phenomena, 1988. 58.

R.D. Snook, R.D. Lowe, and M.L. Baesso, Photothermal spectrometry for membrane
and interfacial region studies. Analyst, 1998. 123(4): p. 587-593.

B. Muller, M. Kasper, C. Surber, and G. Imanidis, Permeation, metabolism and site of
action concentration of nicotinic acid derivatives in human skin - Correlation with
topical pharmacological effect. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 2003.
20(2): p. 181-195.

I. Notingher and R.E. Imhof, Mid-infrared in vivo depth-profiling of topical chemicals
on skin. Skin Research and Technology, 2004. 10(2): p. 113-121.

L. Mitchem, C. Mio, and R.D. Snook, Diffusion of transdermally delivered
nitroglycerin through skin mimetics using photoacoustic and attenuated total
reflectance spectrometry. Analytica Chimica Acta, 2004. 511(2): p. 281-288.

S.M. Brown, M.L. Baesso, J. Shen, and R.D. Snook, Thermal-Diffusivity of Skin
Measured by 2 Photothermal Techniques. Analytica Chimica Acta, 1993. 282(3): p.
711-719.

M.L. Baesso, R.D. Snook, and J.J. Andrew, Fourier-Transform Infrared
Photoacoustic-Spectroscopy to Study the Penetration of Substances through Skin.
Journal De Physique Iv, 1994. 4(C7): p. 449-451.

K.J. Galina, Guazuma ulmifolia Lam., var. tomentella, Sterculiaceae. 2003,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - UNESP: Araraquara - SP.

J.C.B. Rocha, Chemical evaluation of the Guazuma ulmifolia Lam. var. tomentella,
Sterculiaceae extracts. 2005, Universidade Estadual de Maringa - UEM: Maringa -
PR.

D. Alzugaray and C. Alzugaray, Plantas que curam. Vol. 6. 1998, Sao Paulo: Trés.

R.T. Leonardo and R.C.C. Lia, Semiologia e diagnostico clinico/radiogrdfico das
alteragoes periapicais de origem inflamatoria, in Endodontia Tratamento de Canais
Radiculares:Principios técnicos e biologicos, M.R. Leonardo, Editor. 2005, Artes
Médicas: Sao Paulo. p. 67-98.

A.M. Borba and M. Macedo, Plantas medicinais usadas para a saude bucal pela
comunidade do bairro Santa Cruz, Chapada dos Guimardes, MT, Brasil. Acta Bot.
Bras., 2006. 20(4): p. 771-782.

A.C. Perez and L.Y. Hakumata, Efeito antiinflamatorio da folha de batata doce
(Ipomoea batatas). Revista de Odontologia da UNESP, 1999. 28(1): p. 147-60.

M. Perusquia, S. Mendoza, R. Bye, E. Linares, and R. Maria, Vasoactive effects of
aqueous extracts from five Mexican medicinal plants on isolated rat aorta. Journal of
Ethnopharmacology, 1995. 46(1): p. 63-69.

111



REFERENCIAS

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

C.P. Locher, M.T. Burch, H.F. Mower, J. Berestecky, H. Davis, B. Van Poel, A.
Lasure, D.A. Vanden Berghe, and A.J. Vlietinck, Anti-microbial activity and anti-
complement activity of extracts obtained from selected Hawaiian medicinal plants.
Journal of Ethnopharmacology, 1995. 49(1): p. 23-32.

W.F. Reynolds, M. Yu, R.G. Enriques, H. Gonzales, I. Leon, G. Magos, and M.L.
Villareal, Isolation and characterization of citotoxic and antibacterial tetrasaccharide
glycosides from Ipomoea stans. Journal of Natural Products, 1995. 58(11): p. 1730-1
734.

V. Arana and E. Katchburian, Histologia e embriologia oral. 2* ed. 2004: Guanabara
Koogan.

C.M. Chen, S.C. Li, Y.L. Lin, C.Y. Hsu, M.J. Shied, and J.F. Liu, Consumption of
purple sweet potato leaves modulates human immune response: T-lymphocyte
functions, lytic activity of natural killer cell and antibody production. World Journal
of Gastroenterology, 2005. 11(37): p. 5777-5781.

J.T. Guinoza Siraichi, Avalia¢do da atividade fotoprotetora utilizando extrato obtido
das folhas de Arrabidaea chica, in Programa de Pos-Gradua¢do em Ciéncia
Farmacéuticas. 2007, Universidade Estadual de Maringéd - UEM: Maringa.

P.M. Pauletti, 1. Catro-Gamboa, D.H.S. Silva, M.C.M. Young, D.M. Tomazela, M.N.
Eberlin, and V.S. Bolzani, New antioxidant C- Glucosylxanthones from the stems of
Arrabidaea samydoides. Journal Natural Product, 2003. 66: p. 1384-1387.

0O.S. Takemura, M. linuma, H. Tosa, O.G. Miguel, E.A. Moreira, and Y. Nozawa, 4
flavone from leaves of Arrabidaea chica. Phytochemistry, 1995. 38(5): p. 1299-1230.

B. Devia, G. Llabres, J. Wouters, L. Dupont, M.T. Escribano-Bailon, S. Pascual-
Teresa, L. Angenot, and M. Tits, New 3— deoxyanthocyanidins from leaves of
Arrabidaea chica. Phytochemical analysis 2002. 13: p. 114-120.

T. Alcerito, F.E. Barbo, G. Negri, D.Y.A.C. Santos, C.I. Meda, M.C.M. Young, D.
Chéavez, and C.T.T. Blatt, Foliar epicutiliar wax of Arrabidaea brachypoda:
flavonoids and antifungical activity. Biochemical Systematics and Ecology, 2002. 30:
p. 677- 683.

T.M. Souza, L.E. Santos, R.R.D. Moreira, and V.L.B.I. Rangel, Avaliacio da
atividade fotoprotetora de Achillea millefolium L. (Asteraceae). Revista Brasileira de
Farmacognosia, 2005. 15(1): p. 36-38.

J.A. Balderas-Lopez and A. Mandelis, Self-consistent photothermal techniques:
Application for measuring thermal diffusivity in vegetable oils. Review of Scientific
Instruments, 2003. 74(1): p. 700-702.

F. Karaosmanoglu, G. Kurt, and T. Ozaktas, Long term CI engine test of sunflower oil.
Renewable Energy, 2000. 19: p. 219-221.

G.R. Takeoka, G.H. Full, and L.T. Dao, Effect of Heating on the Characteristics and
Chemical Composition of Selected Frying Oils and Fats. J. Agric. Food Chem. , 1997.
45: p. 3244-3249.

R.C.F. Cella, M.A.B. Regitano-D'arce, and M.H.F. Spoto, Comportamento do oleo de
soja refinado utilizado em fritura por imersdo com alimentos de origem vegetal.
Ciéncia e Tecnologia em Alimentos, 2002. 22(2): p. 111-116.

S. Paul and G.S. Mittal, Dynamics of Fat/Oil Degradation during Frying Based on
Optical Properties. Journal of Food Engineering, 1996. 30: p. 389-403.

C.R. Malacrida and N. Jorge, Alterations of Soybean Oil and a Mixture of “Dendé”
Oil and Soybean Qil (1:1) During the Discontinuous Frying of Chips. Brazilian
Journal of Food Technology, 2003. 6(2): p. 245-249.

112



REFERENCIAS

66.

67.

68.

69.

70.
71.

P.C. Damy and N. Jorge, Physico-Chemical Determinations of Soybean Qil and
Hydrogenated Vegetable Fat During the Discontinuous Frying Process. Brazilian
Journal of Food Technology, 2003. 6(2): p. 251-257.

P.V. Del R¢, Comportamento de oleos vegetais em frituras descontinuas de produtos
preé-fritos congelados, in Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas. 2003,
Universidade Estadual Paulista julio de mesquita Filho: Sao Jos¢ do Rio Preto. p. 121.

S. Yamamoto, H. Kurihara, T. Mutoh, X. Xing, and H. Unno, Cholesterol recovery
from inclusion complex of [-cyclodextrin and cholesterol by aeration at elevated
temperatures. Biochemical Engineering Journal, 2005. 22: p. 197-205.

E.U. Condon and H. Odishaw, Handbook of Physics. 1958, Nova York: Oxford Univ.
Press. .

J.D. Jackson, Eletrodinamica Classica. 1983, Rio de Janeiro: Guanabara Dois.

JM. Jewell, Model for the thermal-optic behavior of sodium borate and sodium
aluminosilicate glasses. Journal of Non-Cryst. Solids 1992. 146: p. 145-153.

113



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

