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RESUMO

SILVA, Jéssica Thais do Prado. Desenvolvimento de microparticulas estruturadas
contendo curcumina. 2014. 37 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Curso Superior
de Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

A curcumina é um corante natural amarelo — alaranjado extraido do rizoma da
Curcuma longa. Trata-se de um polifenol com importantes efeitos biol6gicos
comprovados por estudos cientificos, atuando como um potente antioxidante, inibindo
a formacdo de ceélulas cancerigenas, além de possuir efeito antiinflamatério. O
emprego da curcumina como corante na industria de alimentos é limitado devido a
sua baixa solubilidade em agua, sensibilidade ao tratamento térmico, luz, presenca de
ions metalicos, enzimas, acido ascorbico, entre outros. Deste modo, a técnica de
encapsulacdo deste corante vem sendo ressaltada na literatura como um método
eficaz para melhorar sua aplicabilidade tecnolégica. Neste trabalho, curcumina foi
encapsulada em microparticulas de policaprolactona (PCL) recobertas com gelatina
reticulada por transglutaminase atraves da técnica de emulsificacdo/evaporagcdo do
solvente. Foram realizadas analises para a caracterizacdo das microparticulas, que
apresentaram formato esférico e eficiéncia de encapsulacdo de (81 + 13)%. Além
disso, foram avaliados os perfis de liberacdo da curcumina das microparticulas de PCL
sem recobrimento e em microparticulas de PCL recobertas com gelatina reticulada
com 1,96 e 5,9% de transglutaminase (em relacdo a massa de gelatina), onde as
microparticulas de PCL sem recobrimento apresentaram uma taxa de liberacdo de 4,3
mg.mL*1.min!, enquanto que as microparticulas de PCL recobertas com gelatina
reticulada com 1,96% de transglutaminase apresentaram taxa de liberacéo de 3,2
mg.mL*.mint. Os resultados indicam que a técnica utilizada é viavel para modificar a
liberacé@o do corante das microcapsulas.

Palavras chave: Curcumina. Microencapsulagéo. Gelatina. Transglutaminase.
Liberacdo modificada.



ABSTRACT

SILVA, Jéssica Thais do Prado. Development of structured microparticles
containing curcumin. 2014. 37 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Curso Superior
de Engenharia de Alimentos), Departamento de Alimentos, Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2014.

Curcumin is a natural yellow — orange dye extracted from Curcuma longa. It is a
polyphenol with important biological effects since it acts as a potent antioxidant, inhibits
the formation of cancer cells and also has anti-inflammatory effect. The use of
curcumin as a dye in the food industry is limited due its low water solubility, sensibility
to heat treatment, light, presence of metal ions, enzymes, ascorbic acid and others.
Encapsulation techniques have been emphasized in the literature as an effective
method to improve its technological applicability. In this study curcumin was
encapsulated in  polycaprolactone  (PCL) microparticles  obtained by
emulsification/solvent evaporation technique and coated with transglutaminase
crosslinked gelatin. Analyzes were performed to characterize the microparticles which
presented spherical shape and encapsulation efficiency of (81 + 13)%. In addition, the
curcumin release profiles from wuncoated PCL microparticles and gelatin
crosslinked-PCL microparticles (1.96 and 5.9% of transglutaminase) were evaluated.
Uncoated PCL microparticles showed a release rate of 4.3 mg.mL1.min"! whereas the
PCL microparticles coated with gelatin crosslinked with 1.96% of transglutaminase
showed liberation rate of 3.2 mg.mL1.minl. Results indicate that the technique is
viable to modify the curcumin release rate from the microcapsules.

Keywords: Curcumin. Microencapsulation. Gelatin. Transglutaminase. Modified
release.
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1. INTRODUCAO

Corantes sao aditivos utilizados para repor a cor dos alimentos que foi
eventualmente perdida durante o processamento ou mesmo para tornar o produto
mais atraente aos olhos do consumidor. Podem ser de origem natural ou artificial,
sendo que os corantes artificiais vém sendo condenado por profissionais da saude por
conterem em sua composi¢ao substancias capazes de causar ndo somente alergias,
como também anemia e outras doencas mais graves (BORGES, 1999). A cor interage
com outras caracteristicas sensoriais, influenciando na aceita¢do do produto por parte
do consumidor (PRADO & GODOQY, 2003).

Os corantes naturais, apesar de desejados, apresentam certas limitacées em
sua aplicacdo como falta de estabilidade na presenca de luz e pH, resisténcia ao
tratamento térmico, solubilidade e preco elevado (GAVA; SILVA & FRIAS, 2008).A
curcumina apresenta inumeras propriedades biolégicas de interesse, contudo sua
aplicacao se torna limitada devido a sua baixa solubilidade em agua, entre outros
fatores.

Nesse contexto, a encapsulagdo da curcumina em materiais biodegradaveis
e/ou biocompativeis se apresenta como uma alternativa promissora para melhorar
suas propriedades tecnologicas, possibilitando a substituicdo dos corantes amarelos

sintéticos em escala industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obtencéo de microparticulas estruturadas de policaprolactona (PCL) e gelatina

reticulada contendo curcumina.

2.2. Objetivos Especificos

e Obter microparticulas de policaprolactona contendo a curcuming;

¢ Realizar o recobrimento dessas microparticulas com gelatina reticulada com
transglutaminase;

e Caracterizar as microparticulas estruturadas em rela¢éo a morfologia e eficiéncia
de encapsulacao;

e Auvaliar a liberag&o da curcumina das microparticulas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, BRASIL, 1997),
aditivo alimentar é qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos,
sem proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacéo,
tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulacédo de um alimento.

A cor é um dos atributos mais importantes de um alimento, pois € o fator
determinante para o julgamento da qualidade do produto. Se a cor de um alimento é
alterada, a selecéo e a avaliacao de sua qualidade se tornam muito dificeis (RIBEIRO;
SERAVALLI, 2007). Em alguns casos, a adulteracéo da cor era realizada pelo proprio
consumidor com o objetivo de deixar o alimento mais atraente e, muitas vezes, néao
era levado em conta o efeito colateral desta agdo. Os vegetais verdes, por exemplo,
eram cozidos em panelas de cobre ou de latdo, o que dava uma coloracdo verde
brilhante ao vegetal. Muitas pessoas morreram de envenenamento por cobre como
consequéncia desta pratica (HUGHES, 1994). Muitos produtos alimenticios
originalmente ndo apresentam cor, e, em outros, a cor € perdida ou alterada durante
o processo de industrializacdo. Desta forma, surge a necessidade de adicionar
corantes a fim de conferir ou restaurar a coloragéo perdida (VIDOTTI, ROLLEMBERG,;
2006).

Usualmente na industria de alimentos utilizam-se corantes de origem artificial,
devido a diversas razbOes técnicas: estabilidade, pureza, disponibilidade e
superioridade tecnolégica com relacdo aos corantes naturais (ARAUJO, 2008; LOPES
et al., 2007). Apesar de todas suas vantagens tecnoldgicas, 0s corantes artificiais vém
sendo derrotados no principal aspecto de avaliacdo, que é o aspecto mercadoldgico.
A nova era, conhecida como “verde” ou “ecoldgica”, traca um novo perfil de
consumidor, para o qual a qualidade de vida é mais que uma prioridade, € uma
necessidade (FRINHANI, 2003). Segundo Polénio e Peres (2009), os corantes
artificiais como tartrazina, amaranto, vermelho ponceau, eritrosina e caramelo
amoniacal estdo sendo relacionados a alteracées no comportamento humano, como

a hiperatividade e transtorno de déficit de atencéo, por exemplo, que sao disturbios
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acompanhados por sinais de impulsividade e falta de atencdo, que podem
acompanhar o individuo ao longo da vida adulta.

Segundo Lopes et al. (2007), existe grande demanda de pesquisas para
desenvolver corantes alimenticios a partir de fontes naturais, visando diminuir
gradativamente a dependéncia do uso de corantes alimenticios artificiais no
processamento de alimentos. Além disso, estes estdo diretamente relacionados com
importantes atividades bioldgicas. Seus efeitos benéficos em relacdo a saude estdo
relacionados com suas propriedades antioxidantes, protecdo contra danos oxidativos
a componentes celulares, efeitos antiinflamatorios e prevencao das doencas cronicas
ndo transmissiveis (VOLP, RENHE, STRINGUETA; 2009). Os pigmentos naturais
utilizados em alimentos séo derivados de diversas substancias, como substancias
fendlicas; derivados de porfirinas, como grupo heme e clorofilas; pigmentos escuros
produzidos enzimaticamente ou ndao; complexos de metais pesados com proteinas ou
compostos fendlicos; carotendides e pigmentos relacionados. A utilizacao de corantes
naturais requer o conhecimento quimico de suas moléculas para adapta-las as
condicbes de uso em processos. Na pratica, alguns corantes naturais apresentam
dificuldades tecnoldgicas de aplicagdo (ARAUJO, 2008).

3.1. Curcumina

Curcuma longa I. € uma planta herbacea, perene, com aproximadamente um
metro de altura. E cultivada em regides tropicais e subtropicais da Asia, india, China
e América Latina. No Brasil, esta planta € conhecida como acafrdo da terra e é
comumente usada na culinaria como corante pra alimentos (JARDIM, 2013).

A curcuma em po € o rizoma da Curcuma longa |., dessecado e pulverizado,
tendo como principio ativo principal a curcumina, com teores entre 1 e 5%. Apresenta
também teores reduzidos de demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina. O extrato
purificado por cristalizacao permite a obtencdo de curcumina em p6 concentrado, com
teor minimo de 90% de curcumina. O pG é cristalino, amarelo-alaranjado, inodoro,
insolavel em 4gua e éter e soluvel em etanol, diclorometano, acido acético glacial,

Oleo e gorduras. Em razédo de sua alta intensidade de cor, pequenas quantidades séo
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suficientes para colorir o produto (FRINHANI, 2003). A Figura 1, abaixo, apresenta a

estrutura quimica dos curcumindides citados acima.

HO ‘ o ‘ \/OH -
HLCO T St I I = = OCH ,
0
OH
HO ‘ xn | \/3
b
F FNF A = OCH,
.
HO ‘ [ | ey AN ¢
H PN A aY
I
0

Figura 1. Estrutura quimica de curcumindides extraidos de Curcuma longa I. Curcumina (a);

Demetoxicurcumina (b) e Bisdemetoxicurcumina (c). Fonte: JARDIM, 2013.

A curcumina foi isolada pela primeira vez em 1842 e foi quimicamente
caracterizada em 1910. Desde entéo, diversos estudos vém sendo realizados com a
finalidade de investigar suas atividades biolégicas e farmacoldgicas, tais como sua
acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria, imunomoduladora, hipolipodérmica,
antioxidante, antitumoral, anticarcinogénica, hipercolesterémica, por estimular a
secrec¢do da bilis, dentre outras (JARDIM, 2013; FRINHANI, 2003). Muitos pigmentos
naturais vém sendo utilizados ndo somente como corantes alimenticios como também
promotores de saude e bem estar, pela capacidade de prevencdo de doencas
(MARTINS et al, 2013).

Em relagéo a sua aplicabilidade tecnologica na inddstria de alimentos, o uso
de curcumina é bastante limitado devido a baixa solubilidade em agua e sensibilidade
frente a condicdes alcalinas, tratamento térmico, luz, ions metalicos, enzimas, acido
ascorbico, dentre outros (SILVA-BUZANELLO, 2013). Para viabilizar este tipo de
aplicacdo, novos estudos de formulacbes, liberacdo controlada e sistemas de
direcionamento de farmacos sdo necessarios (MASSIMINO e YOSHIOKA; 2014).
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3.2. Técnicas de Microencapsulacéo

Encapsulacao é a tecnologia de recobrir particulas sdlidas ou pequenas gotas
de material liguido ou gasoso, formando capsulas em miniatura, as quais podem
liberar seu conteddo em taxas controladas sob condigBes especificas. O material
externo é o agente encapsulante, enquanto que o ingrediente interno € o material ativo
(ZUANON, 2012). A Figura 2 apresenta a diferenca entre microcapsulas e

microesferas.

microcapsulas microesferas

mononuclear polinuclear heterogenea homogenea

@ @ &) O

- Principio ativo

Folimero

Figura 2. Modelo da estrutura dos diferentes tipos de microparticulas. Fonte: SILVA et al., 2003.

A técnica de microencapsulacdo por emulsificacdo/evaporacdo do solvente
consiste em dispersar o material ativo na fase interna em que ha o polimero, em
seguida, a fase interna é emulsificada na fase externa, que contém um estabilizante
da emulsdo, para prevenir agregagao e a coalescéncia. O solvente organico € entédo
removido por evaporacdo sob agitacdo, favorecendo a formacdo de globulos
poliméricos compactos nos quais o material ativo encontra-se encapsulado (SUAVE
et al., 2006).

O agente encapsulante é selecionado em fung¢éo das propriedades fisicas e
quimicas do material ativo, da aplicacédo pretendida e do método utilizado para formar
as microparticulas. De modo geral, deve apresentar baixa viscosidade em altas
concentracdes, ser de facil manipulacdo durante o processo, nao ser reativo com o
material a ser encapsulado, liberar completamente o solvente durante o processo de

encapsulacdo, proporcionar maxima protecdo ao material ativo contra condi¢des
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adversas, ndo apresentar sabor desagradavel, ser econdmico e possuir propriedades
desejadas da liberacdo do material ativo (SUAVE et al., 2006).

A policaprolactona (PCL, Figura 3) € um poliéster alifatico e linear com carater
semicristalino e de baixo custo recomendado para utilizacdo como agente
encapsulante em sistemas de liberacao prolongada devido a sua lenta degradagéo no
organismo. Assim, comparado a outros, o PCL apresenta maior estabilidade e
atividade terapéutica. H4 décadas esse polimero vem sendo utilizado para sistemas
de liberacdo controlada (FERREIRA, 2013).

0 CH; CHy &
\CH; 7~ \ CH; \ CH;' « OH
= H

Figura 3. Cadeia principal da Policaprolactona. Fonte: TAVARES, 2011.

A gelatina é o produto obtido da dissociacdo térmica ou quimica das cadeias
polipeptidicas do coldgeno. O colageno insoltvel é convertido em gelatina solavel por
tratamentos hidroliticos. Sua principal propriedade € a formacdo de géis estaveis em
temperaturas menores que 40°C. Suas propriedades dependem do método de
producédo (acido ou basico), do tipo e numero de amino&cidos e da massa molar. No
geral, uma gelatina tipica contém 84% de proteina, que consiste em sequéncias dos
aminoacidos glicina, prolina e hidroxiprolina. A gelatina tem sido amplamente utilizada
para a preparacdo de microesferas, principalmente em combinacdo com outros
polimeros e como veiculo para sistemas de liberacdo controlada (ZUANON, 2012;
VEIGA, 2014). Durante o processo de microencapsulagéo, os coacervatos formados
por gelatina e goma arabica geralmente tém menor resisténcia mecanica devido a
natureza iénica da interacdo entre as camadas poliméricas e eles sdo geralmente
reticulados e endurecidos pela adicdo de um agente reticulante. Para ultrapassar as
limitagBes na utilizacdo de agentes de reticulagéo toxicos, como o glutaraldeido e o
formaldeido, a transglutaminase tem sido proposta como reagente de ligacao cruzada
para proteina, uma vez que sua utilizacdo nao introduz problemas de toxicidade
(PRATA et al., 2008).
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3.3. Liberacdo Modificada da Curcumina

A liberacdo controlada de substéncias € uma técnica muito utilizada na area
farmacéutica, que tem por base a diminuicdo de administragdes medicamentosas aos
pacientes, jA que o medicamento em si esta contido em um material altamente
desenvolvido e, assim, as administragbes medicamentosas acontecem
controladamente em tempos pré-definidos. A vantagem desta técnica € a melhor
resposta aos tratamentos. Nessa perspectiva, surge a oportunidade de utilizar
sistemas de liberagdo controlada como principio ativo uma substancia com potencial
farmacoldgico encontrado em alimentos, como a curcumina (NUNES, 2013). A
liberacdo modificada depende de diferentes fatores, tais como: dessor¢cédo do material
ativo da superficie das particulas, difusdo do material ativo por meio da matriz das
microparticulas, difusdo por meio da parede polimérica das microparticulas, erosao
da matriz polimérica e o tipo de polimero utilizado, pois é ele que determina o
mecanismo da liberacdo do material ativo envolvido (JARDIM, 2013).

Manju e Sreenivasan (2011) produziram microparticulas ocas pela técnica de
camada-sobre-camada (layer by layer assembly) para a liberacdo controlada de
curcumina. As particulas apresentaram em torno de 2,5 micrémetros e concentracao
de curcumina de 4,5 pg/mg de particulas. Apos 1 semana em meio aquoso, apenas
2,77% da curcumina encapsulada foi liberada, indicando que houve interacéo entre o
encapsulante e a curcumina.

Chen, Bei e Wang (2000) produziram microparticulas de policaprolactona
(PCL) pela técnica de emulsificacdo/evaporacdo do solvente. Os estabilizantes
utilizados foram gelatina, poli(alcool vinilico) e um derivado hidrofilico da
poliacrilamida. Os autores verificaram que o uso da gelatina levou a formacédo de
particulas com distribuicdo mais estreita de tamanhos, o que pode ser interessante

em aplicacdo de liberagcdo modificada de algum composto encapsulado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Policaprolactona (PCL) foi utilizada como agente encapsulante, diclorometano
(Vetec, 99,5%) como solvente da fase organica, agua destilada e gelatina (Dinamica)
como fase aquosa. Goma arabica (Vetec, 85%) e transglutaminase activa WM
gentilmente doada pela Ajinomoto (80 unidades ativas por grama) foram utilizados no
recobrimento das microparticulas. Solucédo de acido cloridrico (0,1 M) e hidréxido de
sédio (0,05 M) foram utilizados para a correcao de pH. Curcumina (99%) foi adquirida
da Sigma-Aldrich. Metanol (Isofar, 99,8%) e diclorometano (Vetec, 99,5%) foram
utiizados como solvente na determinagdo da eficiéncia de encapsulacdo da
curcumina e etanol (Impex, 99%) foi utilizado como solvente para o teste de liberacéo

modificada da curcumina.

4.2. Elaboracéo das microparticulas contendo curcumina

As microparticulas contendo curcumina foram elaboradas através da técnica
de emulsificacdo/evaporacédo do solvente conforme descrito por Chen, Bei e Wang
(2000), com algumas modificac¢des. Inicialmente, PCL foi dissolvido em diclorometano
sob agitacdo magnética. Apos 10 minutos, adicionou-se a curcumina a solucao sob
agitacdo magneética. Para a obtencéo da fase aquosa, agua destilada foi aquecida até
70°C e, em seguida, gelatina foi adicionada e dissolvida sob agitacdo magnética. Apos
completa dissolucao, resfriou-se a fase aquosa até temperatura ambiente. Transferiu-
se a fase aquosa para béquer de 600 mL e posicionou-o devidamente no agitador
mecanico (Fisatom 713) a 500 rpm. Por fim, transferiu-se a fase organica para o
béquer contendo a fase aquosa, a mistura permaneceu em agitacdo mecanica por 2

horas e, em seguida, em agitagdo magnética por 12 horas para evaporacdo do
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solvente. A Tabela 1 apresenta a formulagéo utilizada para a confecgdo das

microparticulas contendo curcumina.

Tabela 1. Formulagao das microparticulas de curcumina.

Reagentes Massa (Q)
PCL 1,5000
Diclorometano 20,0000

Agua destilada 200,0000
Gelatina 0,7500
Curcumina 0,0150

4.3. Recobrimento das microparticulas

Para o recobrimento das microparticulas, utilizou-se o principio da técnica de
coacervacdao complexa. Segundo Kissel et al. (2006), a coacervacdo complexa
consiste na adicdo de um polimero de carga oposta a solugdo polimérica, levando a
formacdo de uma fase de coacervato através de interacdo anion-cation. A
coacervacao de gelatina e goma arabica € um exemplo do processo de coacervacao
complexa.

Para isso, adicionou-se goma arabica em um béquer contendo agua destilada
previamente aquecida a 70°C. Tal mistura foi submetida & agitacdo magnética até
completa dissolugdo da goma arabica. O pH da dispersdo de microparticulas e da
solucdo de goma arabica foram corrigidos para 7,0 pela adicdo de solucdo de
hidréxido de sédio 0,1 mol/L. Em um reator encamisado com banho termostatico
(QUIMIS MOD-0214M2) a 10°C e agitagdo magnética, a dispersdo de microparticulas
e a solucdo de goma arabica foram misturadas e permaneceram em agitacéo por 20
minutos. Corrigiu-se o pH da mistura para 4,0 através de solucéo de acido cloridrico.
Em seguida, elevou-se a temperatura do banho termostético para 25°C e adicionou-
se a transglutaminase. Por fim, a mistura obtida foi transferida do reator encamisado

para um béquer de 250 mL e submetida & agitacdo magnética por 12 horas. A Tabela
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2 apresenta a formulacdo utilizada para o recobrimento das microparticulas de

curcumina.

Tabela 2. Formulacdo do recobrimento das microparticulas de curcumina.

Reagentes Massa (g)
Goma arabica 0,7500
Agua destilada 30,0000

Transglutaminase 0,0140

Do mesmo modo, realizou-se outra amostra contendo trés vezes mais
transglutaminase que a formulacdo exposta acima, a fim de avaliar a influéncia da
concentracdo de transglutaminase no sistema. Assim, obteve-se duas amostras com
concetracOes de transglutaminase distintas: 1,96% e 5,9% (em relacdo a massa de
gelatina).

4.4. Caracterizacado das microparticulas

O tamanho e morfologia das microparticulas foram analisadas em microscopio
optico (BIOVAL, L2000A), com camera acoplada ao computador (DCM130E), pelos
aumentos de 40, 100 e 400 vezes, utilizando o software ScopePhoto.Com auxilio de
Pipeta de Pasteur, as microparticulas foram depositadas em lamina de vidro e
cobertas através da laminula.

Para a determinacgdo da concentracéo real de curcumina nas microparticulas,
uma amostra homogénea de aproximadamente 0,5 g da solucédo de microparticulas
foi liofilizada (Liotop, L101) e armazenada sob refrigeracéo, sendo entdo dissolvida
em 1mL de diclorometano e adicionado 1 mL de metanol. A solucao foi filtrada
(Millipore, 0,45 um). A concentragdo total de curcumina (encapsulada e nao
encapsulada, [cur]ota) foi determinada por espectrofotometria UV-Vis (OCEAN
OPTICS, UV-RED TIB USB 650 UV) em 465 nm de acordo com Silva-Buzanello et al.
(2015). As analises foram realizadas em duplicata. Para a determinacéo da eficiéncia

de encapsulagéo da curcumina, as microparticulas foram lavadas com etanol absoluto
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em filtro quantitativo (porosidade de 3 pm) e secas em estufa de circulacao forcada
(CIENLAB) a 60°C até massa constante. Dissolveu-se aproximadamente 10 mg do
material seco em 1 mL de diclorometano e adicionado 1 mL de metanol. A
concentragdo de curcumina encapsulada ([cur]encapsulada) fOi determinada como
descrito acima. Esta andlise foi realizada em duplicata e a eficiéncia de encapsulacao
(EE(%)) foi calculada pela Equacao 1.

) _ [Cur]encapsulada

EE (%
[cur] total

.100 (1)
Para a caracterizacdo das ligacdes quimicas formadas apoés a reticulacdo da
gelatina foram realizados ensaios de Espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR). Para isto, com auxilio de um pistilo e um almofariz,
10 mg de amostra foram trituradas juntamente com 0,2 g de brometo de potassio (KBr)
para formacdo da pastilha, possibilitando a anélise. As pastilhas de KBr foram
produzidas em um pastilhador submetido a 7 kgi/cm? em prensa hidraulica (Bovenau,
P15 ST). A leitura do espectro foi realizada em espectrofotobmetro de infravermelho
com transformada de Fourier (IR AFFINITY-1, Shimadzu) na faixa de 4000-400 cm™

utilizando 32 acumulacdes e resolugdo de 4 cm™.

4.5. Preparo da curva de calibracao

Inicialmente, preparou-se a solucdo mée, que consistiu de uma solucao
aquosa de etanol 60%.wo contendo 4 mg de curcumina em baldo volumétrico de
500 mL. Posteriormente, foram adicionados 20 mL, 15 mL, 10 mL,5mL,2mL e 1 mL
em bal6es volumétricos de 25 mL utilizando pipetas volumétricas. As solucdes foram
analisadas em espectrofotdometro UV-Vis a 465 nm. O calculo da concentracdo de
curcumina em cada diluicdo ([cur]) foi realizado a partir da Equacédo 2, onde m,, € a
massa de curcumina adicionada ao meio de liberacao e Vs, e € 0 Volume de solucao
mée adicionada ao baléo volumétrico de 25 mL.

As concentracdes resultantes das solugées foram de 0,009 mg.mL*;
0,0072mg.mL*; 0,0054mg.mL*; 0,0036mg.mL?; 0,0018mg.mL* e 0,00036mg.mL™.
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Meyr Vsol.mﬁe (2)
500 25

[cur] =

4.6. Avaliacdo da liberagcao modificada da curcumina

Avaliou-se a liberacdo modificada de curcumina da seguinte forma: transferiu-
se cerca de 16 g da dispersao de microparticulas para Erlenmeyer de 250 mL, que foi
acondicionado em banho térmico com agitador orbital (DIST-Mod-DI-950M) a 37°C.
Em seguida, adicionou-se ao Erlenmeyer o meio de liberacdo (solucdo de etanol
60%), dando inicio a liberagcdo. Em tempos predeterminados, foram retiradas aliquotas
de 2 mL da amostra. Cada retirada de amostra foi seguida pela reposicdo da mesma
quantidade do meio de liberacdo, a fim de manter o volume total constante. As
aliquotas de amostra foram imediatamente filtradas (Millipore, 0,45um) e analisadas

por espectrofotometria UV-Vis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencéao das microparticulas e recobrimento

As Figuras 4 e 5 apresentam as imagens das microparticulas de PCL
contendo curcumina antes e depois do recobrimento com gelatina reticulada por

transglutaminase.

(a) Ampliacéo: 40x.

(b) Ampliagédo: 100x.
Figura 4. Imagens de microscopio 6ptico das microparticulas de PCL contendo curcumina em
diferentes magnificagbes: (a) 40x e (b) 100x.
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1000 pm |

(a) Ampliacao: 40x.

(b) Ampliacéo: 100x.
Figura 5. Imagens de microscopio Optico das microparticulas de PCL contendo curcumina apds o
recobrimento com gelatina reticulada por transglutaminase (1,96%) em diferentes magnificacdes:
(a) 40x e (b) 100x.
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(a) Ampliacao: 40x.

(b) Ampliagcéo: 100x.
Figura 6. Imagens de microscopio Optico das microparticulas de PCL contendo curcumina apds o
recobrimento com gelatina reticulada por transglutaminase (5,9%) em diferentes magnificacdes: (a) 40x
e (b) 100x.

As microparticulas de PCL apresentaram morfologia esférica, o que é
esperado para a técnica de emulsificacdo/evaporacdo do solvente. Na Figura 4,
apesar de a gelatina estar presente, esta ndo pode ser visualizada, pois a sua
precipitacdo por coacervacao ocorre em um estagio posterior, apés a adicdo da goma
arabica e mudanca do pH.

Apbs a reticulacéo utilizando 1,96% de transglutaminase (TGase, Figura 5), €
possivel observar que a houve a inclusédo das microparticulas de PCL em seu interior.
O mesmo nado ocorreu com 5,9% de transglutaminase (Figura 6), onde houve a
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formacdo de particulas de gelatina dispersas na fase aquosa, ndo havendo
incorporacdo das microparticulas de PCL. Isso pode ter ocorrido devido a maior
velocidade da reacdo com o aumento da concentracdo de TGase, desfavorecendo a

formacdo da camada de gelatina sobre as microparticulas de PCL.

5.2. Caracterizacao das Microparticulas

A partir do calculo da concentracédo real de curcumina presente na dispersao
de microparticulas, foi possivel determinar, com auxilio da Equacéo 1, a eficiéncia de
encapsulacdo, ou seja, a porcentagem de curcumina que foi incorporada nas
microparticulas. As microparticulas confeccionadas neste estudo apresentaram média
de (81 £ 13) % de eficiéncia de encapsulacao.

Silva-Buzanello et al. (2015) produziram nanoparticulas de poli (L-acido
lactico) variando a concentracdo de curcumina a ser encapsulada através da técnica
de miniemulsificacdo/evaporacao de solvente. Foram obtidas 3 formulag¢des contendo
173 ppm, 499 ppm e 1028 ppm de curcumina, respectivamente, que apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo de 98,3%, 98,4% e 67,0%. Dandekar et al. (2010)
produziram  nanoparticulas de curcumina encapsulada em  hidrogel
hidroxilpropilmetilcelulose e poli(vinil pirrolidona), também pela técnica de
miniemulsificacdo/evaporacdo de solvente. Os valores obtidos para a eficiéncia de
encapsulacdo foram de 72%, indicando que houve uma baixa afinidade entre a
curcumina e os agentes encapsulantes utilizados. Yallapu et al. (2010) utilizaram a
técnica de nanoprecipitacdo para encapsular curcumina em poli (acido lactico-co-
glicdlico), usando poli (alcool vinilico) e poli (L—lisina) como estabilizantes. Os autores
obtiveram eficiéncia de encapsulacéo de 49,6 + 4,5% e 89,5 + 3,2% nesse estudo. E
possivel perceber que a eficiéncia de encapsulacdo € fungéo da técnica de obtencéo
e do encapsulante utilizado, o que explica a diferenga entre os valores encontrados

nesse trabalho e os disponiveis em literatura.
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A Figura 7 apresenta os espectros de FTIR para as microparticulas de PCL

sem e com recobrimento de gelatina (1,96% TGase).

1,96% TG
sem recobrimento

Absorbancia (-)

0,8 -
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Figura 7. Espectro de FTIR das microparticulas de PCL contendo curcumina antes e apés o

recobrimento com gelatina reticulada por transglutaminase (1,96% em relacdo a massa de

gelatina).

A banda de absorcédo localizada em 1550 cm, referente ao grupamento

amida monosubstituida, pode ser encontrada nas particulas antes e depois da

reticulacdo, ja que faz parte da estrutura da gelatina. Apos a reticulacdo, esta banda

aumentou de intensidade devido a formacao das ligacdes de reticulagdo promovidas

pela tranglutaminase. Dessa forma € possivel confirmar que a transglutaminase

promoveu a

reticulacdo da gelatina. O mecanismo de acdo da enzima

transglutaminase na reticulagcdo da gelatina ocorre de acordo com a descricdo de
Macedo e Sato (2005) apresentada na Equacéo 3.

Residuo de glutamina (amida primaria) + Residuo de lisina (amina primaria) —

amida monosubstituida + NH;

©)
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A gelatina apresenta tanto residuos de grupamento glutamina e quanto de
lisina (FUCHSBAUER et. al., 1996; CARVALHO e GROSSO, 2006; CORTESI et. al.,
1999). Dessa forma o produto da reacdo de reticulacdo é a formacdo de um
grupamento amida monosubstituida bem como aménia. A transglutaminase é uma
enzima capaz de catalisar reagbes de acil-transferéncia, introduzindo ligacdes

cruzadas covalentes entre proteinas, peptideos e aminas primérias (ZHU et al., 1995).

5.3. Avaliacao da liberacao modificada da curcumina

A Figura 8 apresenta a curva de calibracdo obtida (média de duplicatas) para
a curcumina em solucdo aquosa de etanol 60%vo. Na Figura 9, os perfis de liberacéo
da curcumina ao longo do tempo para as microparticulas de PCL sem recobrimento e
as microparticulas de PCL recobertas com gelatina reticulada com 1,96 e 5,9% (em
relacdo a massa de gelatina). O periodo inicial da liberacao é destacado na Figura 10,
apresentando as retas de ajustes lineares para cada experimento. As taxas iniciais de
liberagcdo da curcumina sao apresentadas na Tabela 3.

——y =0,0074879 + 68,442x R=0,99967
0,7 -

0,6
05+
04+

03}

Absorbéncia (-)

0,2 -
0,1

0 | | | | ]
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01
Concentracao (mg/mL)
Figura 8. Curva de calibracdo da curcumina em solucao aquosa de etanol 60%uo.
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Figura 9. Perfis de liberacdo da curcumina em microparticulas de PCL antes e depois do
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Figura 10. Liberacéo
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Tabela 3.Taxas de liberacdo da curcumina calculadas até o tempo de 8 minutos de liberagéo.

Taxa de liberacao

Experimento (mg/mL.min)

Microparticulas de PCL

(sem recobrimento) 4.3
Microparticulas recobertas (5,9% TG)* 4,9
Microparticulas recobertas (1,96% TG)* 3,2

*Concentracao de transglutaminase em relacdo a massa de gelatina.

Para todos os casos, a liberacdo da curcumina ocorreu até aproximadamente
40 minutos, a partir do qual os percentuais liberados permaneceram constantes. Para
as particulas sem recobrimento foi liberada cerca de 80% da curcumina total. No caso
das particulas recobertas contendo 1,96% de transglutaminase (TG), o percentual
maximo liberado foi em torno de 55% da curcumina total. No caso do uso de 5,9% de
TG, ndo ocorreu diminui¢cdo da quantidade do méximo liberado. Esse resultado esta
de acordo com as imagens apresentadas pela Figura 6, onde € possivel observar que,
guando a maior concentracdo de TGase foi utilizada ndo ocorreu o recobrimento das
particulas.

Parize (2009) analisou a liberagdo controlada de curcumina em
microparticulas de quitosana contendo reticulante ibnico tripolifostato de sodio (TPF)
em solucéo tampéao pH 1,2 e 6,8 a 25°C. Foi observado que a liberacdo de curcumina
ocorreu mais lentamente na solugdo tampao pH 6,8. Além disso, o uso de TPF como
reticulante melhorou o perfil de liberagdo da curcumina a partir de microparticulas de
quitosana, onde quanto maior a concentracdo de TPF, menor a velocidade de
liberacdo do corante. Alvim e Grosso (2010) produziram microparticulas por
coacervacao complexa reticuladas por glutaraldeido e transglutaminase, avaliando a
liberacdo do recheio (oleoresina de péaprica) em solugdo de &lcool anidro. Nos
primeiros 30 minutos de ensaio foi observado que 100% da oleoresina de péaprica foi
liberada das microparticulas sem reticulacao; aproximadamente 80% foi liberada das
microparticulas reticuladas por transglutaminase e aproximadamente 50% foi liberado
das microparticulas reticuladas por glutaraldeido. Neste caso, a reticulagdo por
glutaraldeido foi mais eficiente para a retencao do recheio das microparticulas. A fim
de avaliar a influéncia de ciclodextrinas na liberagc&o controlada de insulina, Fernandes
et al. (2007) compararam microesferas de poli (L-acido lactico-co-acido glicdlico)

(PLGA) contendo insulina, insulina complexada com 2,6-dimetil-B-ciclodextrina
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(complexo INS:DM-3-CD) e insulina complexada com 6,5-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(complexo INS:HP-B-CD). Nos primeiros 30 minutos de ensaio em solugédo tampao
fosfato pH 7,4 a 37°C, 80% de insulina foi liberada das microparticulas de PLGA, £70%
de insulina foi liberada das microparticulas de PLGA contendo o complexo INS:DM-[3-
CD e 1#53% liberado a partir das microparticulas de PLGA contendo o complexo
INS:HP-3-CD. Deste modo, os autores concluem que as ciclodextrinas podem
funcionar como uma ferramenta adicional para modular a taxa de liberac&o de insulina

em microesferas.
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6. CONCLUSOES

A microencapsulacdo de curcumina em policaprolactona (PCL) através da
técnica de emulsificacdo/evaporacdo do solvente resultou em particulas de formato
esférico e a eficiéncia de encapsulagédo apresentou média de (81+13)%. As imagens
obtidas por microscopia 6ptica e os espectros de infravermelho permitiram constatar
que houve a reticulacdo das microparticulas por gelatina.

Os perfis de liberacdo modificada da curcumina em microparticulas de PCL
permitiram constatar que a reticulacéo influenciou na taxa de liberacdo do material de
recheio das microparticulas. Entretanto, altas concentracdes de transglutaminase
(5,9%) néo favoreceram o recobrimento das microparticulas e, consequentemente,
ndo houve mudanca no perfil de liberagcdo quando comparado ao das particulas ndo
recobertas.

Os resultados permitiram concluir que a técnica de emulsificagéo/evaporacao
do solvente seguida do recobrimento por reticulacdo enzimatica € uma boa alternativa
para encapsular a curcumina e modificar seu perfil de liberacdo, informagdes
importantes para a aplicacdo tecnolégica do corante curcumina na industria de

alimentos.
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