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RESUMO

A Carcuma (Curcuma longa L), mais conhecida como acafrdo-da-terra, pertence a familia
Zingiberaceae. Entre os seus constituintes quimicos estdo presentes os curcumindides, sendo a
curcumina a principal substancia ativa. Os extratos de acafrdo e seus curcuminodides
apresentam diversas propriedades farmacologicas e medicinais, porém a baixa solubilidade da
curcumina em agua reduz a sua biodisponibilidade e metabolizacdo, proporcionando uma
rapida eliminag¢do pelo corpo, sendo esses grandes obstaculos na sua utilizagdo. Como
alternativa para melhorar a biodisponibilidade e absor¢cdo desses compostos, surge como
op¢do a encapsulagdo da curcumina. Nesse contexto, o trabalho envolve o estudo da
encapsulacdo da curcumina, através de diferentes métodos de encapsulacdo, em alginato de
sodio, quitosana e o complexo alginato-quitosana, para avaliagdo da liberacdo e estabilidade
das particulas obtidas. A curcumina foi incorporada as matrizes poliméricas por adsorcao e
por adigdo direta, utilizando os métodos de gelificagdo idnica e coacervacdo complexa para a
formagao das particulas. Na encapsulacao por adsorcao, foi estudado o efeito do didmetro e da
massa de particulas utilizadas, verificando que a adsor¢do da curcumina aumentou com a
diminui¢do do diametro e com o aumento da massa de particulas de alginato e alginato-
quitosana, atingindo a maxima adsor¢ao de 0,025 ¢ 0,027 mg/g respectivamente. O processo
de adsorcdo ajustou-se melhor ao modelo cinético de pseudo-segunda ordem. Foi investigado
o efeito da concentracdo do adsorbato na adsor¢do de curcumina (0,625 a 10 mg/L), a maxima
adsor¢ao ocorreu apds 12 h do inicio do contato com a solugcdo de curcumina. Para as
particulas de alginato, o melhor resultado foi para a concentracdo de 0,625 mg/L de
curcumina a adsorcao foi de 46,70% e para as particulas de alginato-quitosana, a concentragao
de 2,500 mg/L a adsor¢do foi de 91,53 %. Na segunda etapa do trabalho, foi avaliada a
encapsulacdo por adi¢do direta da curcumina (10 e 100 mg/mL) nas matrizes poliméricas de
alginato, quitosana e alginato-quitosana, atingindo eficiéncia da encapsulacdo entre 83 e 87%.
O estudo de liberagdo da curcumina foi conduzido em solu¢do fosfato sédio em pH 8,0 € em
solucdo de cloreto de potassio e 4cido cloridrico em pH 2,0 para simular o ambiente
gastrointestinal. O mecanismo de liberagdo observado foi o super Caso II de transporte. Os
resultados indicaram que as particulas de alginato e alginato-quitosana apresentaram maior
liberacdio em pH 8,0, enquanto as particulas de quitosana, em pH 2,0 liberam maior
quantidade do composto. Foi avaliada a estabilidade das particulas obtidas com diferentes
concentragoes iniciais de curcumina acondicionadas a 4 e 25 °C (pH 5,7) durante 120 dias. As
particulas de alginato e alginato-quitosana apresentaram-se, de maneira geral, estaveis ao
longo do tempo, independente do biopolimero ou concentracdo de curcumina utilizados. Ja as
particulas de quitosana desintegraram-se no meio apos o 45° e 60° dia para 25 e 4 °C,
respectivamente.

Palavras-chave: Curcumina 1. Encapsulagao 2. Liberacao 3.






ABSTRACT

Turmeric (Curcuma longa L.) belongs to the Zingiberaceae family. Among its chemical
constituents are curcuminoids, curcumin being the main active substance. Saffron extracts and
their curcuminoids have several pharmacological and medicinal properties, but the low
solubility of curcumin in water reduces its bioavailability and metabolism, providing a rapid
elimination by the body, being these major obstacles in its use. As an alternative to improve
the bioavailability and absorption of these compounds, curcumin encapsulation is an option
due to its therapeutic efficacy. In this context, the work involves the study of curcumin
encapsulation, through different encapsulation methods, in sodium alginate, in chitosan and in
alginate-chitosan complex, to evaluate the release and stability of the obtained particles.
Curcumin was incorporated into the polymeric matrices by adsorption and direct addition,
using ionic gelation and complex coacervation methods for particle formation. In the
adsorption encapsulation, the effect of the diameter and the mass of particles used was
studied, verifying that the adsorption of curcumin increased with the decrease of the diameter
and with the increase of the alginate and alginate-chitosan particle mass, reaching the
maximum adsorption of curcumin 0.025 and 0.027 mg/g respectively. The adsorption process
best fitted the pseudo-second order kinetic model. The effect of concentration on curcumin
adsorption (0.625 to 10 mg/L) was investigated, the maximum adsorption occurred after 12 h
from the beginning of contact with the curcumin solution. For alginate particles, the
concentration of 0.62 mg/L had the highest adsorption efficiency (46.70 %) and for alginate-
chitosan particles, the concentration of 2.5 mg/L (91.53 %) was more efficient. In the second
stage of the work, encapsulation was evaluated by direct addition of curcumin (10 and 100
mg/mL) in the alginate, chitosan and alginate-chitosan polymer matrices, achieving
encapsulation efficiency between 83 and 87%. The curcumin release study was conducted in
sodium phosphate solution at pH 8.0 and in potassium chloride and hydrochloric acid solution
at pH 2.0 to simulate the gastrointestinal environment. The release mechanism observed was
the super Case II transport. The results indicated that alginate and alginate-chitosan particles
presented higher release at pH 8.0, while chitosan particles at pH 2.0 released higher amounts
of the compound. The stability of the particles obtained with different initial curcumin
concentrations conditioned at 4 and 25 °C (pH 5.7) for 120 days was evaluated. Alginate and
alginate-chitosan particles were generally stable over time, regardless of the biopolymer or
curcumin concentration used. Already the chitosan particles disintegrated in the middle after
the 45th and 60th day to 25 and 4 °C, respectively.

Keywords: Curcumin 1. Encapsulation 2. Release 3.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - a) Curcuma longa L.; b) Rizomas frescos; ¢) Rizomas secos € moidos.................. 29
Figura 2 - Estrutura dos curcuminOides. .........c..eeeveeerieeeiireeieeeieeeieeeeveeeeveeesireeesereeesnsee e 31
Figura 3 - Estrutura quimica do a) acido P-D-manurdnico; b) acido a-L-gulurénico e c)
ALGINALO. ..eevviiiiiieiie ettt ettt ettt e et e et e et e et e e te e ae e e bt e tee et e e abeenbeeetteenbeeeabeenbeensaeennaens 36

Figura 4 - Representacao esquematica da estrutura "egg box" em géis de alginato-calcio......37

Figura 5 - Estrutura quimica da quitosana (n: unidades monomericas). ...........cceeeeeerueervennnene 37
Figura 6 - Classificacdo das partiCulas. ..........cccceeiererienienieerieieeeeee e 41
Figura 7 - Esquema ilustrativo da preparacdo das particulas de alginato.............cccceevvrenneennee. 46
Figura 8 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de quitosana em NaOH. ............ 46
Figura 9 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de alginato-quitosana. ............... 47
Figura 10 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de alginato-curcumina. ........... 51
Figura 11 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de quitosana-curcumina. ......... 51

Figura 12 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de alginato-quitosana-

CUTCUITIIIA. ..ottt ettetteute et e steeteeateebeesbeeatesbeeabeeateeb e et e eatesb e e bt eateebe e bt enbesatenbeemteennenbeensesneenne 52
Figura 13 - Curva padrao de calibracdo da curcumina em etanol. ...........ccceceeviiniiiniiinnennn. 57
Figura 14 - Captura digital das particulas de alginato, quitosana e alginato-quitosana. .......... 58

Figura 15 - Efeito do didmetro das particulas e da massa de particulas de alginato (a) e
alginato-quitosana (b) na adsor¢do da curcumina a 25 £+ 0,1 °C, CO = 10 mg/L, tempo de
contato de 24 h. A 450 MZ 0 G00ME. ....eovirmiiriiiiiieieetee e 59
Figura 16 - Influéncia da concentragdo inicial na eficiéncia da adsorcdo em particulas de
alginato (a) e alginato-quitosana (b), para as diferentes concentragdes. A 0,62 mg/L; o 1,25
mg/L; & 2,50 mg/L; m 5 mg/L; @ 10 ME/L. ..cooiiiiiiiieieeiee e 63
Figura 17 - Captura digital das particulas de alginato-curcumina, quitosana-curcumina e
algiNato-qUItOSANA-CUTCUIMINIA. ....eeverurirtieteeiientieteeite et e bt et sttt e ete st e bt ebesatesbeebeeatesbeeaesaee e 65
Figura 18 - Efeito do pH e concentragdo na liberagdo de curcumina das particulas de alginato-
curcumina (a), quitosana-curcumina (b) e alginato-quitosana-curcumina (c). A pH 2.0 — 10
mg/mL; o pH 2.0 — 100 mg/mL; & pH 8.0 — 10 mg/mL; m pH 8.0 — 100 mg/mL.................. 68
Figura 19 - Imagem de MEV das particulas de alginato (a), alginato-curcumina (b), quitosana

(c), quitosana-curcumina (d), alginato-quitosana (e) e alginato-quitosana-curcumina (f).......73



Figura 20 - FTIR das particulas de alginato (a), alginato-curcumina (b), quitosana (c),
quitosana-curcumina (d), alginato-quitosana (e), alginato-quitosana-curcumina (f) e
CUTCUITINIA (€)1 vveeeuvreeeureesiueeesseeesseeesseeessseeesssaeassseeasssseassssessssesassssesssseesssssessseesssesesssessssessnses 74
Figura 21 - Efeito da temperatura e concentragao de curcumina na estabilidade das particulas
de alginato-curcumina (a), quitosana-curcumina (b) e alginato-quitosa-curcumina (c). A 25

°C — 10 mg/mL; 0 25 °C — 100 mg/mL; & 4 °C — 10 mg/mL; m 4 °C — 100 mg/mL............... 76



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Expoente de liberagdo n € mecanismo de liberagdao. Erro! Indicador nao definido.

Tabela 2 - MOdElOS CINELICOS. ....eecviieiiiieeiieecieeectee et e eiteeeeee e et e e s baeesreeessseeessseeesnseeennseesnnns 48
Tabela 3 - Diametros obtidos das particulas sem curcumina. ..........cccceeeveerveeiiienieerieenneeneens 58
Tabela 4 - Parametros cinéticos obtidos para adsor¢do em particulas de alginato................... 61

Tabela 5 - Parametros cinéticos obtidos para adsor¢ao em particulas de alginato-quitosana. .62
Tabela 6 - Diametros obtidos das particulas contendo curcumina. ...........cccccveeeeveeerreeeenneennne. 65

Tabela 7 - Eficiéncia da encapsulagdo da curcumina nos diferentes polimeros e concentragoes.

Tabela 8 - Resultados da linearizagdo e dados cinéticos da liberagdo da curcumina em
diferentes pH e concentracdo de 10 e 100 mg/mL a 37 °C...cccccouiiiiniiniininiiniceciceceee 70
Tabela 9 - Efeito da concentracdo no nimero de particulas para liberacdo de 180 mg de

CUTCUITIINIA. .eeeeeeeeeeeeee et 71






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

%EA — Eficiéncia da Adsorcao

%EE — Eficiéncia da Encapsulacao

°C — Graus Celsius

# — Diferente

A — Alginato

A-C —Alginato-Curcumina

A-Q — Complexo Alginato-Quitosana

A-Q-C — Complexo Alginato-Quitosana-Curcumina

C — Constante relacionada a resisténcia a difusao

Co — Concentragao inicial

CaCl; — Cloreto de Calcio

calc. — Calculado

C. — Concentragdo de curcumina nas particulas

C.i — Concentracao inicial de curcumina

Ceq — Concentragao em equilibrio

Cr— Concentragao final

Ci — Concentragao inicial

exp. — Experimental

FTIR — Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (do inglés, Fourier
Transform Infrared)

g — Grama

h — Hora

k — Constante de liberagao

ki — Constante de velocidade de pseudo-primeira ordem
k> — Constante de velocidade de pseudo-segunda ordem
kp — Coeficiente de difusdo no sélido

L — Litro

Ltda. — Limitada

m — Massa

M — Molar

MEYV — Microscopia Eletronica de Varredura



mg — Miligrama

min — Minutos

mL — Mililitro

mm — Milimetro

M¢M., — Fragao do soluto liberado no tempo t
n — Expoente de liberagdo

NaOH — Hidréxido de Sédio

nm — Nanometro

OMS — Organizag¢do Mundial de Satude

P.A. — Para Analise

pH — potencial Hidrogenionico

g — Quantidade de curcumina adsorvida no polimero

Q — Quitosana

Q-C — Quitosana-Curcumina

de — Quantidade adsorvida na fase solida no equilibrio

gt — Quantidade de curcumina adsorvida no tempo t

R? — Coeficiente de correlacdo
rpm — Rotagdes por minutos

t— Tempo

UFSC — Universidade Federal de Santa Catarina

UV-vis — Ultravioleta na regido do Visivel
V — Volume
W — Massa de particulas

A — Comprimento de onda



1.1

1.1.1

1.1.2

2.1.1

2.1.2

2.2

23

2.3.1

2.3.2

233

24

24.1

24.2

24.2.1

2422

2.5

3.2

3.21

3.2.2

3.23

3.24

SUMARIO

INTRODUQCAQ ...ueeercrcrenenenenenesesesesesesesesesesesesesssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 25
OBJIETTIVOS. ..ttt ettt ettt ettt et esateenbeesaeas 27
ODJEtiVO GETal ..cuuuueriieiinniicsissnniccsssnrncsssssssicssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 27
ODbjetivos ESPeCifiCoS....uiiinniiiivriiisnrinssnncsssnncsssnncssnncssssicssssnsssssssssssssssssssssssssssssssanss 27
DESENVOLVIMENTO ...uuioiiniiiuinsensecsnicsensecsscssesssesssnsssssssssssssssssessssssassssssssssssss 29
CURCUMA ......coottiirereiesiiss ettt 29
010 ESSEIICHAL ....vuveerrerereessssssessessessesssssssssssssssessssessessessessssssssssessessessessessessessssasseses 30
CUrCUMINOIAES c..ueeeneiineiieiisuniinenssnisssecssnesssessessssecssnssssesssssssssssssssssassssssssssssassssassnns 30
PROPRIEDADES MEDICINALIS.....cooeiiiee e 32
BIOPOLIMEROS — ENCAPSULANTES .......cooiiiuiieeeieeeeeeeeeeeeeee e enseensnans 34
ALGINALO cueeenneriinriiiriininninierinsenessssncssssicsssnssssssesssssesssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssss 35
QUILOSANA ..ouuveeiiiiirreriecsesnneicssssnsiosssssssecsssssssessssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnanss 37
Complexo AlZInato-QuUIt0SANA ......ceceeereerreensenisaenssnesssenssnsssaesssnesssesssssssassssassssassnns 38
METODOS DE INCORPORACAO.........oriiiireiirieinseieseiessiessseesssessssesssssenn 39
Encapsulacio por adSOrcCao .......ceeicrseicssnscssanscssanssssanesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 39
Encapsulaciio por adicio direta ..........eecveeiveeiineiseicsnenssncnsensnesssessssccssessssesssessnns 40
Encapsulaco por gelifiCaCA0 .....uvveiiiieiiieeiiieeeeee e e 41
Encapsulacio por coacervagao COMPIEXa ......eeevuveeeereeniuieeniieeeiieenieeeereeenreeenevee e 42
LIBERACAO CONTROLADAL........oooviuiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
MATERIAIS E METODOS........coeveereressessessessessessessssssssssessssssessessessessessesssssesasss 45
MATERIALS ...t st 45
METODOS......ccooriirmeiireeeseseessesesseesssesssse s sss st 45
Curva de calibracao da CUrCUMINA......ceeeeeeeeeeeeirersssnsseeeeccssssssssasssseeecssssssossasssssacssns 45
Sintese das particulas de alginato (A).......ccvevveeiseenssnenseenssnensnecssnecsaensnesssesssnecsaens 45
Sintese de particulas de quitosana (Q) .....ccecceereeiseecssnecsnensnecssecssnecsaessnesssesssssesaees 46
Sintese das particulas de alginato-quitosana (A-Q) ......cccevveresrueecssrercssanscssnnscssnnees 47




3.2.5 Efeito do diametro e da massa de particulas na adsorcio da curcumina............ 47
3.2.6 Adsorc¢io da curcumina nas particulas de alginato e alginato-quitosana........... 48
3.2.7 Preparacio das particulas de alginato-curcumina (A-C) ......cceeveeeruerseccseecsnecnees 50
3.2.8 Preparacio das particulas de quitosana-curcumina (Q-C).....cccceevuerreeireecseecnnces 51
3.2.9 Preparacio das particulas de alginato-quitosana-curcumina (A-Q-C)............... 52
3.2.10 Eficiéncia da encapSUlACAO .....cccveeerreicssaricssarisssanesssasesssasessssssssssssssssssssssssssnsssssasssses 52
3.2.11 Cinética da liberacao da CurcCumina ...........ccccccceeececrcsneecscsssnsecssssnssecsssnssscssssnssscssns 53
3.2.12 Caracterizacio das PArtiCUlas ......ccceeevveeicsvericssancsssancsssasessnsessassssssssessssssssssssssnsssses 54
3.2.13 Estabilidade no armazenamento ............cceeceeecssnecssnnecsssnecsssecsssecsssssessssscsssssssssecses 55

RESULTADOS ..uoiiiiitiiiinnninnsisssisssissstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 57
4.1 CURVA DE CALIBRACAO DA CURCUMINA ......ooovoieeeeeeeeeeeeeeeeeee. 57
4.2 SINTESE DAS PARTICULAS DE ALGINATO, QUITOSANA E ALGINATO-
QUITOSANA ettt et e b e st esat e et e bt e et e e sateeabeenbaesaneens 57
43 ADSORCAO DA CURCUMINA NAS PARTICULAS DE ALGINATOE
ALGINATO-QUITOSANA ...ttt ettt ettt sttt e 60
4.4 SINTESE E EFICIENCIA DA ENCAPSULACAO DAS PARTICULAS
POLIMERICAS CONTENDO CURCUMINA ....cocorummrirrireeiseiseeisseeseessseesssesssssssseones 64
4.5 CINETICA DE LIBERACAO ..o 67
4.6 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS .....ooomioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 72
4.7 ESTABILIDADE NO ARMAZENAMENTO ...ccccooiiiiiiiiiiiiieceeeeeee 75
5 CONCLUSAQ ...uueuinirinsisssasssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 79

REFERENCIAS .eveveeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 81




25

1 INTRODUCAO

A Carcuma (Curcuma longa L.), mais conhecida como acgafrdo-da-terra, pertence a
familia Zingiberaceae. A parte do vegetal com maior utiliza¢do ¢ o seu rizoma, podendo ser
consumido fresco ou seco, sendo comercializado desidratado e moido, gerando um p6 de
coloragdao amarela dourada. As oportunidades de mercado estdo em desenvolver um produto
de maior valor agregado, como a curcumina, a oleoresina ¢ o amido de clrcuma
(COOPERACAFRAO, 2012).

Entre os constituintes quimicos da curcuma estdo presentes os curcuminoides, que
sdo compostos de trés moléculas fortemente relacionadas, a curcumina, demetoxicurcumina e
bis-demetoxicurcumina. A curcumina € a principal substancia ativa (60 a 77%), ¢ insolavel
em agua, éter de petroleo e benzeno, mas soluvel em etanol, metanol, 4cido acético glacial,
éter etilico e acetona (CHEMPAKAM; PARTHASARATHY, 2008).

Os extratos de agafrido e seus curcumindides apresentam diversas propriedades
farmacoldgicas e medicinais, entre elas se destaca sua a¢do no sistema imune, sedativa (YU,
KONG; CHEN, 2002), anticonvulsivante (ALONSO, 2016), antiartritica, redutora do nivel de
colesterol (ALMEIDA, 2006), antioxidante e neuroprotetora (KIM; KIM; YANG, 2014),
além de suas propriedades anticancerigena (TOMEH; HADIANAMREI; ZHAO, 2019), anti-
inflamatoria, bactericida (PENG et al, 2017), antimutagénica, quimiopreventiva,
bioprotetora, antitrombdtica, hepatoprotetora e antimicrobiana (CHEMPAKAM,;
PARTHASARATHY, 2008). A Organizagao Mundial da Satide (OMS) determinou a ingestao
diaria aceitavel de curcumindides na faixa de 0 a 3 mg/kg e os produtos de curcuminoides e
acafrdo foram caracterizados como seguros pela Food and Drug Administration (FDA) nos
EUA (AMALRAJ et al., 2017).

A baixa solubilidade da curcumina em &agua reduz a sua biodisponibilidade e
metabolizagdo, promovendo uma rapida eliminagdo do corpo, sendo esses grandes obstaculos
na sua aplicagdo. Como alternativa para melhorar a biodisponibilidade e absor¢do desses
compostos, a encapsulagdo da curcumina vem surgindo como uma alternativa devido a sua
eficacia terapéutica (LERTSUTTHIWONG et al., 2008; LIU et al., 2019; RAPALLI et al.,
2020). O encapsulante ideal deve ter capacidade de segurar o composto ativo dentro da sua

estrutura, emulsificar ou dispersa-lo estavelmente, proteger contra condigdes adversas
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(oxigénio, luz, ingredientes reativos e pH), ser soluvel em solventes normalmente utilizados
nas industrias, possuir as propriedades necessarias para a liberacdo do material ativo, ser de
facil manipulacdo e possuir baixa higroscopicidade (SANTOS; FERREIRA; GROSSO,
2000).

Os polimeros apresentam um grande potencial como agentes encapsulantes para
liberacdo de compostos ativos de forma controlada. Os biopolimeros, obtidos de fontes
naturais, sdo ainda mais convenientes, pois apresentam boa solubilidade em dagua,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, capacidade de formar gel, boa disponibilidade e
baixo custo (REIS et al., 2006).

O alginato ¢ um polissacarideo linear, anionico, natural, extraido de algas marrons,
que vem sendo amplamente estudado e aplicado na 4rea médica por ser capaz de formar gel,
ser biocompativel, apresentar baixa toxicidade e baixo custo. A quitosana ¢ um biopolimero
linear, policatidnico, obtido pela desacetilagdo da quitina e possui propriedades intrinsecas
muito importantes, dentre as quais se destacam biocompatibilidade, biodegradabilidade,
atividade antifingica e antibacteriana, capacidade de interagir com polimeros negativamente
carregados, como o alginato. O complexo alginato-quitosana ¢ formado a partir da forte
interacdo eletrostatica dos grupos amino da quitosana com os grupos carboxilicos do alginato.

A liberacao controlada pode ser definida como um método onde uma ou mais
substancias ativas podem ser disponibilizadas em tempo e velocidade especificas em
determinado meio (VALERIO et al., 2019). O principal objetivo desse tipo de administragio
¢ proporcionar um veiculo mais eficaz, obtendo perfis de liberagdao adequados durante um
longo periodo, evitando concentracdes flutuantes do composto no organismo e reduzindo a
necessidade de doses frequentes (VALERIO et al., 2015). Por meio de matrizes poliméricas, a
liberacdo de ativos tem sido comprovada como uma interacdo complexa entre
intumescimento, difusdo, erosdo e relaxagdo (BAZZO et al., 2008). Essa técnica tem como
principais vantagens a liberagdo a uma vazdo madssica controlada durante periodos
prolongados de tempo, a perda de ingredientes pode ser evitada ou reduzida durante o
processo e armazenamento (POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS, 1995).

Mediante o exposto, o presente trabalho visa a encapsulacdo da curcumina, através
de diferentes métodos de encapsulagdo, utilizando os biopolimeros alginato de sodio,
quitosana ¢ o complexo dos dois, bem como avaliagdo da liberagdo e estabilidade ao
armazenamento das particulas obtidas, com o intuito de obter produtos com potenciais usos na

industria farmacéutica e alimenticia.
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1.1  OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Estudar a encapsulacdo da curcumina utilizando alginato de sdédio, quitosana e a

combinagdo de ambos como matrizes encapsulantes.

1.1.2  Objetivos Especificos

1) Encapsular a curcumina em particulas de alginato, quitosana e alginato-quitosana
por meio da adsor¢ao e por métodos diretos;

2) Otimizar as condi¢des de processo de adsorcao;

3) Avaliar a matriz encapsulante quanto a eficiéncia de encapsulagdo e suas
propriedades (didmetro, morfologia e estabilidade no armazenamento);

4) Determinar a cinética de liberagdo da curcumina em particulas de alginato,
quitosana e alginato-quitosana;

5) Avaliar os materiais encapsulantes na liberagao controlada da curcumina;

6) Avaliar a estabilidade ao armazenamento das particulas carregadas com

curcumina.
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2  DESENVOLVIMENTO
2.1 CURCUMA

A Carcuma (Curcuma longa L.; Figura la), mais conhecida como acafrao-da-terra,
pertence a familia Zingiberaceae, assim como o gengibre, ¢ um arbusto perene endémico da
india. No Brasil ¢ mais cultivado nos estados de Goiés, no municipio de Mara Rosa que é o
principal responsavel pela produgdo nacional, Mato Grosso e Sdo Paulo (DAHAL et al.,
1999; WEISS, 2002).

A parte do vegetal com maior utilizagdo ¢ o rizoma (Figura 1b), podendo ser
consumido fresco ou seco, sendo comercializado desidratado e moido, gerando um p6 de
coloracdo amarela dourada (Figura Ic). Apresenta vantagem de ndo precisar de cultivos
especiais, desenvolvendo-se bem em diversas condigdes tropicais, em altitudes variadas e
temperaturas de 20 a 30 °C. Seu ciclo vegetativo varia de sete a nove meses € sua propagacao
se da pela divisdo das raizes (GOVINDARAJAN, 1980). As oportunidades de mercado estdo
em desenvolver um produto de maior valor agregado, como a curcumina, a oleoresina € o

amido de circuma (COOPERACAFRAO, 2012).

Figura 1 - a) Curcuma longa L.; b) Rizomas frescos; ¢) Rizomas secos e moidos.

Fonte: Cooperagafrao, 2019.

A qualidade da curcuma ¢ geralmente avaliada pela forma, tamanho e cor. A
qualidade quimica ¢ avaliada pelo contetido de dleo essencial, oleoresina e curcumindides. O
aroma caracteristico da circuma ¢ transmitido por constituintes volateis. Existem muitas
pesquisas recentes sobre o potencial terapéutico e farmacolégico da curcuma e seus

curcuminoéides, bem como um grande nimero de artigos publicados relacionados com sua
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aplicacio (RAVINDRAN; NIRMAL BABU; SIVARAMAN, 2007; CHEMPAKAM;
PARTHASARATHY, 2008; SHIVA; ZACHARIAH; LEELA, 2015; NELSON et al. 2017).

2.1.1 Oleo essencial

Entre os constituintes quimicos da circuma tem-se o 6leo essencial, que ¢ rico em
sesquiterpenos oxigenados, responsaveis pelo aroma picante da planta. Os principais
componentes sd0 0s sesquiterpenos ar-turmerone, o-turmerone € B-turmerone, seguido por o-
santaleno e ar-curcumeno, ar-turmerol (SINGH; SINGH; MAURYA; 2002), curlone,
zingiberene e curcumene (DOHARE et al., 2008).

2.1.2 Curcuminoides

Estdo presentes também os curcuminoides, que sdo polifendis compostos de trés
moléculas fortemente relacionadas, a curcumina, demetoxicurcumina e  bis-
demetoxicurcumina (Figura 2), que se diferenciam entre si pela quantidade de grupos
metoxila (OCH3). Eles sdo encontrados em concentragdes de 77%, 17% e 3%,
respectivamente. A curcumina € responsavel pela coloragdo amarelada tipica e ¢ a mais
amplamente estudada (CHIN, 2016).

A curcumina, Cz1H200¢, [1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona], principal substancia ativa (60 a 77%), € insoluvel em agua, éter de petrdleo e benzeno,
mas soltivel em etanol, metanol, acido acético glacial, éter etilico e acetona (CHEMPAKAM;
PARTHASARATHY, 2008). O uso do etanol para a separagdao ou solubilizacdo dessa fragdo
apresenta como vantagem sua boa solubilidade, ter seu uso permitido em alimentos e nao

gerar residuos (PERET-ALMEIDA et al., 2005).
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Figura 2 - Estrutura dos curcuminoides.
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Fonte: Adaptado de Ravindran; Nirmal Babu e Sivaraman, 2007.

Apresentam ponto de fusdo de 184, 173 e 224 °C e espectro de absorcao em 429, 424
e 419 nm, respectivamente, sendo sua quantidade total de cor expressa na regidao de 425 nm
(KRISHNAMURTHY et al., 1976).

Cabe ressaltar ainda que os curcumindides possuem estabilidade em diferentes pH,
principalmente em pH acido do estdomago (ALONSO, 2016). Estudos apontam que os
curcuminoéides se tornam instaveis quando em pH > 7, sendo que na faixa entre 4 <pH < 7 se
tem maior estabilidade da molécula quando comparada com pH > 7, sendo que nesse caso a
velocidade de degradagdo ¢ expressivamente maior (CECILIO FILHO et al., 2000).

Em relagdo ao tratamento térmico, Martins (1993) estudou a estabilidade da
curcumina frente ao aquecimento. Observou que ndo houve perdas substanciais quando
submetida a 50, 75 e 100 °C, ja a 125 °C o efeito térmico mostrou-se destrutivo, com perdas
dos teores iniciais de curcumina de 15,25% para oleoresina de circuma e de 16,45% para
cristais de curcumina e constatou a grande faixa de estabilidade, principalmente até 100 °C,
faixa onde se tem a maioria das temperaturas de processamento de alimentos.

Outros estudos mostraram também que a curcumina quando submetida a
temperaturas de até¢ 100 °C ndo apresentam perda significativa do composto, por outro lado
quando a temperatura € elevada para 125 °C ha degradag¢do de 20 % em relagdo aos teores

iniciais (ALONSO, 1998; ALMEIDA, 2006). Outras substancias ativas presentes que
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merecem destaque sdo o carbinol, amido, polissacarideos (A, B, C e D), sais de potassio e

agucares, dentre outros constituintes (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009; GRANDI, 2014).

2.2 PROPRIEDADES MEDICINAIS

Os extratos de acafrdo e curcuminoides apresentam diversas propriedades
farmacologicas e medicinais, entre elas se destaca sua agao no sistema imune, sedativa (YU,
KONG; CHEN, 2002), anticonvulsivante (ALONSO, 2016), antiartritica, redutora do nivel de
colesterol (ALMEIDA, 2006), antioxidante e neuroprotetora (KIM; KIM; YANG, 2014),
além de suas propriedades anticancerigena (TOMEH; HADIANAMREI; ZHAO, 2019), anti-
inflamatoria, bactericida (PENG et al, 2017), antimutagénica, quimiopreventiva,
bioprotetora, antitrombdtica, hepatoprotetora e antimicrobiana (CHEMPAKAM;
PARTHASARATHY, 2008).

Estudos mostraram também um efeito positivo da curcumina na doenca de
Alzheimer (LIM et al., 2001; MISHRA; PALANIVELU, 2008). Os compostos presentes no
rizoma atuam no controle e liberagcdo da proteina f-amiloide, que € responsavel por induzir o
estresse oxidativo e favorecer a deterioracdo neural observada na doenga de Alzheimer
(PARK; KIM, 2002). A curcumina tem o potencial de se ligar seletivamente a ions metalicos
toxicos, que podem ser explorados na terapia de quelacdo para tratar disturbios de sobrecarga
de ferro (MESSNER et al., 2017). Estudos recentes indicam que a curcumina pode melhorar a
disfungdo cardiaca induzida por trauma mecanico, inibindo as respostas inflamatérias
sistémicas e enfraquecendo as reagdes de estresse oxidativo (LI et al., 2017).

Estudos mostram que a curcumina apresenta potente a¢do anti-inflamatoria que ¢
decorrente de mecanismos distintos sobre a cascata do 4cido araquidonico (cascata da
inflamacgio) (CHAINANI-WU, 2003; BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009; ALONSO, 2016).
A curcumina bloqueia diferentes moléculas envolvidas na inflamagao, sdo elas: fosfolipase A,
LOX - lipoxigenases, COX-2 — cicloxigenases, leucotrienos, tromboxanos, prostaglandinas,
TNF-a, MCP-1 (CHAINANI-WU, 2003), 6xido nitrico, colagenase, elastase, hialuronidase
(CHAINANI-WU, 2003; ROSA, 2009).

Existem outras pesquisas sobre o mecanismo da acdo anti-inflamatoria da circuma
(GONGORA et al., 2002; RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006), onde ela atua
“sequestrando” espécies reativas de oxigénio em situagdes de estresse oxidativo celular,

interferindo no processo inflamatério (GONGORA et al., 2002). A agdo antibacteriana,
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antiviral, antifingica e antitumoral da curcumina (RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006),
bem como o fato de inibir a ativacdo do fator de transcricdo AP-1, atuar em etapas que
precedem a fosforilagao do IKB-a, bloquear NF-xB, podem estar relacionadas ao efeito anti-
inflamatorio (GONGORA et al., 2002).

Drobnic; Riera e Appendinoetal (2014) realizaram um estudo randomizado e
controlado com placebo que incluiu individuos que praticam atividade fisica regular
moderada. Os pacientes ingeriram 200 mg de curcumina em duas doses didrias ou placebo,
iniciando 48 horas da atividade fisica e terminando 24 horas apds a atividade. A
administracdo de curcumina foi associada a reduc¢do da ocorréncia de dor em membros
inferiores ¢ a uma tendéncia de menor aumento dos niveis de enzimas musculares e de
proteina C-reativa. Embora sejam necessarios mais estudos para confirmar esta suposicdo, a
curcumina mostrou ser uma terapia util para evitar a dor muscular nos pacientes que realizam
exercicios fisicos, devido a sua atividade anti-inflamatoria.

Segundo Alcalde; Del Pozo (2008) e Manikandana et al. (2009) a curcumina vem
demostrando também potente acao antioxidante, atuando na reducao da peroxidacao lipidica,
além de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes ¢ a neutraliza¢ao de radicais livres.

Yu; Kong e Chen (2002) estudaram os efeitos antidepressivos em ratos e viram que
em dosagens entre 280 a 560 mg/kg foram mais efetivos que o medicamento de referéncia
(fluoxetina). Os autores concluiram que além de desempenhar papel sobre a depressdo clinica
pode ainda apresentar acdo sobre desordens neuroldgicas e neurodegenerativas como a doenca
de Parkinson.

A acdo neuroprotetora da Curcuma longa L. esta relacionada aos compostos da
curcumina. Estudos em ratos mostraram que a curcumina apresentou importante efeito
neuroprotetor na prevencao de alteragdes cerebrais (VELUTHAKAL et al., 1999). Os
curcuminoéides aplicados em ratos idosos inibiram o efeito deletério sobre a disfungdo
mitocondrial, assim, minimizando e/ou bloqueando os disturbios neurodegenerativos
associados ao envelhecimento (RASTOGI et al., 2013).

A baixa solubilidade da curcumina em agua reduz a sua biodisponibilidade e
metabolizagdo, promovendo uma rapida eliminagdo do corpo, sendo esses grandes obstaculos
na sua aplicagdo (ANAND et al., 2007, KUNNUMAKKARA et al., 2017). Assim, a

encapsulacdo da curcumina vem surgindo como uma alternativa devido a sua eficacia
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terapéutica superior quando comparado com o composto livre (YALLAPU et al., 2015; BAI
et al., 2017; GERA et al., 2017; STANIC, 2017). A apresentacdo comercial atualmente
disponivel ¢ o MOTORE (Aché) que contem extrato seco de Curcuma longa L.
(MALLMANN, 2012).

Os efeitos associados ao uso da curcumina geralmente sdo observados com a
administracao por via oral de 50 a 500 mg/kg de peso corporal (maximo de 720 mg/kg),
porém essas doses sao muito baixas para que sejam detectados niveis importantes do
composto no sangue, possivelmente por causa da sua elevada ligacdo as proteinas plasmaticas
ou pela rapida distribuicao para células e tecidos (LAO et al., 2006). Em seres humanos, a
administracdo de 150 mg de curcumina foi eficaz na redugdo dos niveis plasmaticos de
diversas citocinas pro-inflamatorias, e o tratamento com 500 mg de curcumina por sete dias
associou-se a redugdo significativa dos perdxidos de lipideos plasméticos e do colesterol
plasmatico total, com aumento do colesterol associado a lipoproteinas de alta densidade
(HDL- colesterol) (AGGARWAL; GUPTA; SUNG, 2013).

A Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) determinou a ingestdo didria aceitavel de
curcuminéides na faixa de 0 a 3 mg/kg e os produtos de curcuminoides e agafrdo foram
caracterizados como seguros pela Food and Drug Administration (FDA) nos EUA

(AMALRAIJ et al., 2017).

2.3 BIOPOLIMEROS — ENCAPSULANTES

Os polimeros apresentam um grande potencial como agentes encapsulantes para
liberagdo de compostos ativos de forma controlada. Os biopolimeros, obtidos de fontes
naturais, sdo ainda mais convenientes, pois apresentam boa solubilidade em 4gua,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, capacidade de formar gel, boa disponibilidade e
baixo custo (REIS et al., 2006).

Na formagdo das particulas, sdo denominados de material encapsulante e a sua
composicao ¢ fundamental para a determinacdo das caracteristicas do produto final obtido.
Esse material ¢ selecionado de acordo com a aplicacdo pretendida, método utilizado para
obter as particulas e propriedades quimicas e fisicas da substancia ativa (SUAVE et al., 2006).

Caracteristicas inerentes aos polimeros sdo exploradas, como a capacidade de formar
estruturas tridimensionais (géis), biodegradabilidade, bioadesdo, entre outras (VILLANOVA;
OREFICE; CUNHA, 2010). O encapsulante ideal deve ter capacidade de segurar o composto
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ativo dentro da sua estrutura, emulsificar ou dispersd-lo estavelmente, proteger contra
condi¢gdes adversas (oxigénio, luz, ingredientes reativos e pH), ser soltivel em solventes
normalmente utilizados nas industrias, possuir as propriedades necessarias para a liberacao do
material ativo, ser de facil manipulacdo e possuir baixa higroscopicidade (SANTOS;

FERREIRA; GROSSO, 2000).

2.3.1 Alginato

O alginato ¢ um polissacarideo ndo ramificado natural extraido de algas marinhas
pardas e algumas bactérias (DRAGET; PHILLIPS; STEPHEN, 2006). Esse polimero ¢
constituido por duas unidades monomeéricas (dois tipos de acido poliurdnico), o acido B-D-
manurdnico (M) e a-L-gulurdnico (G) (Figura 3) unidos por ligagdes (1—4)-glicosidicas, de
composicao e sequéncia variada (DRAGET; PHILLIPS; STEPHEN, 2006; MARTINS et al.,
2007).

Os monomeros sao epimeros com orientagdes diferentes na cadeia polimérica e a
unidade G ¢ a responsavel por permitir a liga¢do i6nica cruzada (LAWRIE et al., 2007). Eles
sdao arranjados em estrutura de blocos, sendo que sua composi¢do e distribuicdo mudam de
acordo com as espécies de algas e bactérias, estagdes do ano, momento da colheita, parte da

alga em que foi retirado e condig¢des de crescimento fonte do alginato (VOS et al., 2006).
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Figura 3 - Estrutura quimica do a) acido f-D-manurdnico; b) 4cido a-L-gulurénico e c) alginato.
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Fonte: Garcia-cruz; Foggetti e Silva, 2008.

O alginato ¢ um polimero hidrofilico, insoluvel em etanol, em solucdes
hidroalcodlicas contendo mais de 30% (v/v) de etanol e em solventes orginicos e a sua
solubilidade ¢ influenciada pelo pH do meio (LEE; MOONEY, 2012). A gelificagdo do
alginato € convencionalmente descrita em termos do modelo caixa de ovo ou egg box (Figura
4), que ¢ uma estrutura tridimensional gerada a partir da substitui¢do dos ions de sddio pelos
ions de célcio no interior macromolécula (FANG et al., 2007).

A formacdo de particulas esféricas ocorre quando a solugdo de alginato ¢ gotejada
em outra que contenha ions de célcio, levando a formagdo das esferas. Os ions de sodio
produzidos na dissociagdo do sistema migram através da membrana para a solu¢do de
eletrolitos e os ions de calcio ocupam seus espacos favorecendo a formacao do gel. Ha
diferentes fontes de cdlcio para estabelecer essa interacdo, como, por exemplo, sais de
oxalato, tartarato, fosfato, citrato, carbonato e cloreto de calcio, sendo que essa ultima ¢ mais

utilizada (REIS et al., 2006).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura egg box em géis de alginato-célcio.
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Fonte: Fang et al., 2007.

O alginato, usualmente, ¢ usado em conjunto com outro polimero com o intuito de
melhorar as propriedades de ambos. Nesse trabalho, utilizou-se a associacao entre o alginato e

a quitosana.

2.3.2 Quitosana

A quitosana (Figura 5) ¢ um copolimero formado por unidades de 2-desoxi-N-acetil-
D-glucosamina e 2-desoxi-D-glucosamina unidas por ligagdes glicosidicas B (1-4), gerada a
partir da desacetilacido da quitina (KITTUR; THARANATHAN, 2003), obtida do
exoesqueleto de crustaceos, insetos, e alguns fungos. Quando a fragdo molar de grupos NH>

na cadeia € superior a 0,5, o polimero passa a ser considerado quitosana (RINAUDO, 2006).

Figura 5 - Estrutura quimica da quitosana (n: unidades monomeéricas).
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Fonte: Santos; Moura e Raffin, 2003.
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E uma base fraca soliivel em acido acético e insoltiivel em meio aquoso e na maioria
dos solventes organicos (AGNIHOTRI; MALLIKARJUNA; AMINABHAVI, 2004). Os
grupos amina presentes em toda a extensao da cadeia polimérica atuam como polieletrélitos
cationicos em pH < 6,5, ou seja, existem grupos cationicos ionizaveis ao longo da cadeia.
Portanto, esse biopolimero pode se dissolver facilmente em solugdes de acidos fracos
diluidos, sendo o acido acético o solvente mais utilizado, formando uma solu¢ao viscosa. Por
outro lado, conforme o pH ¢ ajustado para valores acima de 6,5, os grupamentos amina se
tornam desprotonados e o polimero perde suas cargas, tornando-se insoliivel em agua e em

solventes organicos (DASH et al., 2011; SINHA et al., 2004).

2.3.3 Complexo Alginato-Quitosana

O crescente interesse no estudo de particulas de alginato-quitosana como carreadores
para liberagdo controlada de compostos ativos ocorre devido as suas propriedades
biocompativeis, biodegraddveis e mucoadesivas (VANDENBERG et al., 2001; WITTAYA-
AREEKUL; KRUENATE; PRAHSARN, 2006; ZHAO et al., 2007). O complexo alginato-
quitosana ¢ formado a partir da forte interagdo eletrostatica dos grupos amino da quitosana
com os grupos carboxilicos do alginato.

O alginato de so6dio ¢ um polieletrélito anidnico frequentemente utilizado na
formag¢do de complexos com quitosana, j4 que seu processo de gelificagdo ¢ rapido na
presenca de ions calcio (LI et al., 2002). Ao mesmo tempo em que o complexo formado entre
esses dois polimeros € biodegradavel e biocompativel, ele também ¢ mecanicamente forte em
baixos valores de pH (< 6,5) onde a quitosana ¢ solivel (HAMMAN, 2010).

A quitosana tem a capacidade de reagir com o alginato, levando a formacao de gel e
¢ utilizada para inibir a presenga de cargas superficiais, reforcar a esfera de alginato e
aumentar a sua estabilidade (COPPI et al., 2001; RIBEIRO et al., 2005), além de reduzir a
taxa de liberagdo do composto ativo pela sua presenca na superficie da particula, pois
bloqueia os poros que o alginato tende a desenvolver em sua estrutura (BHATTARAIL
DHANDAPANI; SHRESTHA, 2011).

O complexo polimérico, além de ser biodegraddvel e biocompativel, ¢
mecanicamente resistente em baixos valores de pH em que a quitosana € soluvel, e pela
presenca do alginato, que ¢ insoluvel em condigdes 4cidas, a dispersdo da quitosana em meio

acido ¢ prevenida (LUCINDA-SILVA; SALGADO; EVAGELISTA, 2010).
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A produgdo dessas particulas varia em relagdo aos processos € materiais utilizados,
existem dois procedimentos diferentes de um estadgio e de dois estdgios. No primeiro, uma
membrana coacervada complexa ¢ formada na interface entre as solugdes de alginato e
quitosana e as particulas sdo produzidas através do gotejamento de uma soluc¢do de alginato
diretamente na solucdo de quitosana e cloreto de calcio. J4 no procedimento de dois estagios,
primeiramente ha a formagao de esferas de alginato em cloreto de calcio e, em seguida, as
particulas sdo lavadas para remogdo dos ions de Ca®" e transferidas para uma solugdo de
quitosana para que haja o desenvolvimento da membrana (WITTAYA-AREEKUL;
KRUENATE; PRAHSARN, 2006).

O mecanismo de liberagdo da substancia ativa depende do pH do meio. Em meio
acido, a taxa de liberagdo aumenta devido a maior solubilidade. J4 em meio alcalino, o
complexo intumesce ¢ o gel formado tende a desintegrar, liberando a substancia ativa

lentamente. (TONNESEN; KARLSEN, 2002).

24  METODOS DE INCORPORACAO

As moléculas da substancia ativa podem ser encapsuladas com a particula,
fisicamente adsorvidas na superficie, ou quimicamente ligadas com a superficie, ou seja, a
incorporacdo pode acontecer de forma que ela fique dissolvida, ligada ou dispersa ou na
estrutura do biopolimero utilizado (SAFARI; ZARNEGAR, 2014). Existem diferentes
métodos de incorporacdo dos compostos as particulas, pois eles podem ser adicionados em
diversas etapas do processo de producao. Uma dessas maneiras € a incorporacao por adsor¢ao
(ou impregnacdo em solucdo) da particula e outra, a adicdo direta do composto durante o

preparo da particula.

2.4.1 Encapsulacido por adsorc¢io

A adsorg¢do ¢ um processo que envolve o contato de uma fase particulada com uma
fase aquosa, que contém o material ativo. A primeira deve estar suscetivel a, seletivamente,
armazenar ou remover o composto desejado (ATKINS, 1993). Portanto, a técnica de

encapsulacdo por adsor¢cdo consiste em encapsular a substincia ativa pelo contato de uma
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solugdo que a contenha com particulas preparadas inicialmente. As condi¢des de dessor¢do do
material impregnado também devem ser favoraveis a permitir a liberacdo do composto e/ou
possibilitar a reutilizagao do adsorvente (VEIGA, 2012).

Nessa técnica, a particula pronta ¢ intumescida em solvente que contenha o composto
ativo e, posteriormente, o solvente utilizado pode ser removido (VEIGA, 2012). Para
substancias que nao sao soltveis em agua ¢ importante levar em consideragao a toxicidade do
solvente empregado. Esse método tem como vantagem a possibilidade de incorporacao de
uma diversa gama de substancias, no entanto apresenta desvantagens, como a formacdo de
uma dispersdo heterogénea pela matriz polimérica e um menor rendimento de incorporagao

(DAVIES et al., 2008).

2.4.2 Encapsulacio por adi¢ao direta

Outro método de incorporagdo ¢ a adigdo direta da substancia de interesse durante o
preparo da particula. Essa técnica ¢ conhecida como encapsulacdo e, geralmente, ¢ a mais
empregada, pois a substdncia ativa ¢ facilmente incorporada, facilitando a distribui¢do
homogénea ao longo da matriz polimérica (GIRATA, 2011).

A encapsulagdo baseia-se em isolar particulas sélidas ou pequenas gotas liquidas ou
gasosas do meio externo por meio de uma barreira material, formando pequenas particulas
que podem liberar seu contetido em taxas controladas de acordo com as condi¢des as quais
foram submetidas (DESAI; PARK, 2005; MADENE et al., 2006). A diferenga entre
encapsulacdo, microencapsulacdo e nanoencapsulagdo estd no tamanho da particula obtida,
que podem apresentar tamanhos variados e diferentes formas, dependendo dos materiais e
métodos utilizados em sua preparacdo. O material externo ¢ denominado de matriz ou agente
encapsulante, enquanto o interno € a substancia ativa (ASSIS et al., 2012).

As particulas podem ser classificadas como esferas ou capsulas (Figura 6). As esferas
sdo sistemas matriciais ou monoliticos e podem ser divididas em solugdes monoliticas, que
sdo homogéneas e o material ativo encontra-se soltivel na matriz, e em dispersdes monoliticas,
que sdo heterogéneas e parte do material encapsulado ¢ soltvel e a outra permanece dispersa
na matriz. J& as capsulas sdo sistemas tipo reservatorios onde a substincia ativa fica retida em
um nucleo, podendo ser mononuclear ou polinuclear (SILVA et al., 2003; SIEPMANN;
SIEPMANN, 2012).
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Figura 6 - Classificacdo das particulas.
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Fonte: Autora, 2019.

De forma geral, a encapsulagdo oferece muitos beneficios as industrias como, por
exemplo, reduz a reatividade do material ativo em relacdo ao ambiente (luz, oxigénio e
umidade), pode transformar liquidos em so6lidos para uso em sistemas secos, diminui a taxa de
evaporacao de compostos volateis e a transferéncia de massa da substincia ativa para o
ambiente, controla a liberagdo do material ativo até o estimulo apropriado, além de mascarar o
sabor ¢ o odor (AZEREDO, 2005; SANTOS; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005;
MADENE et al., 2006).

Existem diversos métodos de encapsulacdo, incluindo métodos fisicos como spray
dry, liofilizagdo e spray cooling métodos quimicos envolvendo a polimerizacdo interfacial e
inclusdo molecular, e métodos fisico-quimicos como a coacervagdo complexa e gelificagdao
1onica (JONES; MCCLEMENTS, 2010). A escolha do método de encapsulacdo para uma
aplica¢do depende de uma série de fatores, como propriedades fisicas e quimicas do nucleo e
da parede, tamanho de particulas requerido, mecanismos desejados de liberagao, aplicagdo do

produto final, escala de produgdo e custo (SUAVE et al., 2006; RE, 2007).
2.4.2.1 Encapsulacdo por gelificacdo

Virias técnicas podem ser utilizadas para encapsulacao de compostos, entre as quais
se podem destacar a gelificacdo i6nica ou ionotropica que ¢ uma técnica simples que nao
necessita de solventes organicos toxicos e se fundamenta na formagdo de estruturas

gelatinosas pela reticulagdo do polimero, em consequéncia do intercruzamento de
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polieletrolitos com cargas opostas, ou seja, na presenga de contra-ions. Forma uma rede
tridimensional que aprisiona a substancia ativa. Para a obtengdo das particulas, utiliza-se uma
dispersdo do polimero e outra solugdo reticulante € com o gotejamento de uma fase na outra

ocorre a formagdo das particulas (PATIL; CHAVANKE; WAGH, 2012).

2.4.2.2 Encapsulagdo por coacervacao complexa

Na mesma linha, a coacervacao complexa ¢ um fendmeno coloidal referente a uma
separagdo de fases e envolve trés etapas: a primeira etapa ¢ onde ocorre formagao de trés
fases, uma fase liquida, outra da substancia a ser encapsulada e do encapsulante. Na segunda
etapa, ocorre a deposicao do material ativo, formando um ntcleo e a na ultima acontece a
solidificagdo do encapsulante (NORI ef al., 2011). Ou seja, corre quando uma fase liquida rica
em um coloide se separa da solu¢do macromolecular, como resultado de uma redugdo da
solubilidade por meios quimicos ou fisicos (pH, for¢a idnica, temperatura). A nova fase, rica
em coloides, apresenta-se como goticulas liquidas, que acabam por coalescer, formando uma
camada continua que se deposita para formar a parede da particula. A etapa final é o

endurecimento da parede e o isolamento das capsulas (VERSIC, 1988; KING, 1995).

2.5 LIBERACAO CONTROLADA

A liberacao controlada pode ser definida como um método onde uma ou mais
substancias ativas podem ser disponibilizadas em tempo e velocidade especificas em
determinado meio. O principal objetivo desse tipo de administragdo é proporcionar uma
dosagem mais eficaz, obtendo-se perfis de liberacdo adequados durante um longo periodo,
evitando concentragdes flutuantes do composto no organismo e reduzindo a necessidade de
doses frequentes (BAZZO et al., 2008). Essa técnica tem como principais vantagens a
liberagdo a uma velocidade controlada durante periodos prolongados de tempo, a perda de
ingredientes pode ser evitada ou reduzida durante o processo e armazenamento
(POTHAKAMURY; BARBOSA-CANOVAS, 1995).

Com o avanco dessa tecnologia, aditivos sensiveis a fatores como temperatura, pH e
luz podem ser convenientemente empregados, ndo s6 em formulagdes de farmacos, mas
também em alimentos (ASSIS, 2012). Nos sistemas convencionais de libera¢do, ha uma

mudanga ciclica na concentragao do farmaco e seus niveis sofrem variagdes discrepantes. Ja a
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liberagdo controlada faz referéncia as formas que liberam o composto ativo em uma
velocidade constante, seja ela de forma lenta ou rapida, e as concentragdes ficam invariaveis
em funcdo do tempo, sem ficar abaixo do nivel efetivo minimo ou atingir o nivel toxico
(CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007). Além disso, a quantidade do fairmaco a ser administrada
pode ser menor, havendo um controle maior da sua absor¢do, aumentando a margem de
seguranca da aplicacdo reduzindo a incidéncia de efeitos adversos locais e sistémicos
(TIMKO; DVIR; KOHANE, 2010).

Os sistemas de liberacdo de compostos ativos tém sido objeto de grande interesse,
devido a importancia recentemente reconhecida na regido do trato gastrointestinal
(LUCINDA-SILVA; SALGADO; EVAGELISTA, 2010). Formas de dosagem
multiparticuladas (por exemplo, granulados, granulos ou esferas) tém varias vantagens sobre
formas unitarias, tais como facilidade de dispersdo, possibilidade de liberar a substancia mais
uniformemente por todo o trato gastrointestinal e maior flexibilidade na formulagao
(ZHANG; ALSARRA; NEAU, 2002).

Por meio de matrizes poliméricas, a liberagao de ativos tem sido comprovada como
uma interagdo complexa entre intumescimento, difusdo, erosdo e relaxacdo. A liberacdo
controlada pode acontecer por difusdo, onde o material ativo ¢ liberado pela difusdo através
de poros existentes na matriz polimérica do polimero ou por difusdo (BAZZO et al., 2008).
Essa difusdo depende da interagdo da substincia ativa com o biopolimero, do gradiente de
concentra¢do, do tamanho, forma e polaridade do composto a ser liberado (MUNDAY; COX,
2000). Outra maneira ¢ pelo intumescimento da parede do encapsulante, que ocorre pela
absor¢do de liquido do meio no qual se encontra, permitindo que o ingrediente encapsulado se
difunda rapidamente pela matriz polimérica (CONSTANT; STRINGHETA, 2002). Além de
liberacdo do ingrediente ativo a partir da matriz polimérica por difusdo ou intumescimento,
ela pode ser governada por outros diferentes mecanismos, como erosao ou rompimento da

parede do polimero, por causa da presenga de for¢as externas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

A quitosana de massa molar média e o alginato de so6dio foram adquiridos da Sigma-
Aldrich Brasil Ltda.. O cloreto de calcio, o alcool etilico absoluto 99,8% P.A., o acido acético
glacial 99,8% P.A. e a curcumina, da Neon Comercial Ltda. O sulfato de s6dio anidro P.A. da
Synth, o hidroxido de s6dio da Lafan Quimica fina Ltda.

Para o preparo das solu¢des tampdes, foram utilizados fosfato de s6édio monobasico
monohidratado P.A. da Neon e fosfato de sodio dibasico dihidratado da Sigma-Aldrich,

cloreto de potassio da Lafan e &cido cloridrico da Synth.

3.2  METODOS

3.2.1 Curva de calibra¢ao da curcumina

A curva de calibracdo para a curcumina foi determinada em espectrofotometro UV-
vis (Pro-Anélise V-1200), a partir de uma solucdo de curcumina em etanol (10,00 mg/L) na
faixa de concentragio entre 0,25 e 5,00 mg/L (y = 58,345x + 0,024, R? = 0,995). As medidas

foram realizadas em triplicata & temperatura ambiente em 425 nm.

3.2.2 Sintese das particulas de alginato (A)

As particulas de alginato foram preparadas (Figura 7) a partir da solubilizacdo de 1 g
de alginato de s6dio em 50 mL de agua destilada, mantendo sob agitacdo magnética até
completa homogeneizacgao, resultando em uma solugdo de alginato 2% (m/v). Essa solucao foi
gotejada em um béquer contendo cloreto de calcio 1% (m/v), com uma seringa (60 mL)
acoplada em uma bomba de infusdo. Nessa etapa foi avaliada a influéncia do didmetro interno
da agulha (0,70 x 30 mm; 0,80 x 30 mm; 1,20 x 30 mm) no didmetro das particulas. Por meio

do fenomeno de gelificacdo i6nica ocorreu a formagao das esferas. Apos 30 min imersas em
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CaCl,, as esferas foram lavadas com dgua destilada até a neutraliza¢dao do pH e armazenadas a

temperatura ambiente (25 °C) em agua destilada.

Figura 7 - Esquema ilustrativo da preparacdo das particulas de alginato.
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Fonte: Autora, 2019.

3.2.3 Sintese de particulas de quitosana (Q)

As particulas de quitosana foram obtidas (Figura 8) seguindo a mesma metodologia
descrita para as particulas de alginato, a partir da dissolugdo de 1 g de quitosana em 50 mL de
acido acético 5% (v/v), mantidas em agitacdo magnética por 24 h até completa
homogeneizacgao, resultando em uma solugdo 2% (m/v) gotejadas em solu¢do de NaOH 2M e
em solucdo de sulfato de sédio 5% (v/v). As esferas foram deixadas em contato com as
solugdes de precipitagdo por 30 min, lavadas com agua destilada até a neutralizagdo do pH e

armazenadas a temperatura ambiente (25 °C) em agua destilada.

Figura 8 - Esquema ilustrativo da preparacgdo das particulas de quitosana em NaOH.
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Fonte: Autora, 2019.
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3.2.4 Sintese das particulas de alginato-quitosana (A-Q)

As particulas de alginato-quitosana foram preparadas (Figura 9) por coacervagao
complexa utilizando alginato de s6dio como um nucleo de gel. A solucdo de alginato de sddio
(2%, m/v) foi preparada. Solubilizou-se separadamente a quitosana (2%, m/v) em &cido
acético (5%, v/v), o cloreto de célcio em agua destilada (1%, m/v) e, sob agitacdo magnética,
foi vertido o segundo no primeiro. Nesse trabalho, foi empregado o método de uma etapa,
onde a solucdo de alginato foi gotejada manualmente com o auxilio de agulhas de diferentes
diametros (0,70 x 30 mm; 0,80 x 30 mm; 1,20 x 30 mm), acoplada em seringa de 60 mL, em
recipiente contendo a solucdo de quitosana e cloreto de calcio. As particulas permaneceram
em contato com a solugdo de precipitacdo por 1 h, foram lavadas com agua destilada até a

neutralizacdo do pH e armazenadas a temperatura ambiente (25 °C) em agua destilada.

Figura 9 - Esquema ilustrativo da preparacdo das particulas de alginato-quitosana.
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Fonte: Autora, 2019.

3.2.5 Efeito do diametro e da massa de particulas na adsorc¢iio da curcumina

As particulas de alginato, quitosana e alginato-quitosana (450 e 900 mg) de

diferentes didmetros foram colocadas em frascos de vidro em contato com 5 mL de uma
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solugdo de curcumina em etanol (10 mg/L) e mantidas sob agitagdo constante de 150 rpm a 25
°C por 24 h. O sobrenadante de cada frasco foi separado e a concentragao de curcumina foi
determinada por espectroscopia de UV-vis (A = 425 nm), utilizando a curva de calibragao do
padrdo de curcumina. A quantidade de corante adsorvida foi calculada utilizando a Equacao
l:

— (CO_Ceq)

ey (1)

onde, q ¢ a quantidade de curcumina adsorvida no polimero (mg/g), V ¢ o volume da solugdo
(L), W ¢é a massa de particulas de A, Q e A-Q utilizada (g), Co é a concentragao inicial e Ceq €

a concentracao em equilibrio de curcumina na solugao (mg/L).
3.2.6 Adsorcao da curcumina nas particulas de alginato e alginato-quitosana

As particulas de alginato e alginato-quitosana (900 mg) obtidas pela agulha de
diametro 1,2 mm foram colocadas em frascos com 5 mL de diferentes concentracdes da
solucao de curcumina (0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 mg/L), obtidas a partir de uma solucao mae de
curcumina e etanol de 10 mg/mL. Foram realizadas medidas da absorbancia em
espectrofotometro UV-Vis (A = 425 nm) nos tempos de 30, 60, 120, 180, 360, 720 e 1440
min. A quantidade de curcumina adsorvida na fase solida foi determinada pela diferenca entre
as concentragdes inicial e final presente no bulk. Com os dados obtidos foram construidas as
cinéticas de adsorgao.

Nesse estudo, trés modelos cinéticos de adsor¢do foram avaliados, pseudo-primeira
ordem, pseudo-segunda ordem e difusao intraparticula (Tabela 1), que foram aplicados na sua

forma linearizada.

Tabela 1 - Modelos cinéticos.

Pseudo-primeira Pseudo-segunda Difusao
Modelos . .
ordem ordem intraparticula
koqit

Equagdo g, = q.(1 — e ¥1t) q: q: = kpt%

- 1+ k,q.t

Fonte: Silva et al., 2018.
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O modelo de pseudo-primeira ordem (Equagdo 2) avalia se a cinética de adsor¢do da
curcumina ¢ prioritariamente controlada por difusdo externa, e independe da concentragao do

adsorbato (LAGERGREN, 1898).

qe = ge(1 —e™¥1Y) ()

onde ge (mg/g) ¢ a quantidade adsorvida na fase sélida no equilibrio; q: (mg/g) € a quantidade
de curcumina adsorvida no tempo £; t é o tempo (min); ki (min™) é a constante de velocidade
de pseudo-primeira ordem. A constante ki pode ser calculada a partir da inclinagdo da reta do
grafico log (qe-qq) x t.

No modelo de pseudo-segunda ordem, representado pela Equacdo 3, a taxa de
adsor¢ao ¢ dependente da quantidade de espécie quimica adsorvida na superficie do
adsorvente (curcumina no biopolimero) e a quantidade adsorvida no estado de equilibrio (HO;

WASE; FORSTER, 1996).

kpqdt
1+k2 qet

dt = (3)

onde k2 (g/mg.min) ¢ a constante de velocidade do modelo de pseudo-segunda ordem. A
partir da reta do gréafico de t/q x t, os valores das constantes k2 e qe podem ser calculados.

O mecanismo do processo de adsor¢do pode ndo ser descrito pelos modelos cinéticos
acima e, portanto, o modelo da difusdo intraparticula pode ser empregado. Segundo Weber e
Morris (1963), se a difusdo intraparticula ¢ o fator decisivo da velocidade, a adsor¢do varia

com a raiz quadrada do tempo (Equagao 4).
i =kpt /2 +C @)
onde k, (mg.g"'.min"?) é o coeficiente de difusdo do sélido e C (mg/g) é uma constante

relacionada a resisténcia a difusdo. O valor de kp pode ser obtido da inclinagdo da reta e o

valor de C da intersec¢io no grafico g x t'/2.
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O valor de C fornece informagdes sobre a espessura do filme de solvente que
envolve o adsorvente (particula esférica de biopolimero). Em geral, quanto maior for o valor
de C (coeficiente linear), maior serd essa espessura ¢ maior sera seu efeito na taxa de
adsor¢do. Nesse caso, diz-se que o mecanismo de adsor¢do ¢ controlado pela difusao
intrafilme. Quando C tem valores proximos ou iguais a zero, 0 mecanismo de adsorc¢ao ¢é
controlado pela difusdo intraparticula (ou seja, a porosidade da superficie ¢ determinante na

¢! sera linear e a reta passara pela origem ou vizinhanca (WEBER;

adsor¢do), entdo g: x
MORRIS, 1963).

A Equacdo 5 foi usada para calcular a eficiéncia da adsor¢do (%EA).

%EA=2" 100 (5)

4

onde %EA ¢ a eficiéncia da adsor¢do (%), Ci € a concentragdo inicial de curcumina (mg/L) e

Cr € a concentragdo final no tempo ¢ (mg/L).
3.2.7 Preparacao das particulas de alginato-curcumina (A-C)

Para a sintese das particulas de alginato-curcumina (Figura 10), a curcumina foi
solubilizada em etanol em duas concentragdes 10 e 100 mg/mL e o alginato de sddio (2%,
m/v) em agua destilada sendo vertido o primeiro no segundo (I mL de curcumina para 5 mL
de alginato, representando a razdo massica entre a curcumina/alginato de 100 e 1000 para as
duas concentragdes trabalhadas, respectivamente) mantido sob agitagdo magnética constante
(150 rpm) até homogeneizagdo completa do sistema. A solu¢ao de curcumina com alginato de
sodio foi gotejada na vazdo de 100 mL.h! em uma solucdo de cloreto de calcio a 1% (m/v)
com o auxilio de uma bomba de infusdo e uma agulha de dimensdes 1,20 x 30 mm acoplada
em seringa de 60 mL. Apds 30 min em contato com o cloreto de célcio, as particulas foram
lavadas com 4gua destilada até a neutralizagdo do pH e armazenadas em agua destilada a

temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeragao (4 °C).
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Figura 10 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de alginato-curcumina.
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Fonte: Autora, 2019.
3.2.8 Preparacio das particulas de quitosana-curcumina (Q-C)

Para a sintese das particulas de quitosana-curcumina (Figura 11), foram preparadas
solugdes de curcumina em etanol nas concentragdes de 10 e 100 mg/mL e de quitosana (2%,
m/v) em acido acético (5%, v/v). Em seguida, a solucdo de curcumina foi incorporada a de
quitosana (1:5). A partir da solucdo obtida, as esferas foram produzidas utilizando-se o
método de gelifica¢do i6nica, com a utilizagdo de uma bomba de infusdo e de uma seringa de
60 mL acoplada com uma agulha de dimensdes 1,20 x 0,30 mm. O gotejamento ocorreu na
vazio de 100 mL.h"! em uma solugio coagulante de sulfato de sodio (5%, m/v). As particulas
obtidas foram deixadas em contato com a solucdo de precipitacdo por 30 min, lavadas com
agua destilada até a neutralizagdo do pH e armazenadas em 4gua destilada a temperatura

ambiente (25 °C) e sob refrigeragdo (4 °C).

Figura 11 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de quitosana-curcumina.
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Fonte: Autora, 2019.
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3.2.9 Preparacio das particulas de alginato-quitosana-curcumina (A-Q-C)

As solucgdes de alginato de sodio (2%, m/v) em agua destilada e de curcumina em
etanol (10 e 100 mg/mL) foram preparadas. Em seguida, a solucdo de curcumina foi
incorporada a de alginato (1:5) com agitacdo magnética até completa dissolug¢do. Solubilizou-
se separadamente a quitosana (2%, m/v) em acido acético (5%, v/v), o cloreto de calcio em
agua destilada (1%, m/v) e, sob agitacdo, misturou-se o segundo com o primeiro. Com o
auxilio de uma agulha de dimensdes 1,20 x 30 mm acoplada em seringa de 60 mL, gotejou-se
a solugdo de alginato-curcumina, no recipiente contendo a solucao de quitosana e cloreto de
calcio. As particulas ficaram em contato com a solucao de precipitacdo por 1 h (Figura 12),
foram lavadas com 4gua destilada até a neutralizagdo do pH e armazenadas a temperatura

ambiente (25 °C) em agua destilada e sob refrigeracao (4 °C).

Figura 12 - Esquema ilustrativo da preparagdo das particulas de alginato-quitosana-curcumina.
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Fonte: Autora, 2019.

3.2.10 Eficiéncia da encapsulacio

Nessa analise realizada em triplicata, 100 mg de particulas de alginato, quitosana e
alginato-quitosana com curcumina foram pesadas e imersas em 30 mL de alcool etilico, por
60 min e protegidas da luz. Apds o contato, uma aliquota de cada solucdo foi coletada e
analisada utilizando-se espectrofotometro UV-Vis no comprimento de onda de 425 nm e
aplicando os valores obtidos na equacdo da curva padrdo de calibragdo da curcumina para a
quantificagdo da porcentagem de curcumina presente nas amostras. Os experimentos foram
realizados em triplicata e a eficiéncia de encapsulaciao (%EE) foi calculada usando a Equacao

6.
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%EE=-*.100 (6)

i

onde C. ¢ a concentragdo de curcumina presente nas particulas e Cci ¢ a concentragdo inicial

de curcumina na solu¢ao (mg).
3.2.11 Cinética da liberacdo da curcumina

Para o estudo de liberagdao da curcumina in vitro foram utilizadas duas solugdes
tampoes, uma solugdo de fosfato de sédio (pH 8,0) e outra de cloreto de potassio e acido
cloridrico (pH 2,0) (GOMORI, 1955), que simulam o ambiente gastrico e intestinal. Para cada
pH, foram separados 12 tubos de ensaio por encapsulante contendo 1 g de particulas e 5 mL
de solucdo tampdo. Os tubos de ensaio foram mantidos sob leve agitacdo em banho-maria a
37 °C (Banho Dubnoff, Quimis). Em intervalos previamente estipulados foram retiradas
aliquotas do sobrenadante e a concentracdo de curcumina foi determinada em
espectrofotometro em A = 425 nm. As solugdes tampdes foram utilizadas como branco.

A porcentagem de curcumina liberada foi determinada utilizando a curva de
calibragdo. O estudo foi conduzido até a dissolucao da amostra e liberagao de toda substancia
encapsulada ou até a concentra¢do do meio nao variar mais.

Para analise e caracterizagdo do mecanismo predominante de liberagdo da curcumina
foi utilizado o modelo tedrico descrito por Korsmeyer et al. (1983) para liberagdo de farmacos

de sistemas poliméricos descrito pela Equacao 7:

R i (7)

onde M,/M. representa a fracdo do soluto liberado no tempo ¢, k& € uma constante que ¢
influenciada pelas caracteristicas da matriz polimérica e n € o expoente de liberagdo, cujo
valor depende da geometria da particula e fornece informagdes relacionadas ao mecanismo
de liberagao de compostos ativos a partir da matriz polimérica (Erro! Fonte de referéncia
nao encontrada.) - Relacdo entre o expoente difusional #» € mecanismo de liberagdo para os

diferentes sistemas de liberacdo controlada (RITGER e PEPPAS, 1987).
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Tabela 2 — Expoente de liberacdo (n) e mecanismo de liberagao.

Expoente de liberacao, n

Mecanismo de liberacao
Filmes Cilindros Esferas

0,5 0,45 0,43 Difusdo Fickiana

Transporte anomalo
(ndo-Fickiano)

1,0 0,89 0,85 Caso II de transporte

0,5<n<1L,0 0,45<n<0,89 0,43<n<0,85

Super Caso II de

>1,0 > 0,89 > 0,85
transporte

Fonte: Adaptado de Ritger; Peppas, 1987; Siepmann; Peppas, 2001.

Para os critérios de liberagdo para sistemas com geometria esférica, um valor de n <
0,43, indica que o mecanismo de liberacdo observado ¢ a difusdo do soluto através de
camadas da matriz, também conhecido como mecanismo de liberacdo Fickiano ou “Caso I”.
Quando o coeficiente se encontra entre 0,43 < n < 0,85, tem-se um transporte nao-Fickiano ou
andmalo, onde ocorre a superposi¢do dos dois fenomenos, difusdo e intumescimento,
simultaneamente. Um valor de n = 0,85 sugere que a liberacdo ¢ controlada apenas pelo
intumescimento/relaxagdo da cadeia polimérica, isto ¢, independentemente do tempo,
mecanismo conhecido como “Caso II” de transporte. Para valores de n > 0,85 tém-se um
Super Caso II de transporte, onde ocorre a contribuicdo simultdnea de processos como
difusdo, intumescimento, relaxacao e erosao da matriz polimérica (RITGER; PEPPAS, 1987;

SIEPMANN; PEPPAS, 2001).

3.2.12 Caracterizagao das particulas

Para caracterizagdo das particulas, as amostras foram secas em estufa (50°C) por 24
horas. A avaliagdo morfologica das amostras foi verificada por microscopia eletronica de
varredura (MEV, HITACHI, modelo TM3030) do Laboratéorio CERMAT, do Departamento
de Engenharia de Materiais da UFSC. Nos ensaios, as amostras foram fixadas em suportes
metalicos (stubs) com auxilio de fita dupla face de carbono. Posteriormente, o material foi
submetido ao recobrimento por uma fina camada de ouro. As imagens foram coletadas com
ampliagdo de 500 e 5000 vezes com voltagem de aceleracao 15 kV.

A composicao das particulas foi verificada por espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR, Agilent Technologies, modelo Cary 660 FTIR), em modo de



55

refletincia total atenuada (ATR). As amostras foram preparadas utilizando pastilhas de KBr e

avaliadas na regidio de 4000 - 400 cm™.

3.2.13 Estabilidade no armazenamento

Os estudos de estabilidade no armazenamento das particulas de alginato, quitosana e
alginato-quitosana com curcumina foram realizados durante 120 dias. As esferas (1 g) foram
armazenadas em frascos de vidro contendo 5 mL de dgua destilada (pH 5,7) e mantidas em
temperatura ambiente (25 °C) e sob refrigeragdo (4 °C). As amostras dos diferentes
encapsulantes foram medidas em intervalos de tempo pré-determinados ¢ a quantidade de
curcumina liberada foi determinada utilizando espectrofotometro UV-Vis (A = 425 nm) e

quantificada através da curva de calibragao.
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4 RESULTADOS

4.1 CURVA DE CALIBRACAO DA CURCUMINA

A curva padrao de calibragdo da curcumina foi determinada com o objetivo de
auxiliar na determinacdo do teor de curcumina nas particulas. A curva de calibracdo, o
coeficiente de correlacdo (R?) e a equagdo utilizada para determinar a concentragao de

curcumina estdo representados na Figura 13.

Figura 13 - Curva padrdo de calibrag@o da curcumina em etanol.
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Fonte: Autora, 2019.

De acordo com os resultados apresentados, a curva apresentou bom acordo entre os
pontos experimentais € a curva teorica, o que possibilitou a sua utiliza¢do para determinar a

concentragdo da curcumina nos experimentos posteriores.

42 SINTESE DAS PARTICULAS DE ALGINATO, QUITOSANA E ALGINATO-
QUITOSANA
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As particulas de A, Q, A-Q foram preparadas de acordo com os itens 3.2.2, 3.2.3 e
3.2.4, respectivamente. Foram produzidas trés amostras utilizando diferentes didmetros de
agulha para cada biopolimero, identificadas como A-0,7, A-0,8 ¢ A-1,2, Q-0,7, Q-0,8 e Q-1,2,
A-Q-0,7, A-Q-0,8 e A-Q-1,2 (Figura 14). Os diametros das particulas obtidas foram

determinados por meio do programa ImageJ e podem ser observados na Tabela 3.

Figura 14 - Captura digital das particulas de alginato, quitosana e alginato-quitosana.

= A-Q-08

Fonte: Autora, 2019.

Tabela 3 - Diametros obtidos das particulas sem curcumina.

Diametro da agulha (mm)

0,7 0,8 1,2
Amostras Diametro das particulas + Desvio padriao (mm)
A 2,92 +0,33 3,04 £ 0,29 4,07 +0,47
Q 3,38+ 0,39 3,89+ 0,43 4,27+0,71
A-Q 2,94 + 0,36 3,48 £ 0,40 4,34+ 0,72

Fonte: Autora, 2019.
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A fim de determinar o didmetro e a massa de particulas que conduzissem a maior
adsor¢ao de curcumina, foi avaliada a relagdo da adsor¢do com esses parametros. A Figura 15
(a) e (b) mostra a dependéncia da quantidade de material adsorvido nas particulas de A e A-Q
e ¢ possivel observar que a adsor¢do da curcumina em solu¢cdo aumentou com a diminui¢ao

do diametro das particulas em ambos os casos.

Figura 15 - Efeito do didmetro das particulas e da massa de particulas de alginato (a) e alginato-quitosana (b) na

adsor¢do da curcumina a 25 £ 0,1 °C, CO = 10 mg/L, tempo de contato de 24 h. A 450 mg o 900mg.

0,03 -
(@ 5
A
%0 0,02
B
= 0,01 - 2
O
A
0,00 - . .
2,00 3,00 4,00 5,00
Diametro da particula (mm)
0,03 . (b) |i
%6 0,02 Q
2 .
o 0,01 -
0,00 - . .
2,00 3,00 4,00 5,00

Didmetro da particula (mm)

Fonte: Autora, 2019.

A partir dos resultados foi possivel observar o aumento da adsor¢do da curcumina
com a diminui¢do do didmetro das particulas e com o aumento da massa, atingindo a maxima
adsor¢ao de 0,025 e 0,027 mg/g para as particulas de alginato e alginato-quitosana,
respectivamente. Apesar de ter havido pouca diferenga na adsor¢do quando a massa de
adsorvente foi duplicada, para os proximos passos deste trabalho, essa condicdo foi
selecionada para os estudos de adsorcdo realizados com esferas de alginato e alginato-

quitosana.
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Nao foi possivel avaliar a adsor¢do das particulas de quitosana, pois, quando
gotejadas em NaOH, a solu¢do de curcumina apresentou rapida degradacdo quando em
contato com as particulas, adquirindo coloragdao avermelhada. Da mesma forma as particulas
obtidas em sulfato de sédio 5%, apresentaram rapida desintegracdo quando na solugdo de
curcumina, tornando a solucdo turva impossibilitando a leitura em espectrofotometro.

Horst (2009) também nao conseguiu realizar estudos de adsor¢do de antocianina em
microesferas de quitosana devido a degradagdo do corante em pH elevado e a solubilidade das
microesferas de quitosana em meios acidos, como ocorreu com adsor¢do da curcumina nas

particulas de quitosana.

43 ADSORCAO DA CURCUMINA NAS PARTICULAS DE ALGINATOE
ALGINATO-QUITOSANA

O estudo cinético de adsor¢ao da curcumina em A e A-Q utilizou as cinéticas de
adsor¢ao que sao, usualmente, descritas pelos modelos de pseudo-primeira ordem
(LAGERGREN, 1898), de pseudo-segunda ordem (HO; WASE; FORSTER, 1996) e de
difusdo intraparticula (WEBER; MORRIS, 1963) para a maioria dos sistemas adsorvente-
adsorbato.

Os parametros cinéticos do processo de adsor¢do foram obtidos pelas regressdes
lineares dos modelos cinéticos e os valores determinados sdo mostrados na Tabela 4 e na

Tabela 5 para comparagao.



Tabela 4 - Pardmetros cinéticos obtidos para adsor¢@o em particulas de alginato.

Alginato

Pseudo-primeira ordem

0,62 mg/LL. 125mg/LL. 2,50 mg/L. 5,00 mg/L. 10,00 mg/L

qe exp. (mg/g) 0,003 0,005 0,006 0,013 0,025
ge calc. (mg/g) 0,005 0,008 0,009 0,020 0,041
ki . 105 (min™) 39,079 4,342 8,684 8,684 4,342
R2 0,846 0,756 0,475 0,349 0,220
Pseudo-segunda ordem

g exp. (mg/g) 0,003 0,005 0,006 0,013 0,025
g. calc. (mg/g) 0,004 0,005 0,007 0,017 0,027
k2 15,317 5,344 2,013 0,386 0,738
(g.mgl.min")

R2 0,919 0,984 0,953 0,825 0,980
Difusao intraparticula

kp . 107 20,000 8,000 10,000 6,000 9,000
(mg.g'.min"!'%)

C (mg/g) 3,001 1,803 1,983 2,012 2,429
R2 0,851 0,830 0,830 0,642 0,757

Fonte: Autora, 2019.
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Tabela 5 - Pardmetros cinéticos obtidos para adsor¢@o em particulas de alginato-quitosana.

Alginato-Quitosana

Pseudo-primeira ordem

0,62 mg/LL 1,25 mg/L. 2,50 mg/L 5,00 mg/L. 10,00 mg/L

g exp. (mg/g) 0,002 0,003 0,009 0,018 0,029
ge calc. (mg/g) 0,004 0,005 0,017 0,032 0,052
ki . 10°° (min™) 3,908 4,342 3,039 4,342 2,171
R2 0,368 0,261 0,239 0,333 0,344
Pseudo-segunda ordem

ge exp. (mg/g) 0,002 0,003 0,009 0,018 0,029
ge calc. (mg/g) 0,002 0,003 0,009 0,019 0,029
k2 25,643 16,313 14,017 4,203 2,347
(g.mgl.min")

R2 0,997 0,994 0,999 0,999 1,000
Difusao intraparticula

kp . 107 2,000 2,000 2,000 4,000 5,000
(mg.g'.min"!'%)

C 1,312 2,003 1,409 2,517 2,027
R2 0,967 0,617 0,830 0,979 0,715

Fonte: Autora, 2019.

A avaliagdo quantitativa dos modelos foi realizada pela comparagdo dos coeficientes
de correlagio (R?). Tanto para as particulas de alginato quanto para as de alginato-quitosana
os valores de R? foram maiores para o mecanismo de pseudo-segunda ordem, indicando que o
processo de adsorcao se ajusta melhor a esse modelo. Portanto, a taxa de adsor¢do depende da
quantidade de curcumina adsorvida na superficie do biopolimero e da quantidade adsorvida
no estado de equilibrio. Isso também se confirmou pela proximidade obtida entre os valores
de g. determinados experimentalmente (g. exp.) com os valores de ge calculados (g. calc.)
pelos modelos cinéticos.

O valor de C diferente de zero para todas as concentragdes estudadas indicou que a
extrapola¢do da reta ndo passou proxima a origem (C # 0) e, portanto, o mecanismo de
difusdo intraparticula nao foi a etapa determinante da velocidade, sugerindo a formacao de

uma pelicula, onde a difusao externa ¢ o mecanismo controlador do processo de adsorgao.
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Outros estudos similares também obtiveram valores para a constante relacionada a
resisténcia a difusdo diferente de zero e indicaram que o mecanismo controlador do processo
de adsorcao foi a difusao externa (BERTOLINI; FUNGARO, 2011; SILVA et al., 2018)

O efeito da concentracdo na adsor¢do de curcumina em A e A-Q foi investigado e
pode ser visto na Figura 16 (a) e (b), respectivamente. Para todas as concentragdes avaliadas,
a maxima adsor¢ao ocorreu apos 12 h do inicio do contato com a solugdo de curcumina,

ocorrendo uma queda no valor ap6s 24 h.

Figura 16 - Influéncia da concentrag@o inicial na eficiéncia da adsor¢do em particulas de alginato (a) e alginato-

quitosana (b), para as diferentes concentracdes. A 0,62 mg/L; o 1,25 mg/L; A 2,50 mg/L; m 5 mg/L; e 10

mg/L.
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Fonte: Autora, 2019.

Para as particulas de alginato, a concentra¢dao de 0,62 mg/L teve a maior eficiéncia
na adsorc¢ao de curcumina (46,70 %) e a concentragdo de 10,0 mg/L apresentou eficiéncia de

26,42 %, sendo a menor observada. As particulas de alginato-quitosana apresentaram a maior
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eficiéncia (91,53 %) na concentragdo de 2,50 mg/L e a menor de 57,22 % para a concentragdo
de 1,25 mg/L. De acordo com Anitha ef al. (2011), a interagdo entre os grupos cetona da
curcumina € os grupos amina protonados da quitosana, provavelmente, ocasionaram o
carreamento da substancia ativa no polimero.

Apesar de as eficiéncias obtidas para as particulas de alginato-quitosana terem sido
relativamente altas como observado, existe uma concentragdo a partir da qual a adsor¢ao
deixa de ser eficiente, sendo assim a concentragdo utilizada para a formulacao das particulas
ndo poderia ser aumentada, por consequéncia, seriam necessarias muitas particulas para se
atingir uma dose terapéutica de 180 mg de curcumina, para um individuo de 60 kg, conforme

o recomendado pela OMS. Por esse motivo ndo se seguiu com a adsor¢ao.

44  SINTESE E EFICIENCIA DA ENCAPSULACAO DAS PARTICULAS
POLIMERICAS CONTENDO CURCUMINA

As particulas A-C, Q-C, A-Q-C foram obtidas seguindo a metodologia descrita nos
itens 3.2.6, 3.2.7 e 3.2.8, respectivamente. Assim, foram obtidas particulas para cada
concentracdo inicial de curcumina com cada biopolimero, totalizando 6 amostras,
identificadas como A-C-10 e A-C-100, Q-C-10 e Q-C-100, A-Q-10 e A-Q-C-100 (Figura 17).
Os didmetros das particulas obtidas foram determinados por meio do programa Imagel e

podem ser observados na Tabela 6.
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Figura 17 - Captura digital das particulas de alginato-curcumina, quitosana-curcumina e alginato-quitosana-

curcumina.

A-C-100

Q-C-100

Fonte: Autora, 2019.

Tabela 6 - Diametros obtidos das particulas contendo curcumina.

Didmetro da agulha: 1,2 mm

Diametro das particulas +

Amostras Desvio padrao (mm)
10 mg/mL 100 mg/mL
A-C 4,86 = 0,64 4,02+0,21
Q-C 4,48 £0,32 4,60 + 0,86
A-Q-C 4,37+0,83 4,39 +0,89

Fonte: Autora, 2019.
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A eficiéncia de encapsulagdo da curcumina nas particulas de A-C, Q-C e A-Q-C foi
calculada com base na relagdo entre a concentragao de curcumina presente na amostra ¢ a
concentragdo total de curcumina adicionada na solugdo inicial, conforme a Equacao 6 (item

3.2.10) e esta apresentada na Tabela 7.

Tabela 7 - Eficiéncia da encapsulagdo da curcumina nos diferentes polimeros e concentragdes.

Eficiéncia da encapsulacao

Amostras + Desvio padrao (%)
10 mg/mL 100 mg/mL
A-C 84,17 + 0,35 85,07+ 0,25
Q-C 86,40 = 0,60 86,83 + 0,65
A-Q-C 81,10+ 0,36 83,20 + 0,43

Fonte: Autora, 2019.

Observa-se que para todas as formulagdes, os valores de eficiéncia da encapsulacao
podem ser considerados satisfatorios, ficando entre 83 e 87% e que conforme a concentragado
de curcumina nas amostras aumentou, houve um aumento na eficiéncia da encapsulagdo do
composto.

Outros estudos demonstraram resultados similares aos obtidos. Yallapu; Jaggi e
Chauhan (2010) encapsularam curcumina em poli(acido latico-co-acido glicolico) pela técnica
de nanoprecipitagdo, empregando estabilizantes como poli(vinil &lcool) e poli(L-lisina) e
obtiveram resultados de eficiéncia de encapsulacao entre 49,6 + 4,5% e 89,5 + 3,2%.

Anitha et al. (2011) produziram curcumina encapsulada em orto-
carboximetilquitosana, obtendo particulas de estruturas esféricas com eficiéncia de
encapsulacdo de 87% e conduziram estudos de atividade das particulas que demonstraram o
seu efeito toxico para determinadas células cancerigenas e ndo toxico para células normais.

Alvim (2005) e Rocha (2009) também encontraram valores elevados de eficiéncia de
encapsulacdo, para condigdes de processamento semelhantes aos dessa pesquisa, em sistemas
de coacervagao complexa de licopeno e de oleoresina de paprica,

Ja Dandekar et al. (2010) obtiveram valores de eficiéncia de encapsulagdo de 72%
para particulas de curcumina encapsulada em hidrogel de hidroxipropil metil celulose e
poli(vinilpirrolidona) pela técnica de miniemulsificagdo/evaporacao do solvente, indicando

uma menor afinidade entre a curcumina e os encapsulantes utilizados.
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4.5 CINETICA DE LIBERACAO

O estudo de liberagdo controlada in vitro da curcumina encapsulada nas particulas de
alginato, quitosana e alginato-quitosana foi conduzido em solucdo fosfato sodio em pH 8,0 e
em solucdo de cloreto de potassio e acido cloridrico em pH 2,0 para simular o ambiente
gastrointestinal. Na Figura 18 (a), (b) e (c) sdo mostradas as porcentagens de liberagdo de
curcumina a partir das particulas de A-C, Q-C e A-Q-C, respectivamente, em diferentes pH e

concentracgdes a 37 °C, monitoradas por 4 dias para verificar se ndo houve mais liberacao.
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Figura 18 - Efeito do pH e concentracdo na liberagdo de curcumina das particulas de alginato-curcumina (a),
quitosana-curcumina (b) e alginato-quitosana-curcumina (c). A pH 2.0 — 10 mg/mL; o pH 2.0 — 100 mg/mL; &
pH 8.0 — 10 mg/mL; m pH 8.0 — 100 mg/mL.
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Fonte: Autora, 2019.

Na Figura 18 (a), ¢ possivel observar que para ambas as concentracdes em pH 2,0
nao foi observada liberacdo de curcumina das particulas de alginato, ficando em torno de 1%
a porcentagem de liberacdo. Ja em pH 8,0, foi observada uma liberacao lenta de 39 % para 10

mg/mL e 68 % para 100 mg/mL. O tempo méximo de liberagao foi de 4 e 24 h.
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Machado (2016) obteve resultados semelhantes, quando em pH 2,1 obteve uma
liberacao dificultada e ao simular o pH basico (7,2) verificou uma liberacao gradual do ativo,
onde as particulas intumesceram e foram se desintegrando, permitindo assim, a liberacdo do
ativo a medida em que ocorresse a desintegracdo. Ao simular o pH 2,0, o alginato est4 sob a
sua forma neutra e as particulas estdo mais desidratadas e a liberacdo nessa situacdo ¢
dificultada. Em pH 8,0, o alginato estd carregado e as particulas conseguem absorver mais
agua, aumentando a liberacdo da curcumina (MACHADO, 2016).

A partir dos resultados apresentados na Figura 18 (b), foi observado que a liberagado
das particulas de Q-C, nas diferentes condi¢des avaliadas, foi eficiente apenas em pH 2,0 e
concentragdo de 100 mg/mL quando comparada as liberagdes obtidas nas demais condigdes,
atingindo 46,83 % em liberagdo de 36 h. Ainda na Figura 18 (c), foi observada uma liberagao
mais lenta quando em pH 8,0 atingindo a maxima liberagdo em 36 h para as duas
concentragdes avaliadas, sendo de 31% para a menor concentragdo e de 60% para a maior.
Por outro lado, em pH 2,0, em ambas as concentragdes, foi observada uma liberacao
ineficiente, proxima de zero. De acordo com estudos na literatura, em baixos valores de pH, o
complexo alginato-quitosana tende a reduzir a porosidade das particulas diminuindo a difusao
da curcumina encapsulada (GEORGE; ABRAHAM, 2006).

George e Abraham (2006), repostaram que os grupos amino presentes na cadeia
polimérica da quitosana atuam como polieletrolitos catidnicos em pH < 6,5, isso justifica a
maior liberacdo em pH 2,0, o biopolimero pode se dissolver mais facilmente em solugdes
acidas. Por outro lado, em pH 8,0, os grupamentos amino se tornam deprotonados e o
polimero perde suas cargas, tornando-se insoluvel (DASH et al., 2011).

Deladino et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes encapsulando extratos
liofilizados de erva mate, ricos em compostos fenolicos, nas matrizes de alginato sem e com
revestimento de quitosana. Foi observado que as microcdpsulas de alginato sem o
revestimento apresentaram maior percentual de liberagdo destes compostos.

Na Figura 18 (a) e (c) em pH 8,0 para a concentragdo de 100 mg/mL de curcumina
percebe-se que a presenca da quitosana prolongou o tempo para liberar metade da maxima
liberacdo alcangada (34 %) em, aproximadamente 2 h para as particulas de alginato e 30 %
em 4 h para as de alginato-quitosana, sendo que resultados similares de prolongamento foram

obtidos para 10 mg/mL de curcumina. Isso acontece devido ao aumento da resisténcia
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mecanica das particulas de A-Q por causa da forte interacdo eletrostatica entre os dois
polimeros, que promove uma reducdo na liberagdo do material encapsulado quando
comparadas as particulas de alginato ndo recobertas por quitosana (LI; MCCLEMENTS,
2001; WITTAYA-AREEKUL; KRUENATE; PRAHSARN, 2006; TAKKA; GUREL, 2010;
VOO et al., 2011).

A partir da linearizagdo da Equacdo 7, obtiveram-se dois importantes parametros
cinéticos da liberagdo da curcumina a partir das particulas estudadas, o coeficiente linear, que
fornece a constante de velocidade de liberacdo (k) e o coeficiente angular, que fornece o
expoente n, indicando o mecanismo de liberagdo. Os resultados da lineariza¢ao das curvas de

liberagdo e os dados cinéticos estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados da linearizagdo e dados cinéticos da liberagdo da curcumina em diferentes pH e

concentragdo de 10 ¢ 100 mg/mL a 37 °C.

10 mg/mL
pH 2,0 pH 8,0
Amostras
k k
n R? n R?
(mg.L1.h1) (mg.L1.h1)
A-C 0,32 0,88 0,970 1,21 0,91 0,991
Q-C 0,76 1,34 0,966 0,22 1,49 0,984
A-Q-C 0,87 0,98 0,970 0,20 1,22 0,942
100 mg/mL
pH 2,0 pH 8,0
Amostras
k k
n R? n R?
(mg.L1.h) (mg.L1.h1)
A-C 0,23 1,33 0,969 0,26 1,14 0,989
Q-C 0,05 0,97 0,985 0,07 0,87 0,973
A-Q-C 1,50 1,21 0,972 0,18 1,24 0,966

Fonte: Autora, 2019.

Os dados de liberagdo apresentados nas tabelas acima mostram que o expoente de
liberagdo n foi maior que 0,85 em todas as amostras, independente da concentragdo e do pH
empregado, o que caracterizou o mecanismo de liberacdo da curcumina pelo super Caso Il de
transporte. Nesse mecanismo, primeiro a cadeia polimérica se arranja, ocorre o

intumescimento e a relaxacdo da matriz, para, posteriormente, permitir a difusdo. A
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velocidade de difusdo aumenta com o aumento na velocidade de intumescimento/relaxagao da
cadeia polimérica, entdo a mobilidade da cadeia ¢ decisiva para a cinética de transferéncia do
material ativo (SIEPMANN; PEPPAS, 2001; LLABOT; MANZO; ALLEMANDI, 2004).

As diferentes concentragdes foram avaliadas para verificar a influéncia no ntimero de
particulas necessarias para a liberacdo de uma dose didria 180 mg para uma pessoa de 60 kg e

os resultados podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9 - Efeito da concentragdo no nimero de particulas para liberagdo de 180 mg de curcumina.

10 mg/mL 100 mg/mL
pH
Amostras 20 8,0 2,0 8,0 2,0 8,0 2,0 8,0
Numero de Massa de Numero de Massa de

particulas particulas (g) particulas particulas (g)
A-C 36.400 877 455 11 2870 49 37 0,62

Q-C 10.174  21.084 242 502 36 854 0,88 21
A-Q-C 17495 959 261 14 2694 48 41 0,72

Fonte: Autora, 2019.

Analisando os dados obtidos, percebe-se que com o aumento da concentragdo hd uma
redu¢do no numero de particulas necessarias para que se tenha a liberacdo de 180 mg de
curcumina. Como ja visto, o pH 8,0 mostrou-se mais eficiente para as particulas de A-C e A-
Q-C, ja para as de Q-C, houve maior liberacio do composto em pH 2,0, devido a
insolubilidade da quitosana em pH alto e do alginato em pH baixo. Com o aumento da
concentragcdo de curcumina adicionada inicialmente nas particulas, observou-se uma redugao
significativa no niimero de particulas necessarias para se conseguir a liberagdo de curcumina
desejada para ambos os pH. Os testes foram realizados in vitro, agora seria necessario avaliar
in vivo para se obter informagdes mais precisas.

A presenga da quitosana no complexo alginato-quitosana reduziu a liberagdo e
aumentou o nimero de particulas necessarias para atingir a dose de 180 mg, porque o alginato
complexa com a quitosana ficando menos grupos funcionais dos polissacarideos disponiveis
para interagir com as moléculas da solucao tampdo, ocasionando uma taxa de intumescimento

menor e, consequentemente, uma menor liberacdo (FERREIRA et al., 2015).



72

Deve-se ressaltar que ndo existem estudos prévios relatados na literatura que tenham
feito a comparagao entre os trés tipos de particulas esféricas, alginato, quitosana e alginato-
quitosana, mas de acordo com o que foi exposto ao longo do trabalho pode-se concluir que
ndo se observou uma grande vantagem ao utilizar o complexo alginato-quitosana, visto que a
liberagdo diminuiu, pois a quitosana bloqueou os poros existentes no alginato (BHATTARALI,
DHANDAPANI; SHRESTHA, 2011).

Em relacdo ao tempo de liberagdo, também ndo se observou grande vantagem,
porque somente com o alginato ja se obteve um tempo prolongado (12 a 24 h dependendo da
concentragdo de curcumina), devido a reducdo na liberagdo do material encapsulado, por
causa da forte interacdo eletrostatica entre o alginato e a quitosana (LI; MCCLEMENTS,
2001; WITTAYA-AREEKUL; KRUENATE; PRAHSARN, 2006; TAKKA; GUREL, 2010;
VOO et al., 2011).

4.6 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS
O MEYV foi realizado para andlise morfoldgica da superficie das particulas secas e os

resultados podem ser vistos na Figura 19, que mostra as imagens obtidas das particulas de A,

A-C, Q, Q-C, A-Q e A-Q-C.
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Figura 19 - Imagem de MEV das particulas de alginato (a), alginato-curcumina (b), quitosana (c), quitosana-

curcumina (d), alginato-quitosana (e) e alginato-quitosana-curcumina (f).

Zmm TG0 Zmm 100 pm

Fonte: Autora, 2019.

Pode-se observar que a morfologia das particulas obtidas, no geral, apresentou forma
esférica, que pode ser atribuida a alta taxa de reticulagcdo ocorrida durante o processo de
gelificagdo/coacervagdo dos biopolimeros (RIBEIRO et al., 2005).

As micrografias com maior magnificagdo das particulas revelaram que a superficie
das particulas de A, A-C, Q e Q-C sdo altamente porosas quando comparadas as de A-Q e A-
Q-C, que apresentam uma superficie mais homogénea e menos rugosa devido a presenca da
quitosana, confirmando que a adi¢do desta proporcionou um revestimento sobre o alginato,
diminuindo os poros caracteristicos da estrutura do alginato (BHATTARAI; DHANDAPANI;
SHRESTHA, 2011; FINOTELLI et al., 2010).

As fissuras presentes nas particulas podem ter se formado devido ao enrijecimento
imediato das cadeias dos polimeros, ndo fornecendo tempo suficiente para que elas se
acomodassem. Assim, as cavidades que se formaram podem servir como facilitadoras do
escoamento rapido da curcumina (efeito “burst”) para o ambiente externo (XIN et al., 2018).

Os espectros de FTIR das particulas em branco de A, Q, e A-Q e das particulas

carregadas com curcumina (A-C, Q-C e A-Q-C) sdo mostrados na Figura 20.
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Figura 20 - FTIR das particulas de alginato (a), alginato-curcumina (b), quitosana (c), quitosana-curcumina (d),

alginato-quitosana (e), alginato-quitosana-curcumina (f) e curcumina (g).
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Fonte: Autora, 2019.

O espectro de alginato de sodio, Figura 20 (a), inclui multiplos picos caracteristicos
de hidratos de carbono. O pico largo a 3440 cm™' corresponde ao estiramento de grupos
hidroxila (OH), os picos agudos a 1608 e 1420 cm™ sdo atribuidos a vibragdes de
alongamento simétricas de carboxila (COO) e, simultaneamente, existem multiplos picos de
vibragio atribuidos aos polissacarideos a 1350-900 cm™ (ZHAO et al., 2015).

O FTIR da quitosana (Figura 20 c¢) mostra uma banda larga em 3421 cm™! referente
aos grupos amina, um pico de ligagdo amida a 1617 cm™!, um pico perto 1405 cm™! pertence
ao alongamento de amida e o pico observado a 1095 cm™ corresponde a um grupo hidroxila
secundario (DAS; KASOJU; BORA, 2010).

As bandas das particulas de alginato contendo curcumina (Figura 20 b) mudaram de
1608, 1420 e 1028 cm™! para 1600, 1410 e 1024 cm™. Nas particulas de Q-C (Figura 20 d), as
bandas 1617, 1405 ¢ 1095 cm™ mudaram para 1611, 1384 e 1077 cm’!, respectivamente. A
mesma tendéncia foi observada para o complexo alginato-quitosana (Figura 20 e; Figura 20
f), os picos de alginato (1608 e 1420 cm™) e a quitosana (1617 e 1405 cm™') foram alterados
para 1620 e 1410 cm™. O pico ao redor 1600 cm™ ¢ atribuido ao grupo carboxila do alginato

que se sobrepde com o grupo amino da quitosana (BHATTARAI; DHANDAPANI;
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SHRESTHA, 2011; SURYANI et al., 2016). Nesse espectro houve um grande pico na faixa
de 3000-3700 cm!, mostrando a adi¢do do grupo OH apds a formagdo do complexo alginato-
quitosana. Essas mudancas evidenciam que houve interacdo entre biopolimeros e entre
biopolimeros e curcumina (FURQANMAULVI et al., 2009; LIU et al., 2019; SURYANI et
al., 2016).

Na Figura 20 (g) pode-se observar o espectro da curcumina, que apresenta banda de
absor¢dio em 3451 cm! referente ao grupo OH fenélico. Em 1620 cm™ a banda corresponde
ao estiramento do grupo funcional C=0 da cetona conjugada e em 1562 e 1420 cm™ ao
estiramento de C=C de anel aromatico e alifatico. A banda em 1380 cm™ refere-se ao
estiramento dos grupos CHj presentes na estrutura do composto e, em 1070 cm’!, estiramento
de C-O-C, de éter (PAN et al., 2006).

Os espectros de FTIR das particulas contendo curcumina sao parecidos com os das
particulas sem a substancia ativa, isso pode ocorrer devido ao aprisionamento profundo dentro
da matriz levando ao desaparecimento dos picos caracteristicos da curcumina

(FURQANMAULVI et al., 2009).

4.7 ESTABILIDADE NO ARMAZENAMENTO

Em periodos de armazenamento prolongados pode ocorrer a aglomeracdo das
particulas e, consequentemente, a sedimentacdo tornando a aplicabilidade das particulas
limitada, devido aos problemas de baixa estabilidade (SCHAFFAZICK; GUTERES, 2003;
KULKAMP et al., 2009; KUMARI;, YADAV; YADAYV, 2010).

Sabendo-se disso, foram realizados testes de estabilidade no armazenamento das
diferentes particulas obtidas a fim de avaliar o comportamento das amostras sob diferentes
condig¢des de temperatura em fungdo do tempo.

Foi avaliada a estabilidade das particulas de A-C, Q-C e A-Q-C com diferentes
concentragdes iniciais de curcumina acondicionadas em duas diferentes temperaturas: 4 e 25
°C por meio do monitoramento da absorbancia em espectrofotdometro UV-VIS durante o

periodo de 120 dias. Os dados obtidos no estudo estdo representados na Figura 21 (a), (b) e
().
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Figura 21 - Efeito da temperatura e concentracdo de curcumina na estabilidade das particulas de alginato-

curcumina (a), quitosana-curcumina (b) e alginato-quitosana-curcumina (c). A 25 °C — 10 mg/mL; o 25 °C —

100 mg/mL; & 4 °C — 10 mg/mL; m 4 °C — 100 mg/mL.

Fonte: Autora, 2019.
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Com base nos resultados obtidos, as particulas, de maneira geral, apresentaram

estabilidade, com baixas porcentagens de perda de massa observadas ao longo do tempo (<

1%) para todas as formulagdes, independente do biopolimero ou concentracdo de curcumina

utilizada.
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Ao longo do estudo da estabilidade, foram observadas algumas variagdes nas
caracteristicas das particulas de quitosana. A partir do quadragésimo quinto e sexagésimo dia,
nas temperaturas de armazenamento de 25 e 4 °C, respectivamente, elas comecaram a se
desintegrar no meio em que estavam contidas, fato ndo observado nas particulas de A-C e A-
Q-C.

O tempo do armazenamento das particulas contendo curcumina durante os 120 dias,
mostrou boa vida util, tanto em temperatura ambiente quanto sob refrigeracao, principalmente
para as particulas de alginato e alginato-quitosana que apresentaram uma pequena perda e
continuaram integras até o final da andlise. J4 para as particulas de Q-C, foi preferivel o
armazenamento a 4 °C para que se obtivesse um aumento de 15 dias no tempo de vida util.

O pH de 5,7 influenciou o resultado obtido e essa influéncia pode ser observada no
fato de as particulas esféricas de quitosana terem se desintegrado, ou seja, tornaram-se
soliveis no meio em que estavam armazenadas. Isso ocorreu porque a quitosana € soltivel em
pH < 6,5 por causa dos grupos catidnicos ionizaveis existentes ao longo da cadeia (DASH et
al., 2011; SINHA et al., 2004). As particulas de alginato e alginato-quitosana mantiveram
integras, pois alginato de sddio ¢ quimicamente estavel em condi¢cdes de pH entre 5 e 10 e
soluvel em condig¢des alcalinas (WANG; HE, 2002).

Muller (2011) estudou a encapsulacdo de oleo essencial de laranja em diferentes
matrizes poliméricas e avaliou a estabilidade das microparticulas de alginato de sodio por 5
meses a 30 °C e observou que o teor de 6leo essencial retido foi mantido durante o tempo de
armazenamento.

Faria (2013) avaliou a estabilidade de esferas de alginato com centro liquido e
concluiu que as elas ndo sofreram grandes alteragdes em termos de peso, resisténcia
mecanica, esfericidade e estrutura ao longo do tempo de estudo de 55 dias. Outro estudo
verificou que as esferas de alginato como agente encapsulante de 6leo de croton mostrou-se
efetiva para a protecdo do principio ativo por até cerca de 70 dias (PAULA et al., 2010).

Paiva (2015) avaliou a estabilidade de nanoparticulas de quitosana contendo sulfato
de condroitina ao longo de 90 dias a 4 e 25 °C. Ao longo dos testes de estabilidade, observou
variacoes nas caracteristicas das nanoparticulas, mas ndo conseguiu afirmar que as
temperaturas tiveram influéncia direta nas variagdes, pois foram pouco significativas e com

base nos dados obtidos, verificou que as nanoparticulas se apresentaram estaveis durante o
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periodo de armazenamento. Maciel (2017) obteve particulas estaveis de quitosana contendo
curcumina durante 30 dias de armazenamento.

Barboza (2013) estudou a estabilidade de microparticulas de alginato/quitosana
contendo clorexidina e concluiu que elas se mantiveram estaveis ao longo do tempo, apesar de
terem apresentado pequenas variagdes no intervalo de trés a sete meses em que foram
acompanhadas.

Bakowska-Barczak e Kolodziejczyk (2011) e Sansone ef al. (2011) estudaram a
atividade antioxidante de compostos bioativos microencapsulados. O primeiro estudo avaliou
a estabilidade da atividade antioxidante de microparticulas contendo compostos bioativos de
bagas de groselha preta (Ribes nigrum L.) e os resultados indicaram que o armazenamento de
groselha preta ndo afetou negativamente a capacidade antioxidante, os polifendis ficaram
estaveis durante os 9 meses de armazenamento.

O segundo estudo analisou a estabilidade das propriedades antioxidantes de
microparticulas de naringenina e quercetina e concluiram que a microencapsulagdo desses
compostos proporcionou uma estabilidade de armazenamento duradoura e que preservaram as
propriedades antioxidantes. Em relagdo ao teor de farmaco, ndo houve diminui¢ao
significativa da concentracdo (< 1%) e os resultados indicaram que ndao houve perda

detectavel de atividade antioxidante durante 12 meses.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os objetivos propostos € a partir dos resultados obtidos nesse

trabalho, pode-se concluir que:

- Os diametros obtidos para as particulas sem curcumina variaram de 2,9 a 4,0 mm para o
alginato, 3,4 a 4,3 mm para a quitosana ¢ 2,9 a 4,3 mm para o complexo alginato-quitosana,

conforme o didmetro de agulha utilizado;

- Houve um aumento na adsor¢do da curcumina com a diminui¢do do tamanho da particula e
com o aumento da massa de particulas, atingindo maxima adsor¢do no didmetro de particula
de 2,92 ¢ 2,94 mm e 900 mg de particulas para o alginato e para o complexo alginato-

quitosana, respectivamente;

- Nao foi possivel avaliar a adsor¢do nas particulas de quitosana independente do meio em
que foram preparadas, pois se degradaram rapidamente quando colocadas em contato com a

solugdo de curcumina;

- A adsorc¢do nas particulas de alginato e alginato-quitosana se ajustou melhor ao modelo

cinético de pseudo-segunda ordem;

- Apesar de a eficiéncia de adsor¢do ter sido alta para as particulas de alginato-quitosana,
houve uma concentragdo a partir da qual o processo deixou de ser eficiente e sendo
necessarias muitas particulas para atingir a liberagdo de 180 mg de curcumina conforme dose

recomendada pela OMS para uma pessoa com 60 kg (AMALRAI et al., 2017);

- Os diametros obtidos para as particulas contendo curcumina foram, em média, de 4,0 a 4,9
mm para o alginato, 4,5 a 4,6 mm para quitosana e 4,4 mm para o complexo alginato-

quitosana;



80

- A liberagao pelas particulas de alginato-curcumina foi mais eficiente para a concentracdo de
100 mg/mL de curcumina (68%) em pH 8,0, sendo necessarias, aproximadamente, 49

particulas, equivalente a massa de 620 mg, para se obter a dose de 180 mg;

- A liberagdo de curcumina pelas particulas de quitosana-curcumina foi mais eficiente (47%),
em pH 2,0 para a maior concentragao de curcumina sendo necessarias, aproximadamente, 36

particulas, equivalente a massa de 880 mg, para se obter a dose de 180 mg de curcumina,;

- Para as particulas de alginato-quitosana-curcumina, a liberacdo foi mais eficiente (60%)
também para a maior concentragdo de curcumina ¢ em pH 8,0, necessitando,
aproximadamente, de 48 particulas, correspondente a massa de 720 mg, para se conseguir a

dose diaria de 180 mg;

- Todas as amostras, independente da concentracdo e do pH utilizado, apresentaram

mecanismo de liberagdo da curcumina pelo Super Caso II de transporte;

- O aumento da concentragdo inicial de curcumina nas particulas promoveu uma redugao no

numero de particulas para alcangar a liberagdo de uma dose didria de 180 mg de curcumina;

- Para todas as formulacdes, os valores de eficiéncia da encapsulagdo foram considerados

satisfatorios, ficando entre 83 e 87%:;

- As particulas apresentaram de maneira geral, alta estabilidade com baixas porcentagens de
perdas observadas ao longo do tempo independente do biopolimero ou concentragdo de

curcumina utilizados.
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