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RESUMO — A curcumina ¢ um polifenol natural com importantes efeitos
bioldgicos comprovados, atuando como um potente antioxidante, inibindo a
formacdo de células cancerigenas, além de possuir efeito antiinflamatorio. O
emprego da curcumina como corante em escala industrial ¢ limitado devido a sua
baixa solubilidade em agua, sensibilidade ao tratamento térmico, luz, presenga de
ions metalicos, enzimas, acido ascorbico, entre outros. Deste modo, a técnica de
encapsulacdo vem sendo ressaltada na literatura como um método eficaz para
melhorar sua aplicabilidade tecnoldgica. Neste trabalho, curcumina foi
encapsulada em microparticulas de policaprolactona (PCL) recobertas com
gelatina  reticulada  por  transglutaminase através da  técnica de
emulsificagdo/evaporacdo do solvente. As microparticulas apresentaram formato
esférico e eficiéncia de encapsulacdo de (81 £+ 13)%. Além disso, foram avaliados
os perfis de liberagdo da curcumina das microparticulas de PCL sem recobrimento
e em microparticulas de PCL recobertas com gelatina reticulada com 1,96 e 5,9%
de transglutaminase (em relacdo a massa de gelatina). O recobrimento retardou a
liberag@o da curcumina do interior das microparticulas.

1. INTRODUCAO

A curcumina apresenta inimeras propriedades bioldgicas de interesse, com comprovada
atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral e antimicrobiana. Apesar do grande
interesse no uso da curcumina, sua aplica¢ao industrial ainda ¢ limitada devido a sua baixa
solubilidade em 4agua, e instabilidade frente a variagdes de pH, temperatura e agentes
oxidantes. Para viabilizar sua aplicagdo tecnologica, diferentes técnicas de micro e
nanoencapsulacdo tem sido desenvolvidas (PARAMERA et al., 2011; SILVA-BUZANELLO
et al., 2015). Em especial, a emulsificacdo-evaporacdo do solvente possui a vantagem de
baixo consumo energético e possibilidade de uso de encapsulantes biocompativeis e/ou
biodegradaveis como os biopolimeros (YALLAPU et al., 2010). E importante nesse caso

avaliar a forma como a curcumina encapsulada ¢ liberada do interior das microparticulas
(MASSIMINO e YOSHIOKA; 2014).

O objetivo deste trabalho foi encapsular curcumina em microparticulas de
policaprolactona (PCL) recobertas com gelatina reticulada com transglutaminase. Foi avaliada
a liberacdao da curcumina a fim de determinar o efeito do recobrimento nas taxas de liberagao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Elaboracio das microparticulas recobertas com gelatina reticulada
contendo curcumina

As microparticulas contendo curcumina foram elaboradas através da técnica de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente conforme descrito por Chen, Bei e Wang (2000). A

Tabela 1 apresenta a formulacao utilizada.

Tabela 1 - Formulagdo das microparticulas de curcumina.

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

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

Para o recobrimento das microparticulas, utilizou-se o principio da técnica de
coacervagao complexa (Kissel ef al., 2006). A Tabela 2 apresenta a formulacao utilizada para
o recobrimento das microparticulas de curcumina.

Tabela 2 - Formulagao do recobrimento das microparticulas de curcumina.

Reagentes Massa (g)
Goma arabica 0,7500
Agua destilada 30,0000
Transglutaminase 0,0140 ou 0,0420

2.2. Caracterizaciao das microparticulas

O tamanho e morfologia das microparticulas foram analisadas em microscopio Optico
com camera acoplada ao computador. Para a determinac¢do da concentracdo real de curcumina
nas microparticulas, uma amostra homogénea de aproximadamente 0,5 g da solucao de
microparticulas foi liofilizada e armazenada sob refrigeracao, sendo entdo dissolvida em 1mL
de diclorometano e adicionado 1 mL de metanol. A solugdo foi filtrada (Millipore, 0,45 pm).
A concentragdo total de curcumina (encapsulada e ndo encapsulada, [cur]y,;) foi determinada
por espectrofotometria em 465 nm de acordo com Silva-Buzanello et al. (2015). As analises
foram realizadas em duplicata. Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo da
curcumina, as microparticulas foram lavadas com etanol absoluto em filtro quantitativo
(porosidade de 3 um) e secas em estufa de circulagdo forcada a 60°C até massa constante.
Dissolveu-se aproximadamente 10 mg do material seco em 1 mL de diclorometano e
adicionou-se 1 mL de metanol. A concentragdo de curcumina encapsulada ([cur]encapsulada) 01
determinada como descrito acima. Esta analise foi realizada em duplicata e a eficiéncia de
encapsulacao (EE(%)) foi calculada pela Equagao 1.
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Para a caracteriza¢do das ligagdes quimicas formadas apods a reticulagdo da gelatina
foram realizados ensaios de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) em pastilhas de KBr (IR AFFINITY-1, Shimadzu).

2.3. Avaliacao da liberacao modificada de curcumina

16 g da dispersdo de microparticulas foram transferidas para um Erlenmeyer de
250 mL, que foi acondicionado em banho térmico com agitador orbital a 37°C. Em seguida,
adicionou-se ao Erlenmeyer o meio de liberacdo (solugcdo aquosa de etanol 60% v/v). Em
tempos predeterminados, foram retiradas aliquotas de 2 mL da amostra. Cada retirada de
amostra foi seguida pela reposicdo da mesma quantidade do meio de liberagdo, a fim de
manter o volume total constante. As aliquotas de amostra foram imediatamente filtradas
(Millipore, 0,45um) e analisadas por espectrofotometria UV-Vis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencao das microparticulas e recobrimento

As microparticulas de PCL apresentaram morfologia esférica, o que ¢ esperado para a
técnica de emulsificacdo/evaporagdo do solvente. Na Figura 1, apesar de a gelatina estar
presente, esta ndo pode ser visualizada, pois a sua precipitagdo por coacervagao ocorre em um
estagio posterior. Apds a reticulagdo utilizando 1,96% de transglutaminase (Figura 2), ¢
possivel observar que a houve a inclusdao das microparticulas de PCL em seu interior. O
mesmo ndo ocorreu com 5,9% de transglutaminase (Figura 3), onde houve a formacao de
particulas de gelatina dispersas na fase aquosa, nao havendo incorporagdo das microparticulas
de PCL. Isso pode ter ocorrido devido a maior velocidade da reacdo com o aumento da
concentracdo de TG, desfavorecendo a formag¢ao da camada de gelatina sobre as
microparticulas de PCL.

Figura 2 - Microparticulas de ~ Figura 3 - Microparticulas

PCL contendo curcumina de PCL contendo curcumina
Figura 1 - Microparticulas de apds o recobrimento com apds o recobrimento com
PCL contendo curcumina gelatina reticulada (1,96% gelatina reticulada (5,9%

TG) (100x

TG) (100x

100x

3.2. Caracterizacao das microparticulas
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A partir do célculo da concentragdo real de curcumina presente na dispersao de
microparticulas, foi possivel determinar, com auxilio da Equac¢ao 1, a eficiéncia de
encapsulacdo, ou seja, a porcentagem de curcumina que foi incorporada nas microparticulas.
As microparticulas confeccionadas neste estudo apresentaram média de (81 = 13) % de
eficiéncia de encapsulagdo. Silva-Buzanello et al. (2015) produziram nanoparticulas de poli
(L—4cido lactico) variando a concentragdo de curcumina a ser encapsulada através da técnica
de miniemulsificagdo/evaporacdo de solvente, alcancando eficiéncia de encapsulagao de
67,0% a 98,3%, dependendo da quantidade de curcumina adicionada. Outros autores
procederam a encapsulacdo da curcumina onde se pode concluir que esta depende também do
encapsulante e da técnica utilizada (DANDEKAR et al., 2010; YALLAPU et al., 2010), o que
explica a diferenca entre os valores encontrados nesse trabalho e os disponiveis em literatura.

A Figura 4 apresenta os espectros de FTIR para as microparticulas de PCL sem e com
recobrimento de gelatina (1,96% TG).

Figura 4 - Espectro de FTIR das microparticulas de PCL contendo curcumina antes e ap6s o
recobrimento com gelatina reticulada por transglutaminase
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A banda de absor¢do localizada em 1550 cm’!, referente ao grupamento amida
monosubstituida, pode ser encontrada nas particulas antes e depois da reticulagdo, ja que faz
parte da estrutura da gelatina. Apds a reticulagdo, esta banda aumentou de intensidade devido
a formagdo das ligacdes de reticulacdo promovidas pela tranglutaminase. Dessa forma ¢
possivel confirmar que a transglutaminase promoveu a reticulagdo da gelatina. A gelatina
apresenta tanto residuos de grupamento glutamina e quanto de lisina (FUCHSBAUER et. al.,
1996; CARVALHO e GROSSO, 2006; CORTESI et. al., 1999). Dessa forma o produto da
reacdo de reticulagdo ¢ a formacdo de um grupamento amida monosubstituida bem como
amoOnia. A transglutaminase ¢ uma enzima capaz de catalisar reacdes de acil-transferéncia,
introduzindo ligagdes cruzadas covalentes entre proteinas, peptideos e aminas primarias
(ZHU et al., 1995).

3.3. Avaliac¢ao da liberacao modificada da curcumina

Na Figura 5, sdo exibidos os perfis de liberacdo da curcumina ao longo do tempo para
as microparticulas de PCL sem recobrimento e as microparticulas de PCL recobertas com
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gelatina reticulada com 1,96 ¢ 5,9% (em relacdo a massa de gelatina). O periodo inicial da
liberagdo ¢ destacado na Figura 6, apresentando as retas de ajustes lineares para cada
experimento.

Figura 5 - Perfis de liberacao da curcumina Figura 6 - Liberacdo inicial da curcumina
em microparticulas de PCL antes e depois do ~ em microparticulas de PCL antes e depois
recobrimento do recobrimento
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Para todos os casos, a liberagdo da curcumina ocorreu até aproximadamente 40 minutos,
a partir do qual os percentuais liberados permaneceram constantes. Para as particulas sem
recobrimento foi liberada cerca de 80% da curcumina total. No caso das particulas recobertas
contendo 1,96% de transglutaminase (TG), o percentual maximo liberado foi em torno de
55% da curcumina total. Nao foram perceptiveis variagdes significativas ao usar 5,9% de TG.
Esse resultado estd de acordo com as imagens apresentadas pela Figura 6, onde é possivel
observar que ndo ocorreu o recobrimento das particulas ao usar 5,9% de TG. Em um estudo
conduzido por Parize (2009), a liberagdo controlada de curcumina em microparticulas de
quitosana contendo reticulante i6nico tripolifostato de sddio (TPF) em solug¢do tampao pH 1,2
e 6,8 a 25°C foi analisada. Essa técnica melhorou o perfil de liberagdo da curcumina a partir
de microparticulas de quitosana, onde quanto maior a concentracdo de TPF, menor a
velocidade de liberagdo do corante. Alvim e Grosso (2010) produziram microparticulas por
coacervagao complexa reticuladas por glutaraldeido e transglutaminase, avaliando a libera¢ao
do recheio (oleoresina de paprica) em solugdo de alcool anidro. Neste caso, a reticulagdo por
glutaraldeido também foi eficiente para a retencdo do recheio das microparticulas.

4. CONCLUSAO

A microencapsulacdo de curcumina em policaprolactona (PCL) através da técnica de
emulsificacdo/evaporacdo do solvente resultou em particulas de formato esférico e a
eficiéncia de encapsulacao média de (81+13)%. As imagens obtidas por microscopia Optica e
os espectros de infravermelho permitiram constatar que houve a reticulagdo das
microparticulas por gelatina. Os perfis de liberacdo da curcumina em microparticulas de PCL
permitiram constatar que a reticulagao influenciou na taxa de liberagdo do material de recheio
das microparticulas. Entretanto, altas concentragdes de transglutaminase (5,9%) nao
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favoreceram o recobrimento das microparticulas e, consequentemente, ndo houve mudanga no
perfil de liberagdo quando comparado ao das particulas nao recobertas. Os resultados
permitiram concluir que a técnica de emulsificagdo/evaporagdo do solvente seguida do
recobrimento por reticulagdo enzimatica ¢ uma boa alternativa para encapsular a curcumina e
modificar seu perfil de liberagdo, informagdes importantes para a aplicagdo tecnoldgica do
corante curcumina na industria de alimentos.
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