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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi isolar e caracterizar a pectina do pseudofruto do caju (Anacardium
occidentale L.), aproveitando um subproduto da agroindustria da regido nordeste, utilizando-a
como matriz para encapsular a mangiferina através da técnica de spray drying. A pectina tem
sido estudada na area de liberacdo de farmacos, devido ao fato de ser um polissacarideo que
apresenta caracteristicas interessantes como baixa toxicidade, boa estabilidade e
biodegradabilidade. A pectina foi caracterizada por Espectroscopia na Regido do Infravermelho
(FTIR), Analise Elementar (AE), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e
de Carbono (RMN 3C), Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC), viscosidade intrinseca e
massa molar viscosimétrica, Potencial Zeta, Analise Térmica (DSC e TGA), Reologia, Difracdo
de Raios-X (DRX) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). O material encapsulado foi
caracterizado por FTIR, DSC, TGA, DRX e MEV. Através das analises de FTIR e RMN
calculou-se o grau de metoxilagdo da pectina do caju podendo esta ser classificada como sendo
de baixo grau de metoxilagcdo (GM<50%). A Massa Molar da pectina do caju, determinada por
Cromatografia e por Analise Viscosimétrica, apresentou valores proximos na ordem de 10°
g.molt. Através do Potencial Zeta ({) observou-se que a solucio de pectina mostrou-se
homogénea, apresentando um valor de —32,6 mV referente aos grupos carboxilatos presentes
na estrutura do polissacarideo. Nas Analises Térmicas os materiais estudados apresentaram boa
estabilidade, com picos e eventos, caracteristicos de perda de agua e degradacdo das amostras.
No estudo reoldgico verificou-se que a pectina extraida apresentou comportamento
pseudopléstico em baixas taxas de cisalhamento e um comportamento newtoniano em altas
taxas de cisalhamento. Pelo DRX confirmou-se o carater amorfo da pectina e cristalino da
mangiferina, bem como, o surgimento de picos na amostra encapsulada mostrando que houve
a incorporacdo do farmaco na matriz polimérica. Nas imagens de MEV foi observada uma
morfologia esférica da pectina, decorrente do processo de secagem por spray drying, e a
presenca do bioativo disperso na matriz polimérica. Diante dos resultados obtidos nos ensaios
de dissolucdo com a mangiferina, simulando o pH do trato gastrointestinal, a pectina do caju,
polimero testado, apresentou-se como uma matriz promissora para utilizacdo em sistemas de

liberacdo controlada de drogas.

Palavras chave: Pectina. Caju. Mangiferina. Liberago de farmaco.



ABSTRACT

The objective of this work was to isolate and characterize cashew pectin (Anacardium
occidentale L.), making use of a byproduct of agroindustry in the northeast region, using it as
a matrix to encapsulate mangiferin through the spray drying technique. Pectin has been studied
in the area of drug release due to the fact that it is a polysaccharide with interesting
characteristics such as low toxicity, good stability and biodegradability. Pectin was
characterized by Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy, Elemental Analysis (EA),
Nuclear Magnetic Resonance analysis (*H-NMR and 3C-NMR spectroscopy), Gel Permeation
Chromatography (GPC), intrinsic viscosity and molar weight, {-potential, Thermal Analysis
(DSC and TGA), Rheology, X-ray Diffraction (XRD) and Scanning Electron Microscopy
(SEM). Encapsulated material was characterized by FTIR, DSC, TGA, DRX and MEV. The
degree of methoxylation of cashew pectin was calculated by the FTIR and NMR analyzes,
which can be classified as being of low methoxylation (DM <50%). Molar mass of the cashew
pectin, determined by Chromatography and Viscosimetric Analysis, showed close values in the
order of 10° g.mol. Through Zeta Potential ({) it was observed that pectin solution was
homogeneous, with a value of -32.6 mV referring the structure carboxylate groups present in
the polysaccharide. For the materials studied Thermal Analysis showed good stability with
peaks and events characteristic of water loss and degradation of the samples. In the rheological
study it was verified that the pectin extracted showed pseudoplastic behavior at low shear rates
and a Newtonian behavior at high shear rates, similar to the behavior of commercial pectin. X-
ray diffraction confirmed the amorphous character of pectin and crystalline mangiferin, as well
as the appearance of peaks in the encapsulated sample, showing that there was incorporation of
the drug in the matrix. In the SEM images of spherical morphology was observed pectin
resulting from the drying process by spray drying, and the presence of bioactive dispersed in
the polymer matrix. Results obtained in dissolution tests with mangiferin, simulating the pH of
the gastrointestinal tract, pectin cashew, the tested polymer, appeared as a promising matrix for

use in controlled drug release systems.

Keywords: Pectin. Cashew. Mangiferin. Drug delivery.
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1 INTRODUCAO

Um dos desafios da inddstria farmacéutica é o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo de drogas seguros e eficazes. Dessa forma, tem aumentado o interesse no estudo de
formas de liberagdo que sejam controladas, que melhorem a adeséo na célula alvo e aumentem
a eficacia terapéutica da droga administrada, reduzindo os efeitos colaterais (OFORI-
KWAKYE et al., 2016; BANKS et al., 2014).

Uma das metodologias utilizadas para conseguir a liberacdo controlada consiste na
incorporacdo de um principio ativo em uma matriz contendo um material de suporte constituido
de um polimero hidrofilico. Geralmente esse material € um polissacarideo ou um polimero
sintético, considerados excipientes de baixa toxicidade, biodegradaveis e biocompativeis
(OFORI-KWAKYE et al., 2016; ZHANG et al., 2015). Ao entrar em contato com fluidos
aquosos, como do trato gastrointestinal, ocorre a hidratacdo e dilatacdo da matriz, dissolucao
do farmaco e difuséo atraves dos canais intersticiais da matriz para 0 meio, o que € em grande
parte dependente do grau de viscosidade do gel formado (NOVAK et al., 2012; BOATENG et
al., 2009; COSTA; LOBO, 2001).

A técnica utilizada para encapsular o ativo foi o spray drying que é o método mais
comum para microencapsulacdo na industria alimentar (AMARA et al., 2016). Essa técnica
consiste na passagem de uma solucdo por um atomizador para uma camara submetida a uma
corrente de ar quente, sendo ao final recolhida na forma de particulas solidas (LECLAIR et al.,
2016; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016; RAJABI et al., 2015)

A matriz hidrofilica escolhida foi a pectina, um polissacarideo encontrado na parede
celular de plantas, que apresenta uma cadeia linear de unidades de &cido D-galacturénico unidas
entre si por ligacdes a (1—4). A pectina € muito utilizada pela industria alimenticia como agente
geleificante, estabilizante e espessante (KIM et al., 2016; LIN; LOPEZ-SANCHEZ; GIDLEY,
2016; FISHMAN et al., 2015). Esse polimero natural tem sido investigado quanto a sua
utilizacdo em pesquisas na area farmacéutica como um suporte em sistemas de liberagdo de
drogas (CHOTIKO; SHATIVEL, 2016; ZHOU et al., 2016; VERONOVSKI et al., 2014; LIU;
FISHMAN; HICKS, 2007). Formulac¢des contendo somente pectina ou em conjunto com outros
polimeros vém sendo estudadas para um melhor controle na liberagdo de drogas. Comprimidos
de pectinas com célcio (WEI et al., 2006), pectina com quitosana (RIBEIRO et al., 2014), bem
como pectinas com diferentes graus de metoxilagdo (SRIAMORNSAK et al., 2007),

demonstraram potencial da pectina nessa area.
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O bioativo utilizado foi a mangiferina, uma xantona C-glicosilada, obtida a partir
da manga (Mangifera indica L.), que possui na literatura atividades bioldgicas reportadas
(PADMA et al., 2015). Dentre essas atividades estdo antioxidante (FERREIRA et al., 2013),
antitumoral (LI et al., 2013), anti-HIV (WANG et al., 2011) e antibacteriana (SINGH et al.,
2015).

A fonte para extracdo de pectina utilizada neste trabalho foi o pseudofruto do caju
(Anacardium occcidentale L.), que possui uma importante contribuicdo econémica para o
Nordeste, principalmente o Ceara (VERGARA et al., 2010). O pseudofruto é considerado um
residuo importante, sendo necessario seu aproveitamento. Algumas pesquisas ja indicam novas
alternativas de utilizacdo, transformando, assim, o pseudofruto numa importante matéria-prima
para a obtencéo de novos produtos, como a lignina e a celulose.

A pectina extraida do pseudofruto do caju levara a valorizacdo dessa matéria-prima
agregando-lhe valor. A incorporacdo dessa fonte de pectina, na industria de alimentos e
farmacéutica, podera ampliar a disponibilidade de produtos, para cobrir as necessidades
emergentes de novos usos desses compostos. Além disso, favorecera um melhor
aproveitamento dos frutos e o uso racional e eficiente do residuo gerado pela industria (PINHO,
2009).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caju (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta rustica, originaria do Brasil,
sendo tipica de regides de clima tropical. Cresce mesmo em solos pobres, com baixo indice de
chuvas, e ¢ cultivado em 32 paises ao redor do mundo, tendo Nigéria, Vietn4, india e Brasil
como principais produtores (LAMBONI et al., 2016; LOPEZ-CALLEJA et al., 2015;
VERGARA et al., 2010).

Na América do Sul, o cajueiro trata-se de uma arvore popular, sendo especialmente
encontrada nas regibes Norte e Nordeste do Brasil, representando neste Ultimo, grande
importancia econémica, sendo responsavel pela geracdo de emprego, renda e impostos.
Segundo dados oficiais, 0 Nordeste brasileiro, principalmente os estados do Ceard, Piaui e Rio
Grande do Norte, apresenta uma producéo anual de cerca de 2 milhdes de toneladas de caju, e
90% desta producdo é perdida ou subutilizada (VERGARA et al., 2010; HONORATO et al.,
2007). O Ceara encontra-se no topo do ranking nacional de producdo de caju. Segundo o IBGE
(2016), o estado produziu 148,5 mil toneladas de castanha de caju, o que corresponde a 69% da

producéo nacional.

Figura 1 — Imagem representativa das partes do caju (fruto e pseudofruto) e sua classificacao
binomial

fruto Classificacao binomial Anacardium occidentale L.
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
. Classe Magnoliopsida
Familia Anacardaceae
Género Anacardium
Espécie A. occidentale

Fonte: http://brasilescola.uol.com.br/biologia/frutos-pseudofruto.htm.

De acordo com Oliveira (2008), o cajueiro é classificado em dois tipos de
variabilidade genética, comum e ando, denominados de acordo com seu porte. O tipo comum é
0 mais cultivado, com porte elevado, altura entre 8 e 15 m, e copa com diametro de 20 m. Em

geral, o tronco é tortuoso e ramificado. O cajueiro do tipo ando caracteriza-se pelo porte baixo,
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altura inferior a 4 m, copa homogénea, didmetro do caule e envergadura de copa inferior ao do
tipo comum. Dependendo da época, as folhas podem ser roseas ou verdes. As condicOes ideais
para o cultivo do cajueiro sdo encontradas no litoral do Norte e do Nordeste, a partir do clima
tropical e subtropical (RABELO; FONTES; RODRIGUES, 2009; CERRATINGA).

O caju é composto pela castanha (o fruto verdadeiro) e o peduinculo ou pseudofruto
(Figura 1). Os produtos derivados do caju apresentam elevada importancia alimentar
(EMBRAPA, 2003). A castanha, principal produto, representa apenas 10% do peso total do
fruto, e o pedinculo, 90%. Do peddnculo, apenas 15% sao aproveitados, devido principalmente
a sua elevada perecibilidade, visto que, em condi¢des normais, sem uso de refrigeracdo ou
qualquer embalagem protetora, a deterioracdo do pedunculo inicia com menos de um dia de

colhido.

2.2 Pectina

As pectinas sdo polimeros naturais estruturais complexos de massa molar entre
50.000 — 180.000 g.mol, encontrados na parede celular de plantas, principalmente na lamela
média, juntamente com a celulose e a hemicelulose (Figura 2) (LIN; LOPEZ-SANCHEZ,
GIDLEY, 2016; HOSSEINI; KHODAIYAN; YARMAND, 2016; VILLANOVA; AYRES;
OREFICE, 2015; JARVIS, 1984).

Figura 2 — Localizacdo da pectina na parede celular vegetal

Parede celular vegetal primaria
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ramnogalacturonana

proteina estrutural

Fonte: http://plantphys.info/plant_physiology/basiccytologyl.shtml.

A pectina é um polissacarideo anionico linear formado pela unido de &cidos D-
galacturonico em ligagdes a (1—4), Figura 3, que podem ou ndo ser interrompidos por L-
raminoses na posi¢ao a (1—2). Apresentam interagdes com monossacarideos neutros, dentre

0s quais, raminose, galactose, arabinose e xilose (LIANG et al., 2015). Essa interacdo de


http://plantphys.info/plant_physiology/basiccytology1.shtml
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acucares com o &cido D-galacturénico leva a perda da linearidade do polimero devido ao
surgimento de pequenas ramificacdes nesses pontos da cadeia principal. Dependendo da fonte
de extracdo, as proporcdes desses monossacarideos, agregados a cadeia polimérica, podem
sofrer variagbes (GRASSINO et al., 2016; YULIARTI et al., 2015; GUO et al., 2015;
WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).

Figura 3 — Estrutura quimica de um segmento de pectina
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Fonte: autora.

As pectinas possuem a propriedade de formar gel quando entram em contato com a
agua, porém, esse processo depende de alguns fatores, como, pH do meio, temperatura,
presenca de ions, concentracdo de agulcares e grau de metoxilagdo. O grau de metoxilacdo (GM)
¢ a razao entre os grupos carboxilas e carboxilatos presentes na estrutura da pectina (KIM et
al., 2016; HOSSEINI et al., 2016; GUO et al., 2015; LEVIGNE et al., 2002). De acordo com 0
grau de metoxilagdo apresentado, as pectinas podem ser classificadas como sendo de alta
metoxilagdo (GM>50%) e de baixa metoxilagdo (GM<50%) (JINDAL et al., 2013). Pectinas
com alto grau de metoxilacdo formam géis na faixa de pH 2,5 — 3,5 e necessitam de grandes
quantidades de acucares no meio (55 — 75%), formando géis por ligacGes de hidrogénio e
interacdes hidrofdbicas que ocorrem entre os metil-ésteres. Ja as pectinas de baixa metoxilagdo
formam gel em pH 3 — 4,5, ndo necessitam de grande quantidade de aclcar, mas sendo
imprescindivel a presenca de ions bivalentes, como o Ca*2. O mecanismo proposto para a
geleificacdo da pectina de baixa metoxilacdo baseia-se no
modelo “caixa de ovo”, com formacao de redes de gel através de liga¢cdes cruzadas ibnicas com
cations divalentes, normalmente célcio. (VERONOVSKI et al., 2014; ESPITIA et al., 2014;
YANG, 2013; MUNARIN; TANZI; PETRINI, 2012; YAPO, 2007).



20

A extracdo de pectina, na industria, e feita através de tratamento com &cidos
minerais, como o sulfarico e o cloridrico, (pH 1 — 3) em altas temperaturas (70 — 90 °C). As
fontes mais utilizadas para extracdo de pectina sdo as cascas de frutas citricas (20 — 30%) e a
maca (10 — 15%) (KRAVTCHENKO; VORAGEN; PILNIK, 1992). A extrac¢do da pectina pode
ser realizada ainda, em meio aquoso (&cido, basico ou neutro), com agentes quelantes, como
hexametafosfato de sddio (WIESENBORN et al., 1999), oxalato de amdnia em conjunto com
0 4cido oxalico (GRASSINO et al., 2016; AZIZ; UDDIN; YUSOF, 2014; KOUBALA, 2008)
ou por acdo enzimatica (GRASSINO et al., 2016; WIKIERA; MIKA; GRABACKA, 2015;
JEONG et al., 2014; MIN et al., 2011; FRAEYE et al., 2010). Alguns acidos organicos, como
4cido citrico, tém sido utilizados na extracio de pectinas (VRIESMANN, TEOFILO E
PETKOWICZ, 2012; KURITA; FUJIWARA; YAMAZAKI, 2008) visando uma menor
degradacéo do polissacarideo.

A pectina é amplamente utilizada na industria alimenticia como agente geleificante,
espessante ou estabilizante, sendo adicionada em sucos, geléias e iogurtes (MUNARIN;
TANZI; PETRINI, 2012; JINDAL et al., 2013). E também utilizada como estabilizante na
formulacdo de produtos cosméticos. Uma vantagem atribuida a pectina para sua utilizacdo em
excipientes farmacéuticos é sua propriedade adesiva. Essa propriedade se da devido as ligacoes
de hidrogénio que ocorrem entre os grupos carboxilas do polissacarideo e os grupos hidroxilas
presentes na mucosa gastrointestinal, facilitando a interacdo da droga no organismo e
diminuindo a dose necessaria (VILLANOVA; AYRES; OREFICE, 2015; SRIVASTAVA;
MALVIYA, 2011).

A pectina, assim como todas as fibras dietéticas, chega ao c6lon de forma inalterada,
onde sofrera fermentagdo pelas bactérias da microflora col6nica saudavel. A fermentag&o total
ou parcial da fibra no c6lon ndo depende apenas do tipo de fibra, mas também da velocidade
pela qual se realiza o transito no trajeto do colon. Os principais produtos finais da fermentacao
das fibras sdo gases (CO2, H2 e CHa) e &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), sendo acetato 0
mais abundante, seguido do propionato e do butirato (AVIVI-GREEN et al., 2000). Todavia,
suas proporcdes exatas dependem da estrutura quimica das fibras e da composicdo da flora
intestinal. Os AGCC sao absorvidos pelo epitélio do célon. Uma vez dentro do epitélio,
transformam-se em fonte de energia, sendo usados como “"combustivel” preferencial dos
colondcitos (GOMEZ et al., 2016; ZHANG; XU; ZHANG, 2015).

Atualmente se reconhece que 0s AGCC exercem papel fundamental no trofismo
intestinal e na fermentacdo coldnica, sendo sua producdo importante para a saude devido aos

seus efeitos metabolicos e sistémicos benéficos ao organismo. Pesquisas mais recentes
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demonstram claramente que a maioria dos efeitos fisiologicos atribuidos as fibras alimentares
relaciona-se diretamente a sua capacidade de fermentacdo e producdo de AGCC. Entre 0s
efeitos fisiologicos dos AGCC estdo o0 aumento da absorcao de sodio e de 4gua, a multiplicacédo
da microflora saudavel, devido a reducdo do pH colbnico, 0 aumento de bactérias no célon
resultando no aumento da massa microbiana que consequentemente favorece o aumento do
peso das fezes. 1sso levara a uma excre¢cdo aumentada de produtos toxicos, diminuindo os riscos
de danos para a parede do célon (RICHARDS et al., 2015; SILVA et al., 2014).

2.3 Mangiferina

A mangiferina (1, 3, 6, 7-tetrahidroxixantona-C2-D-glucosideo) é uma xantona C-
glicosilada (Figura 4), amplamente encontrada em pteridofitas e angiospermas
(RICHARDSON, 1983), principalmente nas familias Gentianaceae e Iridaceae, presente
predominantemente nas folhas e na casca do caule. E um sélido de coloragio amarela e um dos
constituintes fendlicos majoritarios presente na manga, podendo ser detectada nas folhas, casca
do caule, fruto e raizes da mesma (SUCHAL et al., 2016). A mangiferina utilizada neste

trabalho foi isolada a partir das cascas da manga.

Figura 4 — Estrutura da mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-C2-D-glucosideo)
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Fonte: autora.

A mangiferina é relatada como tendo uma solubilidade muito baixa em solugdes
aquosas (0,111 mg/ mL). Assim, o processo de encapsulamento é visto como uma boa maneira
de aumentar sua biodisponibilidade, prolongando seu tempo de permanéncia no local alvo, além
de preservar sua integridade quimica (SOUZA et al., 2013).

A mangiferina tem reportada na literatura propriedades como antioxidante (RAO,
2012), antiinflamatéria (MARQUEZ, 2012), antitumoral (GARRIDO, 2004), cardioprotetora
(PRABHU; NARAYAN; DEVI, 2009), e mostrou ser um neuroterapéutico precioso e um
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agente ndo toxico para o tratamento de disfuncéo cognitiva em estados neuroldgicos associados
a neuroinflamacdo (KASBE; JANGRA; LAHKAR, 2015). Entre os produtos contendo
mangiferina, Vimang tem sido o mais estudado. Vimang é o nome comercial de uma
formulacdo farmacéutica cubana, preparada com um extrato aquoso da mangueira, o qual tem
sido utilizado para combater estresse. A mangiferina é o constituinte majoritario e o principal
composto bioativo (cerca de 7% do peso seco e 41% dos componentes fenélicos) (SELLES et
al., 2002).

2.4 Encapsulamento por spray drying

O processo de secagem por spray drying consiste no empacotamento de uma
substancia (ativo) em um material de suporte produzindo particulas na escala de nanémetros
(nano-encapsulamento), micrémetros (microencapsulacdo) ou na escala milimétrica. O
encapsulamento é amplamente utilizado nas industrias alimentar, quimica e farmacéutica, onde
as moléculas ativas sdo muitas vezes compostos lipofilicos (aroma, vitaminas, antioxidantes,
drogas), ndo sollveis ou pouco sollveis em &gua, que através do encapsulamento melhoram
sua disponibilidade (TURCHIULLI et al,. 2014).

O encapsulamento por spray drying consiste de trés etapas fundamentais (Figura
5). Na primeira etapa, o fluido é bombeado para o atomizador (1) e alimentado na cdmara de
secagem (2) na forma de goticulas, produzindo uma grande &rea superficial. Na segunda etapa,
uma corrente de ar aquecido (3), em alta velocidade, entra contato com as goticulas havendo
transferéncia de calor. Na terceira etapa acontece a evaporacao instantanea do solvente durante
a passagem pela camara de secagem e a formacao da particula sélida que passa pelo ciclone (4)
sendo, entdo, recolhida em um recipiente (5) (PAINI et al., 2015).



Figura 5 — Esquema do processo de encapsulamento por spray drying
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Fonte: adaptado de http://www.intechopen.com/books/probiotics/encapsulation-technology-to-protect-probiotic-

bacteria.

A camada em torno do ativo é chamada de capsula. O ativo encontra-se disperso ou
dentro do material da capsula (SAENZ et al., 2009). A secagem por spray drying tem sido
utilizada frequentemente na obtencdo de produtos tecnolégicos intermediarios destinados a
producdo de diversos tipos de formas farmacéuticas (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009). Na
industria de laticinios, a secagem pela técnica de spray dryer é largamente empregada na
producdo de ingredientes lacteos, como o leite em pd, com custos de processamento
comercialmente viaveis, sendo dez vezes inferior ao do processo de liofilizacdo (SCHUCK,
2013).

Caracteristicas do ativo, como massa molecular, polaridade, solubilidade etc.,
devem ser analisadas, pois implicam em diferentes abordagens de encapsulamento (ZHAO;
TANG, 2016; MUNOZ-IBANEZ et al., 2015; WU et al., 2014; AUGUSTIN; HEMAR, 2009).
O encapsulamento é aplicavel em agricultura, alimentacdo, farmacéutica, biotecnologia e
industria téxtil. Na industria, produtos encapsulados tém encontrado muitas aplicacGes em
corantes, revestimentos, vitaminas e outros ingredientes alimentares sensiveis, com a finalidade
de aumentar sua vida de prateleira, proporcionando uma barreira de protecéo a fatores externos,
tais como oxigénio e luz (EDRIS et al., 2016; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY,
2016; STROBEL et al., 2016; SAENZ et al., 2009).


http://www.intechopen.com/books/probiotics/encapsulation-technology-to-protect-probiotic-bacteria
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A qualidade do produto final e a eficiéncia dependem das condi¢Ges operacionais,
tais como entrada e saida de temperaturas do ar, vazdo, velocidade de atomizacao, pressdo,
dentre outros. Diferentes tipos de agentes de encapsulamento tém sido utilizados para secagem
por atomizacdo, incluindo polissacarideos (amidos, maltodextrinas, xilanas e goma arébica),
lipidios (acido estearico, mono e diglicerideos), e proteinas (gelatina, caseina, soro de leite, soja
e trigo) (BAZARIA; KUMAR, 2016; SAENZ et al., 2009).

2.5 Liberacéo controlada de farmacos

O desenvolvimento de novos sistemas de transporte de drogas vem recebendo uma
grande atencdo, principalmente, porque a utilizacdo da maioria dos compostos terapéuticos é
sempre limitada pela impossibilidade de aumento da dosagem. Problemas inerentes a utilizacdo
do farmaco em concentragdes elevadas (super dosagem) levaram pesquisas na area a buscarem
0 desenvolvimento de sistemas capazes de transportar o farmaco até um alvo especifico,
diminuindo, assim, os efeitos indesejaveis resultantes de sua acdo em outros sitios. Nestes
sistemas, o farmaco estd ligado a um transportador (matriz), responsavel por contornar as
propriedades fisico-quimicas limitantes dos farmacos encapsulados, potencializando o efeito
terapéutico, controlando a absorcao e distribuicdo tecidual e reduzindo os efeitos toxicoldgicos
(local e sisttmico) (OFORI-KWAKYE et al., 2016; DAS; DAS, 2003).

A natureza e a composi¢do dos carreadores sdo muito variadas e ndo ha predominio
de mecanismos de instabilidade e decomposic¢éo do farmaco, sendo sua administragdo segura
(sem reaces inflamatorias locais) e conveniente ao paciente (menor numero de doses). Além
disso, tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas aos carreadores.
Quando comparados aos sistemas convencionais de administracdo de farmacos, os sistemas de
liberacdo controlada oferecem a grande vantagem de manter a concentracdo do farmaco
constante na faixa terapéutica por um periodo de tempo prolongado, aumentando a
biodisponibilidade do ativo, utilizando-se de uma unica dosagem, 0 que ndo acontece nos
sistemas convencionais, onde a concentracdo do farmaco na corrente sangliinea apresenta um
pico maximo, que pode levar a um nivel tdxico e, entdo, declina (Figura 6). Do ponto de vista
clinico, o controle de concentracao terapéutica € importante, pois aumenta a eficacia terapéutica
e diminui significativamente a toxicidade (HENRIQUE; FALCARE; LOPES, 2006; LOPES;
LOBO; COSTA, 2005).
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Figura 6 — Comparativo entre sistemas de liberagdo controlada e de liberagdo convencional
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Fonte: EMBRAPA, 2012.

Varios sdo 0os mecanismos pelos quais os sistemas matriciais podem controlar a
liberagdo das substancias ativas, tais como eroséo, difusdo e intumescimento das matrizes. A
predominancia de um destes mecanismos depende invariavelmente das propriedades da matriz
empregada. De um modo geral, quando as estruturas matriciais entram em contato com o0 meio
de dissolucdo (ou fluido biologico), podem manter a sua estrutura mais ou menos constante ao
longo de todo o processo de dissolugdo ou podem sofrer um fenémeno de intumescimento
(“swelling”) e, posteriormente, de erosdo, 0 que levaria a uma liberagdo do ativo (Figura 7)
(LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

Figura 7 — Etapas de liberacdo de uma droga em sistemas matriciais: a) penetracao do liquido
de dissolucdo nos poros do sistema matricial; b) difusdo lenta pelos canaliculos do farmaco
dissolvido até o exterior
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Fonte: LOPES; LOBO; COSTA, 2005.
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Polimeros naturais tém sido estudados em sistemas de liberacdo de drogas, como
matrizes, devido a sua baixa toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade (ZHOU et
al., 2016; ZHANG et al., 2015; YOU et al.,, 2015; RIBEIRO et al., 2014). Polimeros
hidrofilicos, tais como goma guar, pectina, quitosana, goma do cajueiro, goma xantana e
celulose microcristalina, vém sendo utilizados em formulagdes individuais ou juntamente com
outros polimeros nessa area (KONG; KIM; PARK, 2016; OFORI-KWAKYE et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2014; ALI et al., 2013). A liberacdo do farmaco a partir da matriz hidrofilica
se da pela difusdo deste através da camada do polimero que ao entrar em contato com o meio
se intumesce e sofre eroséo (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; COSTA; LOBO, 2001).

Polissacarideos naturais estdo sendo amplamente utilizados no desenvolvimento de
formas solidas para a administracdo de drogas no colon (pectina, quitosana, ciclodextrina,
dextrana) (CHAMBIN et al., 2006). FormulacGes com pectinas sdo muito utilizadas na forma
de géis. Pectinas com baixo grau de metoxilacdo, GM inferior a 50%, podem formar géis rigidos
através da adicao de ions célcio ou outros cations bivalentes que promoverdo a reticulagdo entre
as cadeias do acido galacturdnico. Hidrogéis de pectinato de calcio sdo estaveis em solucgdes de
pH baixos e tém sido investigados como um material de suporte em diferentes sistemas de
liberacdo controlada (SRIAMORNSAK; KENNEDY, 2010).

Vérios farmacos podem ser incorporados em formulagGes pécticas com alta
eficiéncia de encapsulamento por meio de processos simples. No entanto, o potencial comercial
da pectina em sistemas de administracdo de farmacos continua sendo investigado. Os
obstaculos incluem a grande diversidade de caracteristicas moleculares da pectina, que gera
dificuldade no controle de qualidade e garantia de qualidade durante a preparagéo intermediéria
de derivados pécticos e nos produtos finais. As solucdes para resolver estes problemas sdo o
desenvolvimento de novas tecnologias para o isolamento da pectina, purificacdo e modificacéo
de macromoléculas pécticas (LIU; FISHMAN; HICKS, 2007). Uma dificuldade em utilizar
géis de pectina na entrega de drogas especificas do c6lon é o seu comportamento de alto
intumescimento em ambientes fisiol6gicos. Para superar este problema, a pectina tem sido
utilizada em combinacdo com derivados de poliacrilato ou com celulose e hidroxipropilmetil-
quitosana (LIU et al., 2005).

As caracteristicas finais do gel de pectina e as suas propriedades funcionais
dependem de muitos fatores, especialmente a estrutura fina da pectina e a composicdo do
sistema (por exemplo, pH, teor de sélidos solUveis e teor de pectina) (FRAEYE et al., 2010).

Neste contexto, a capacidade de intumescimento controlavel e a degradabilidade do gel podem
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ser analisadas através da alteracdo na composi¢do de aglcar, GM e peso molecular da pectina
(GUNTER et al., 2014).

Devido as caracteristicas apresentadas a pectina ja vem sendo estudada como um
polimero de uso potencial no carreamento de farmacos. Uma das vantagens vistas no seu
emprego é sua resisténcia a passagem pelo trato gastrointestinal, bem como sua posterior
degradacdo por bactérias presente no cdlon, como, Bifidobactéria spp. e Lactobacillus spp
(JUNG; ARNOLD; WICKER, 2013; LEE et al., 2006; OLANO-MARTIN; GIBSON;
RASTALL, 2002). Wei et al. (2006) estudaram o efeito da adicdo de calcio em formulagdes
contendo pectina. Como ja citado o célcio se liga as cadeias de pectina formando zonas de
juncdo induzindo a uma reticulacdo e aumentando a resisténcia do gel formado. Esse
comportamento contribui para uma entrega de drogas mais controlada. Uma matriz esférica de
pectina com quitosana para liberacdo controlada de drogas no tratamento de doencas do colon
foi estudada por Ribeiro et al. (2014). As esferas se mostraram estaveis ao longo da sua
passagem através do trato gastrointestinal, simulada em experimentos in vitro, devido a sua

resisténcia a alteracdes de pH.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Utilizar a pectina do caju (Anacardium occidentale L.) como matriz em um sistema de

liberagdo controlada tendo como bioativo a mangiferina.

3.2 Objetivos especificos

o Isolar a pectina do caju (Anacardium occidentale L.) em meio acido;

o Caracterizar a pectina do caju utilizando como comparativo uma pectina comercial;
o Encapsular a mangiferina utilizando como matriz o polissacarideo pectina;

o Caracterizar o sistema encapsulado;

o Analisar o perfil de dissolugéo in vitro do material encapsulado nos pH’s 1,2; 4,6 e

6,8; simulando os pH’s do sistema gastrointestinal.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais e métodos

A mangiferina foi obtida do Laboratério de Produtos Naturais e Quimica Medicinal

(LPNQUIMED). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.1.1 Isolamento da pectina de caju (Anacardium occidentale L.)

O procedimento de isolamento foi realizado de acordo com a metodologia de
Koubala et al. (2008) com algumas modifica¢Ges. Primeiramente, preparou-se uma solucédo de
oxalato de amonio 0,25% tendo seu pH ajustado para 4,6 com uma solucdo de acido oxalico.
Em um béquer, colocou-se o pseudofruto tmido do caju, juntamente com a solucdo de extracao,
preparada anteriormente, na proporgdo de 1:40 (m/v). Deixou-se o sistema a 80 °C por duas
horas sob agitacdo. Filtrou-se o material a vacuo e ajustou-se o pH do filtrado para 7,0 utilizando
uma solucdo de NaOH 0,1 M. O material filtrado foi rotaevaporado a 1/4 do volume inicial
utilizando uma temperatura de 80 °C e 4 rpm de rotacdo. A solugéo foi adicionado etanol 97%
em uma proporcéo de 3:1(etanol/solucdo). O material foi deixado sob refrigeracéo por 24 horas
e, entdo, centrifugado a 7500 rpm por 10 minutos. O precipitado (pectina) foi solubilizado em
agua deionizada, novamente precipitado com etanol 97% na proporcdo de 3:1(v/v) e, em
seguida, solubilizado em &gua deionizada. A solucdo de pectina foi submetida a dialise
permanecendo por 72 horas com trocas de &gua trés vezes por dia. O material seguiu, entdo,
para o processo de secagem por spray dryer (Fluxograma 1). A pectina obtida foi denominada
CJSD (Figura 8).

Para a determinacdo do rendimento da pectina do caju seguiu-se a metodologia
descrita acima (KOUBALA et al., 2008) sem a realizacdo do procedimento da dialise, partindo

do peddnculo do caju seco por liofilizacéo.
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Fluxograma 1 — Etapas da extra¢do da pectina

Pedlnculo de caju + oxalato de
aménia/acido oxalico (1:40) a 80
°C por 2 horas

Filtragdo a vacuo
e ajuste de pH para 7

Concentracéo da solucdo, aproximadamente a % do
volume inicial, por rotaevaporacéo

Precipitacdo
com etanol na proporcéo de 3:
(etanol: solucéo)

Solubilizacdo do s6lido em
agua deionizada

Dialise e
secagem por spray dryer

[ Pectina ]

Fonte: adaptado de Koubala et al., 2008.

Figura 8 — Pectina do caju (Anacardium occidentale L.) seca por spray drying

Fonte: autora.

4.1.2 Encapsulamento da amostra de mangiferina com pectina

Pesou-se 1 g de pectina, adicionando, em seguida, 100 mL de &gua deionizada em
um béquer de 250 mL. Deixou-se o sistema sob agitacdo por 4 horas para total solubilizacdo da
pectina e, em seguida, foram adicionadas 100 mg da mangiferina. Deixou-se a solu¢do sob
agitacdo por 20 horas, a temperatura ambiente (Fluxograma 2), sendo em seguida levada para
secar em spray dryer nas seguintes condicdes:

e Temperatura de entrada — 130 °C;
e Aspiracéo — 100%;
e Bomba—10% (3,5 mL.min™).
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O equipamento utilizado foi o Mini Spray Dryer B-290. A amostra obtida foi denominada
CIMSD.

Fluxograma 2 — Encapsulamento da mangiferina com pectina do caju

1 g de pectina do caju
em 100 mL de agua

Ap6s 4 horas sob
agitacdo/ Temperatura > » Secagem por Spray
ambiente Dryer
Ap06s 20 horas sob
[ 100 mg de mangiferina 1 agitagéo/ Temperatura
ambiente

Fonte: autora.

4.2 Caracterizacao dos materiais

4.2.1 Andlise Elementar (AE)

Com a finalidade de determinar os elementos quimicos (C, H, N, S, Na, Ca)
presentes nas amostras de pectina do caju e comercial, de mangiferina e do material
encapsulado, foi realizada a técnica de analise elementar. A analise foi feita na Universidade de
Manchester, Inglaterra, utilizando o equipamento FLASH 2000 Series CHNS Automatic
Elemental Analizer. Para corroborar a eficiéncia do processo de purificagéo, realizou-se
também a analise de nitrogénio, para avaliacdo da presenca ou ndo de proteinas aderidas a
pectina, uma vez que em sua estrutura basica ndo se encontra nitrogénio. Para calcular o teor
de nitrogénio protéico na cadeia polimérica foi utilizado um fator de correcdo (BARROS et al.,
2013).

% Proteina = %N x 6,25 1)

4.2.2 Determinacdo da Composicdo Monossacaridica da pectina por CG — FID

Hidroélise acida
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Foram pesadas 10 mg de pectina em um tubo e, em seguida, foram adicionados 4 mL
de &cido trifluoroacético 4M. O material permaneceu em um banho a 100 °C por 6 horas. Apds
esse tempo, fez-se uma rotaevaporacao a 50 °C até a secura. Realizaram-se trés lavagens com

metanol (5 mL) e rotaevaporou-se a 70 °C até a secura.

Reducdao e acetilacéo

Na ultima lavagem da etapa anterior adicionou-se, juntamente com o metanol, 22 mg de
borohidreto de sédio. Ap6s a ocorréncia de borbulhamento na solugdo foram adicionadas 2
gotas de acido acético glacial. O material foi transferido para um baldo de 25 mL para ser
rotaevaporado até a secura. Em seguida foram realizadas 3 lavagens com 3 mL de metanol para
remover o acido borico remanescente, sendo o material, entdo, seco em um banho a 100 °C.

Os alditois secos resultantes foram acetilados com piridina e anidrido acético (1,5: 3
v/v) a 100 °C por 3 horas. Rotaevaporou-se até a secura (85 °C). Os acetatos de alditois foram
extraidos com cloroférmio (3 mL). A piridina residual foi removida da fase aquosa.
Rotaevaporou-se até a secura. O procedimento acima foi adaptado de Albershein (1967).

Os acetatos de alditois foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de chama (GC-FID). As analises cromatograficas foram realizadas em
cromatografo Shimadzu modelo CG 2010 Plus acoplado a um detector de lonizagdo de Chama
FID-2010 Plus com coluna capilar (60 m x 0,25 mm x 0,39 mm) 5% de fenil e 95% de
polimetilsiloxano. A temperatura do injetor foi de 280 °C e do detector (FID) foi de 300 °C. As
injecdes foram feitas nas seguintes condi¢fes: 190 °C por 4 minutos; de 190 °C a 230 °C (4
°C.min); 230 °C por 8 minutos. O volume de injecdo utilizado foi 1 pL e o fluxo de 0,85
mL.min™. Esse método para CG-FID foi adaptado de Blakeney (1983). O procedimento foi

realizado na EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria).

4.2.3 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR)

Para obter espectros das amostras, as mesmas foram maceradas em um almofariz
de &gata e prensadas em pastilhas de KBr sob pressdo de 8 toneladas para composi¢do da
pastilha. Apds a prensagem os espectros foram registrados no intervalo de 4000 a 400 cm™em
uma resolucéo de 4 cm™. A analise foi realizada em um equipamento Perkin Elmer, modelo 16

PC, na Universidade Federal do Ceara.
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4.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN H) foram obtidos
num equipamento Brucker Avance-DRX 500 (USA, Califérnia), com transformada de Fourier,
equipado com uma sonda de deteccdo inversa, operando em 499.9 MHz (H), numa janela
espectral de 20 ppm. Preparou-se uma solugdo da amostra de pectina do caju na concentragao
de 25 mg. 0,6 mL™* em D,O (99,8%) permanecendo em repouso por 24 horas para total
solubilizacdo. A andlise foi realizada em tubos de 5 mm, sob aquecimento de 80 °C, com sinal

da &gua residual em 4,2 ppm e os deslocamentos quimicos (3) expressos em ppm.

4.2.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN *3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbano (RMN *3C) foram obtidos
num equipamento Brucker Avance-DRX 500 (USA, Califérnia), com transformada de Fourier,
equipado com uma sonda de deteccdo inversa, operando em 125 MHz (**C), numa janela
espectral de 200 ppm. Para obtencdo do espectro preparou-se uma solugédo da amostra de
pectina do caju na concentragéo de 25 mg.0,6 mL™ em D20 (99,8%) permanecendo em repouso
por 24 horas para completa solubilizagdo. A andlise foi realizada em tubos de 5 mm, sob

aquecimento de 80 °C e os deslocamentos quimicos (&) expressos em ppm.

4.2.6 Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC)

Os perfis cromatograficos das amostras foram determinados em um cromatografo
SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refracdo RID-10A e temperatura do forno a
40 °C. Para a analise, 1,0 mg das amostras foram solubilizadas em 2,0 mL de agua deionizada
e em seguida, filtradas em membrana de acetato de celulose com poros de 0,22 pum. A analise
foi realizada utilizando coluna Ultrahydrogel linear 7,8 x 300 mm, fase mével de NaNO3 0,1
mol.L! a temperatura ambiente com fluxo de 0,5 mL.min™ e o volume de amostra injetada foi
de 20 uL. A curva de calibracdo foi construida utilizando-se padrGes de pululana com massas

molares em intervalo de grandeza de 10° a 10° g.mol™.



Figura 9 — Curva de calibracdo dos padrdes do polissacarideo pululana
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Fonte: autora.
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O estudo reologico das solucBes aquosas de pectina foi realizado nas concentragdes

de 0,4; 0,6; 0,8 e 1%. O equipamento utilizado foi o rebmetro da TA Instruments modelo AR

550, com um sensor do tipo cone-placa (didmetro de 40 mm), fluxo continuo de 0,1 a 1000 s™

e frequéncia de 0,1 Hz a 25 °C.

4.2.8 Potencial Zeta (¢)

Realizou-se a determinacdo de potencial zeta para avaliar a estabilidade da pectina

do caju em solugédo. O equipamento utilizado foi 0 Zetasizer nano Malvern Instruments, no

Instituto Federal de Educacdo Tecnoldgica do Ceara (IFCE). Um volume 0,75 mL de cada

amostra foi colocado em uma célula capilar DTS 1060 a 25 °C. A analise da solucéo foi feita

em duplicata.
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4.2.9 Calorimetria Exploratoria de Varredura (DSC)

As curvas DSC foram obtidas na faixa de temperatura entre 25 °C e 550 °C, em
célula calorimétrica, sob atmosfera dindmica de Nitrogénio (50 mL.min). A célula DSC foi
calibrada antes dos ensaios no eixo de temperatura, utilizando padrédo de indio (Tfusao = 156,6
°C) metalico com pureza de 99,99%. Utilizaram-se capsulas de aluminio fechadas contendo
aproximadamente 5 mg de amostra e 10 mg de Alumina (a-Al203) como referéncia. O
aquecimento foi realizado em uma taxa de 10 °C.min e o equipamento utilizado foi um DSC
50 da Shimadzu (Kyoto, Japéo).

4.2.10 Analises Termogravimétricas (TGA/DTG)

As curvas TGA foram obtidas em um analisador termogravimétrico DTG — 600 Hz.
As medidas termogravimétricas foram efetuadas usando suporte de amostra de platina, massas
de amostra entre 5 - 10 mg, razio de aquecimento de 10 °C.min’t, num intervalo de temperatura
de 0 a 700 °C, em atmosfera dindmica de nitrogénio, na vazdo de 30 mL.min™ Shimadzu

(Kyoto, Japao).

4.2.11 Difragéo de Raios X (DRX)

A andlise de difracdo de raios X foi realizada com o intuito de se observar a
natureza, amorfa ou cristalina, das amostras, como também, indicar se houve a incorporagéo do
farmaco na matriz polimérica. As medidas de difracdo de raios-x, com angulo 26 de 3-60° foram
realizadas na central analitica, no Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara. O
equipamento utilizado foi o difratdmetro para amostras policristalinas modelo XPert Pro MPD

— Panalytical. Os resultados obtidos foram analisados no software X’Pert HighScore Plus.

4.2.12 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das amostras estudadas foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura. A andlise foi feita na central analitica, no departamento de Fisica da Universidade
Federal do Ceara. As amostras foram colocadas em fitas de carbono de dupla face e em seguida
coladas em suportes metéalicos (stubs). Apds serem metalizadas com ouro, as amostras seguiram

para analise. O equipamento utilizado foi o microscépio de varredura FEG Quanta 450
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ambiental com EDS/EBSD, estagio de resfriamento e aquecimento com amplia¢des de 5.000x
e 10.000x.

4.2.13 Espectroscopia UV-Vis

As curvas de calibracdo da mangiferina foram construidas nos diferentes meios
empregados no ensaio de dissolucao que foram: tampdo pH 1,2, tampdo acetato pH 4,6 e tampé&o
fosfato pH 6,8 (USP, 2007), sendo analisadas em um espectofotbmetro UV-Vis no
comprimento de onda de 240nm. As curvas de calibracdo dos farmacos foram preparadas a
partir dos dados de concentracdo (mg.L™?) versus absorbancia (A) com concentragdes variando
de 0,5a 12,0 mg.mL™ obedecendo a Lei de Lambert-Beer, vista abaixo.

A =¢bc 3)
onde, A ¢ a absorvancia, € ¢ a absortividade, b ¢ o percurso Optico e ¢ € a concentragao.
O espectrofotbmetro UV — 1800, Shimadzu, localizado no Laboratério de

Polimeros (LABPOL), da Universidade Federal do Ceard, foi utilizado no experimento.

4.2.13.1 Taxa de encapsulamento

Para o célculo da eficiéncia de encapsulamento foi feita uma curva padrdo da
mangiferina em uma solucdo tampéao de pH 7,4 nas concentragdes de 2,0; 4,0; 8,0; 10,0; 14,0 e
16,0 mg.L%. A absorvancia das solugdes foi determinada por espectrometria na regido UV-Vis
no comprimento de onda de 240 nm. A partir da curva de calibracdo foi obtida a equacéo de

regressdo linear entre o valor da absorvancia e a concentragdo do bioativo em mg.L™.

Figura 10 — Curva de calibracdo da mangiferina no tampao pH 7,4
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Fonte: autora.
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Abs = 0,02499 + 0,05652C (4)
R2=0,9991

Foram preparadas solucbes da amostra encapsulada de mangiferina com pectina
pesando-se 2 mg e dissolvidas em 10 mL da solucdo tampdo 7,4. As solugdes foram deixadas
sob agitagdo por 12 horas, sendo, em seguida, analisadas em um espectrofotémetro UV-Vis no
comprimento de onda de 240 nm.

A eficiéncia de encapsulamento foi calculada de acordo com a equacao abaixo:

TE (%) = [%] x 100 (5)

Onde,
TE = Taxa de Encapsulamento;
QTD = Quantidade de bioativo determinado no sistema polimérico;

QTA = Quantidade de bioativo teoricamente adicionado no sistema polimérico.

4.2.13.2 Liberagao in vitro

Para o processo de dissolucdo in vitro o material encapsulado foi pesado e colocado
em uma capsula gelatinosa dura. As capsulas utilizadas foram a de nimero 1 com capacidade
de 0,5 mL (DUTRA, 2012). O peso médio das capsulas foi de 100 mg. Uma cépsula contendo
apenas mangiferina foi preparada para comparacdo com 0 material encapsulado, contendo
mangiferina e pectina.

Foram construidas curvas de calibracdo da mangiferina nos diferentes meios
utilizados mostradas na Figura 11 as curvas assim como suas equag6es. O comprimento de onda

utilizado em todas as curvas foi de 240 nm.
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Figura 11 — Curvas de calibragcdo da mangiferina nos pH’s 1,2 (a); 4,6 (b) € 6,8 (c)
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Fonte: autora.

Os experimentos de liberacdo foram realizados utilizando uma cuba imersa em um
banho com temperatura controlada de 37 °C + 0,5 (Figura 12). As capsulas contendo o material
foram submetidas ao método de dissolucdo em cesta utilizando 900 mL de cada meio de
dissolugdo, tampdo pH 1,2 (liquido géstrico simulado sem enzimas), tampdao acetato pH 4,6
(duodeno) e tampao fosfato pH 6,8 (liquido intestinal simulado sem enzimas) separadamente.
A utilizacdo destes trés meios de dissolucdo com pH’s 1,2; 4,6 e 6,8 teve como finalidade
mimetizar as condicOes de pH ao longo do trato gastrointestinal.

Os testes de dissolucdo ocorreram sob agitacdo de 100 rpm e a temperatura foi de
37 °C £ 0,5. Em intervalos de tempo predeterminados (30 minutos) durante um periodo de 12
horas, 5 mL de aliquota foram retirados, filtrados em membranas de 0,45 pum e analisados em
um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 240 nm. Foram realizadas duplicatas para
cada determinacédo e a média dos valores foi utilizada para obter os perfis de liberag&o.
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Figura 12 — Sistema com cesto de rede utilizado nos testes de dissolugéo in vitro. A - Haste de
suporte para o cesto de dissolucdo; B — Cesto de dissolugdo; C — Cuba na qual o meio de
dissolucéo € utilizado. A direita o sistema adaptado utilizado em uma chapa aquecedora com
sensor de temperatura
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Fonte: autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento da extracao de pectina

Apos o procedimento de isolamento, o rendimento da pectina do caju foi de 11,85%.
Sousa et al., (2017) trabalhando com o meldo utilizando oxalato de aménio/acido oxalico como
solucdo extratora obteve rendimento de 11%. O rendimento obtido encontra-se de acordo com
o trabalho de Yapo e Koffi (2014) que também isolaram a pectina do caju utilizando acido
nitrico em diferentes pH’s (1,0, 1,5, e 2,0), obtendo um rendimento entre 10 e 25%. Fatores
diferentes, como temperatura, pH, tempo e agente extrator podem afetar o rendimento de

pectina encontrada em diferentes fontes.

5.2 Andlise Elementar (AE)

A composicdo dos elementos quimicos presentes nas amostras foi determinada através
da técnica de analise elementar. Por meio desta técnica foram identificados os teores de
carbono, hidrogénio, enxofre, nitrogénio, sédio e calcio nas amostras de pectina e das amostras

encapsuladas (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise elementar

Amostras Carbono Hidrogénio Nitrogénio Sodio Célcio
(%) (%) (%) (%) (%)

Pectina comercial 38,23 5,72 0,51 0,64 <0,1
Pectina do caju 38,59 5,89 1,02 1,35 0,3
Amostra 39,92 5,74 0,94 1,17 0,26

encapsulada
Fonte: autora.

Na Tabela 1 para a pectina do caju, observa-se que apos seu isolamento foi detectada a
presenca de sodio, podendo ser devido a utilizagdo de NaOH na etapa de neutralizacdo da
solucdo durante o procedimento de extracdo. O teor de nitrogénio da pectina do caju foi de
1,02% correspondendo a 6,4% de proteina. Yapo e Koffi (2013), trabalhando com pectina do
caju extraida com acido nitrico (pH’s 1,0; 1,5 e 2,0), encontraram teores de proteina entre 2,8 e
5,3%. A quantidade de proteina observada pode variar de acordo com a fonte e as condicdes de

extragdo utilizadas.
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5.3 Determinacao da Composicdo Monossacaridica da pectina por CG — FID

A pectina do caju apresentou em sua composicdo monossacaridica uma quantidade
majoritaria de acido galacturénico (85%), referente a cadeia principal desse polissacarideo
(Tabela 2). Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) pectinas tem que apresentar
em sua estrutura no minimo 65% de unidades de acido galacturénico. Os agucares neutros
encontrados, como Xxilose, glucose, galactose, arabinose, raminose e manose constituem as
cadeias laterais ligadas da pectina. A xilose, agicar neutro encontrado em maior quantidade,
pode se referir a presenca de xilogalacturana (XGA) na estrutura da pectina do caju. (WANDEE
etal., 2019; HOSSEINI et al., 2019)

Tabela 2 — Composi¢do monossacaridica da pectina de caju

Monossacarideo Teor (%)
Acido Galacturénico 85,20
Xilose 4,71
Glucose 2,63
Galactose 2,41
Arabinose 2,35
Ramnose 1,54
Manose 1,17

Fonte: autora.

5.4 Espectroscopia de Absor¢ao na Regido do Infravermelho (FTIR)

A Figura 13 mostra o espectro de infravermelho da pectina do caju (CJSD) e da
pectina comercial (PC). De acordo com esta analise, foi possivel observar uma banda larga e
de forte intensidade em 3399 cm™ (CJSD) e 3385 cm® (PC) referentes ao estiramento de grupos
hidroxila (O-H), estando associadas a presenca de 4gua, bem como, as interagdes de hidrogénio
inter e intramoleculares das unidades de &cido galacturébnico (GNANASAMBANDAM,;
PROCTOR, 2000); também apresentaram em 2926 cm™ (CJSD) e em 2936 cm™ (PC), bandas
correspondentes ao estiramento C-H de grupos CH>. As bandas vibracionais em 1745 e 1637
cm? (CJSD) e 1747 e 1641 cm™ (PC) séo atribuidas aos estiramentos de grupos carboxilicos
metil esterificados (C=0) e aos grupos carboxilatos (COQ"), respectivamente. As bandas em
1637 cm™ (CJSD) e em1641 cm™ (PC) foram acompanhados pelos sinais em 1440 cm™ (CJSD)
e 1423 cm™ (PC), correspondentes aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo carboxila

(KAMNEV et al., 1998). Bandas vibracionais atribuidas ao anel piranosidico sdo encontrados
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em torno de 1149, 1078 e 1022 cm™ (CJSD) e 1136, 1053 e 995 cm™* (PC) que segundo Kamnev
et al. (1998) refere-se a regido denominada “impressdo digital” de polissacarideos (abaixo de
2000 cm™). Segundo Gnanasambandam e Proctor (2000) a regido da impressdo digital estaria
entre 1300 a 800 cm™ e para Manrique e Lajolo (2002), a regi&o seria entre 1200 a 950 cm™,
(Tabela 3)

Figura 13 — Espectro de Absorc¢do na Regido do Infravermelho das pectinas comercial (a) e do
caju (b)
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Fonte: autora.

Tabela 3 — Atribui¢0s das principais bandas das pectinas do caju e comercial

Bandas observadas na pectina  Bandas observadas na Atribuicoes
do caju (cm™) pectina comercial (cm™)
3359 3385 vO-H
2926 2936 vs € vasC-H
1745 1747 vasC=0
1637 1641 vasCOO
1440 1440 wCOO
1149 1136 COC das ligacGes do anel
glicosidico
1078 1053 +C-C (anel piranosidico)
1022 995 vC-O (anel piranosidico)

Fonte: ABID et al., 2017; BEKHIT et al, 2016; MANRIQUE; FRANCO, 2002; GNANASAMBANDAM;
PROCTOR, 2000; KAMNEYV et al., 1998.

Os espectros de infravermelho de pectina podem ajudar a identificar graus variados
de metoxilagdo que estdo correlacionados com as duas bandas espectrais que sdo usadas para
determinar o grau de metoxilagdo (GM), a banda por volta de 1750 cm™ (grupos de ésteres

carboxilicos) e a banda em torno de 1630 cm® (4cidos carboxilicos desprotonados) (Figura 14).
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O método baseia-se na medida da raz&o entre a &rea da banda de 1740 cm™ e a soma das areas
das bandas de 1740 cm™ e de 1630 - 1600 cm™, (FELLAH, 2009; KYOMUGASHO et al.,
2015), como mostra a equacdo abaixo (METHACANON; KRONGSIN; GAMONPILAS,

2014).
GM (%) = —2€00H__ 4100 (6)

AcooHntAcoo-

Figura 14 — Espectro de Absor¢do na Regido do Infravermelho da pectina do caju (regido entre
1550 — 1800 cm™)
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Fonte: autora.

Os célculos a partir do espectro de infravermelho indicam que a pectina comercial (PC)
apresentou grau de metoxilagdo de 49,6%, sendo classificada como de baixa metoxilagdo (GM
< 50%). J& a pectina do caju apresentou grau de metoxilacdo de 36,1%, valor préximo ao
encontrado para pectina isolada do caju por Yapo e Koffi (2014) que foi entre 28 e 46%, sendo,

portanto, também classificada como uma pectina de baixa metoxilacdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Areas de integracdo das bandas utilizadas para o calculo do grau de metoxilagio por
FTIR

Amostra CJSD PC
Area (COOH) 42,00 48,33
Area (COO) 74,30 49,11

Grau de Metoxilagao (%0) 36,11 49,6

Fonte: autora.

O espectro da mangiferina (Figura 15) é mostrado na faixa de 1800-700 cm™. S&o

observadas as principais bandas de absorcdo que sdo 1650 cm™ correspodente ao estiramento
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de grupos carboxilas, 1621 e 1496 cm™ referentes ao estiramento da ligagio dupla C=C do anel
aromatico (NEELAKANDAN; KYU, 2009), 1253 cm™ correspondente ao estiramento do
grupo éter (MONTES et al., 2016), 1095 cm™ relativo aos estiramento da ligagio C-O-C
(FERREIRA et al., 2013) e 829 cm™ correspondente a deformacdo do carbono aromatico
tetrasubstituido caracteristicas da mangiferina (SOUZA et al., 2013). (Tabela 5)

Figura 15 — Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho da mangiferina (regido entre
1800 — 700 cm™)

Mangiferina

T T T . . ; : . |
Fonte: autora, 00 1400 1200 1000 800
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Tabela 5 — Atribui¢6es das principais bandas da mangiferina

Bandas observadas na mangiferina (cm™) Atribuictes

3366 vO-H

2938 e 2890 vC-H
1650 +C=0

1621 e 1496 C=C
1253 v-C-O (éter)
1095 vC-0-C
829 C aromaético tetrasubstituido
752 5C-H (estrutura da xantona)

Fonte: NEELAKANDAN; KYU, 2009; MONTES et al., 2016; FERREIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2013.

No espectro de infravermelho da Figura 16 com a pectina do caju (a), a mangiferina
(b) e aamostra encapsulada (c). Observa-se que, apos a adi¢do do bioativo na matriz de pectina,
houve o surgimento de duas bandas, em 1648 e 1625 cm™ (Figura 17). Na mangiferina duas
bandas de grande intensidade ocorrem em 1650 e 1621 cm™, podendo, portanto, as bandas
vistas na amostra encapsulada serem devido a uma interagdo quimica (adsor¢do) do bioativo
com a matriz polimérica (FERREIRA et al., 2010; FERREIRA et al., 2013).
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Figura 16 — Espectro de Absorcdo na Regido do Infravermelho das amostras de pectina do caju
(a), de mangiferina (b) e de pectina do caju com mangiferina (c)
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Fonte: autora.

Figura 17 — Espectro de Absor¢do na Regido do Infravermelho da pectina do caju com
mangiferina (ampliacéo da regido entre 1800-1500 cm™t)
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Fonte: autora.

5.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN !H)

No espectro de RMN H (Figura 18) os sinais relativos aos hidrogénios anoméricos H-
1 e H-5 de ésteres metilicos (-COOCHSa) de acidos galacturénicos localizam-se na regido de 5
ppm (entre 4,68 - 5,23 ppm, respectivamente), enquanto que o préton H-5 de grupos
carboxilatos (COQO") esta representado pelo sinal com deslocamento quimico em 4,60 ppm,
respectivamente (TAMAKI et al., 2008; ROSENBOHM et al., 2003). Em 4,02 ppm aparece 0
sinal especifico do hidrogénio do H-3 relativo a residuos de arabinose (LIN et al., 2016). O

préton anomérico da arabinose aparece em 5,26 ppm (DAS et al., 2009). Os sinais em 3,67



46

ppm e 3,87 ppm correspondem aos protons H-2 e H-3 de grupos metilicos dos &cidos
galacturdnicos esterificados, respectivamente. Observa-se ainda na Figura 18, em 4,40 ppm o
sinal do préton H-4 (BEDOUET; COURTOS; COURTOIS, 2003). O sinal em 1,14 ppm é
referente & grupos de L-Ramnose metilada. Em torno de 2,1 ppm os dois sinais referem-se a
grupos acetil ligados a 2-O- e 3-O-Acido galacturdnico. O sinal intenso em 3,70 ppm relativo

a grupos metilas ligados a grupos carboxilicos de acido galacturénico (TAMAKI et al., 2008).

Figura 18 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio da pectina do caju
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Fonte: autora.

Tabela 6 — Deslocamentos quimicos com o0s respectivos hidrogénios da pectina do caju

H Deslocamento quimico (ppm)
H1/H5 4,68 - 5,23

H2 3,67

H3 3,87

H4 4,40

H5 4,60

Fonte: autora.
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Para a determinagcdo do grau de metoxilagdo da pectina, fez-se a razéo entre a
integral de H-5 adjacente ao éster (Icoome) com a soma das integrais de H-5 adjacente ao éster
(Icoome) e H-5 adjacente ao carboxilato (Icoo”) (Figura 19). Devido a proximidade dos sinais
de H-1 e H-5 (Icoome), SO € possivel determinar o total somando esses dois sinais (111 + lcoome)
(ROSENBOHM et al., 2003). O valor de GM encontrado para a pectina de caju utilizando a
férmula abaixo foi de 38,3%. Esse resultado confirma, juntamente com o infravermelho, que a

pectina de caju, deste trabalho, é de baixo grau de metoxilacéo.

GM = (Icoome * IH1)— Icoo— <100 (7)

(Icoome * IH1)+ Icoo—
100—44,60
GM = 100=44.60
100+44,60

x 100 = 38,3%

Figura 19 — Ampliacdo da regido entre 5,2 - 4,5 ppm com as integracdes das bandas utilizadas
na determinacdo do grau de metoxilagio da pectina do caju por RMN H
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Fonte: autora.

A Figura 20 corresponde ao espectro de RMN *C da pectina do caju onde foi possivel
observar os deslocamentos quimicos correspondentes a regido anomérica do acido a-D-
galacturdnico, evidenciado pelos sinais em & 96, 92 ppm, 6 99,81 ppm, 6 104,01 ppm e 6 108,18
ppm equivalentes ao carbono C-1 de unidades esterificadas e ndo esterificadas, e um sinal em
campo muito baixo a 6 171,96 ppm correspondentes ao C-6 de grupos carboxilicos metil-
esterificados e livres, respectivamente. Em ¢ 53,3 ppm ¢ atribuido ao grupo ester O-metil (O-
Me) do C-6 do anel piranosidico. Os deslocamentos quimicos em & 69,0; & 72,15; 6 73,37 ¢ 6
78,69 ppm sdo relativos aos carbonos C-2, C-3, C-5 e C-4 do éacido galacturdnico,
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respectivamente (NASCIMENTO et al., 2015; SIMAS-TOSIN et al., 2014; NANDAN et al.,
2011).

Figura 20 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono da pectina do caju
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Fonte: autora.

5.6 Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

A partir da curva de calibracdo dos padrGes de polissacarideos pulunanas,
determinou-se a massa molar da pectina de caju (a) e da pectina comercial (b), a partir dos

cromatogramas apresentados na Figura 21.
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Figura 21 — Cromatografia de Permeacéo em Gel das pectinas do caju (a) e comercial (b)
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Fonte: autora.

A pectina comercial apresentou um valor médio de massa molar de 1,2 x 10° g.mol
1 que se encontra de acordo com a literatura (ZEGOTA, 1999). A pectina do caju apresentou
dois valores distintos de massa molar, tendo, portanto, aspecto bimodal (Figura 21). O maior
valor foi de 2,11 x 10° g.mol™* estando na mesma ordem de grandeza do valor observado nos
trabalhos de Kuuva et al. (2003) e de Assoi et al. (2014). O indice de polidispersividade
(Mw/M,) observado para as duas pectinas (Tabela 7) mostra que ha uma grande variagdo no
tamanho das cadeias desses polimeros, ja esperado devido ao fato de serem polimeros naturais
(SEIXAS et al., 2014). Esses indices estdo de acordo com resultados encontrados por Zanella e
Taranto (2015).

Tabela 7 — Massa molar e indice de polidispersividade das pectinas do caju e comercial

Amostras Massa molar ponderal indice de polidispersividade
média (Mw) (10°) g.mol* (Mw/My)
Pectina comercial 4,93 5,50
Pectina do caju (Pico 1) 2,11 2,35
Pectina do caju (Pico 2) 1,47 1,49

M, — Massa molar; My/M, — Indice de Polidispersividade

Fonte: autora.

5.7 Potencial Zeta (£)

Na Figura 22, observa-se o potencial zeta da solucdo aquosa de pectina que

apresentou potencial negativo de -32,6 mV, semelhante aos valores encontrados por Kim e
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Wicker (2009) em seu trabalho. A carga negativa pode ser atribuida aos grupos carboxilatos

presentes na estrutura da pectina.

Figura 22 — Potencial zeta da pectina do caju
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Fonte: autora.

O valor encontrado indica uma estabilidade da pectina em solucdo ndo havendo
tendéncia a floculacdo. Quando o valor absoluto do potencial zeta € inferior a 30 mV, uma
dispersdo exibe uma estabilidade fraca, levando a uma aglomeracdo ou floculagdo das
particulas, enquanto que para valores absolutos superiores a 30 mV as dispersfes sao ditas
estaveis devido a repulsdo electrostatica (GUERRA-ROSAS et al., 2016). Portanto, a carga
negativa encontrada, acima de 30 mV, levara a uma forte repulsdo eletrostatica entre as gotas,
diminuindo a probabilidade de formacdo de agregados, proporcionando maior estabilidade a
solucdo (TAMNAK et al., 2016).

5.8 Calorimetria Exploratéria de Varredura (DSC)

Nos termogramas, Figuras 23(a), 23(b) e 23(d), das amostras pectina caju, pectina
comercial e amostra encapsulada sdo observados picos endotérmicos em 155 °C, 163 °C e 149
°C, respectivamente, relacionados a eliminagdo de agua (EINHORN-STOLL; KUNZEK;
DONGOWSKI, 2007; NEELAKANDAN; KYU, 2009). O termograma da pectina comercial
apresentou um pico exotérmico em 239 °C. Os termogramas da pectina do caju e da encapsulada
mostraram dois picos exotérmicos entorno de 244 °C e 293 °C e em 251 °C e 288 °C,
respectivamente, que sugerem a degradacdo das amostras em temperaturas acima de 230 °C. Os
picos exotérmicos iniciando por volta de 200 °C e findando entre o intervalo de 210 a 270 °C
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sdo caracteristicos de degradacdo, como despolimerizacdo, da amostra (EINHORN-STOLL,;
KUNZEK; DONGOWSKI, 2007).

A mangiferina isolada (Figura 23c), no entanto, tem menor contetdo de agua do
que as demais amostras, apresentando somente um pico endotérmico em 257 °C referente a
temperatura de fusdo da amostra. Para Ferreira (2013), que utilizou método de extracdo similar,
esse pico endotérmico estaria numa temperatura proxima de 252,6 °C. Neelakandan e Kyu
(2009), que trabalharam com amostra comercial da Sigma-Aldrich, determinaram o ponto de
fusdo da mangiferina numa temperatura proxima 267 °C. Portanto, a mangiferina extraida nesse

trabalho apresentou valor coerente com os resultados encontrados na literatra.

Figura 23 — Curvas de DSC das amostras de pectina do caju (a), pectina comercial (b),
mangiferina (c) e amostra encapsulada (d)
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Fonte: autora.

5.9 Andlises Termogravimétricas (TGA/DTG)

As Figuras 24 e 25 apresentam as curvas de TGA e DTG para as pectinas do caju e
comercial. Por essas analises, as amostras apresentaram primeiramente um evento referente a

perda de &gua e, em seguida, eventos de degradacdo da cadeia polimérica. Para todas as
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amostras a evaporacao de agua residual ocorreu em temperaturas abaixo de 150 °C, estando de
acordo com o que ja se tem reportado de decomposicdo térmica de polissacarideos. A pectina
do caju apresentou, no intervalo de temperatura de 15-144 °C, com o pico maximo em 42 °C,
perda de massa de 14% (Tabela 8). A perda de agua da pectina comercial ocorreu na faixa de
temperatura de 12-128 (pico maximo em 30 °C), com uma perda de massa associada de 11,6%
(Tabela 9).

Para a pectina do caju, sdo observados dois picos principais referentes a degradacéo,
em 217 °C e em 275°C, com perda de massa total de 58,3%, respectivamente. Ja na pectina
comercial um pico é visto em 210 °C, com perda de massa de 64,8%, mostrando que 0 processo
de degradacéo dessa pectina ocorre antes da pectina do caju. Eventos ocorridos entre 200 e 400
°C sdao atribuidos a decomposicdo ou despolimerizacdo da cadeia polimérica ou da matéria
organica (DALPASQUALE et al., 2016; GORRASI; BUGATTI; VITTORIA, 2012;
GHAFFARI et al., 2007).

Figura 24 — TGA/DTG da pectina do caju
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Figura 25 — TGA/DTG da pectina comercial

100 0,0

90 4
80
30°C ‘

70 \ |

60

50 \ ‘ +-06
40 L\} — TGA
\ —— DTG 08
|

Perda de massa (%)
DTG

30

20 +

210°C

T a0 w0 4o s oo 70 a0
Temperatura (°C)
Fonte: autora.

No termograma da mangiferina (Figura 26) o pico cristalino em 242 °C,
correspondente a perda de massa de 21,8%, coincide com seu ponto de fusdo (YANG et al.,
2013). Essa alta estabilidade térmica da mangiferina pode ser explicado devido as interacdes
especificas, tais como ligacGes cruzadas de hidrogénio, que ocorrem entre as cadeias dos

homologos da mangiferina (NEELAKANDAN; KYU, 2009; YANG et al., 2013).

Figura 26 — TGA/DTG da mangiferina
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No termograma da amostra encapsulada (Figura 27), a perda de agua residual da
amostra ocorre no maximo de temperatura de 31 °C, com perda de massa de 11,2%. Entre 138
°C e 391 °C séo observados trés picos principais, associados a degradacdo do material, com
perda de massa de 55,5%.



Figura 27 — TGA/DTG da amostra encapsulada
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O teor residual nas amostras foi de 3,85% para a pectina do caju, de 18,6% para a

pectina comercial, de 40,35% para a mangiferina e de 5,26% para a amostra encapsulada. Essas

massas estdo relacionadas a residuos inorganicos que podem estar aderidos aos materiais
(ANDRADE; RAPHAEL; PAWLICKA, 2009).

Tabela 8 — Principais etapas de degradacdo das amostras

Amostra 1° Evento 2° Evento 3° Evento 4° Evento Massa
(°C) (°C) (°C) (°C) residual
Pectina do caju 15-144 144-384 384-581 581-900 3,85
Pectina 12-128 128-573 - - 18,6
comercial
Mangiferina 14-342 342-900  ----- - 40,35
Encapsulado 17-138 138-391 391-589 589-900 5,26

Fonte: autora.

5.10 Reologia

A Figura 28 apresenta o reograma da taxa de cisalhamento versus viscosidade da

pectina do caju nas concentrac@es de 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0% realizadas a 25 °C. Pode-se observar

gue a medida que se aumenta a concentracdo da solucdo de pectina aumentou-se o valor de

viscosidade aparente, tendo o polissacarideo, portanto, apresentado um comportamento

pseudopléstico. O comportamento pseudoplastico pode ser atribuido ao surgimento de

deformacGes nas moléculas de polimero, produzindo formas mais alongadas, como

consequéncia das forcas hidrodindmicas geradas no cisalhamento e/ou a um maior alinhamento
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das moléculas de polimero ao longo das linhas de fluxo, na direcdo da tensdo aplicada
(ARANDA-SELVERIO et al., 2010). O comportamento pseudoplastico € mais pronunciado
nas regides de baixa taxa de cisalhamento.

Na regido de alta taxa de cisalhamento é observado um comportamento
Newtoniano, onde os valores de viscosidade para as diferentes concentracdes do polimero séo
praticamente semelhantes, provavelmente devido a agdo mais efetiva do cisalhamento sobre a

forma das moléculas nivelando-as a uma mesma conformacdo limite (KARAKI et al., 2016).

Figura 28 — Medidas reoldgicas da pectina de caju nas concentragdes de 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0%
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Fonte: autora.

Na Figura 29 é visto um comparativo entre as solu¢Ges das pectinas do caju e
comercial em seus comportamentos de fluxo na concentracdo de 1,0%. Observa-se que a
pectina comercial apresenta comportamento pseudoplastico, assim como a pectina do caju,

tendo esta uma maior viscosidade aparente.
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Figura 29 — Medidas reoldgicas das pectinas de caju e comercial na concentragdo de 1,0% a 25

°C
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No reograma de tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhamento, para as solugdes

de pectina (Figura 30) observa-se um comportamento linear crescente com o aumento da tensao

aplicada para todas as concentragdes estudadas, caracteristico de fluxo pseudoplastico ja que os

valores de “n” calculados foram inferiores a 1 (Tabela 9). De acordo com o valor de “n” 0s

materiais analisados podem ser classificados como dilatante se n > 1; newtonianose n =1; e

pseudoplastico se n < 1.

Figura 30 — Grafico taxa de cisalhamento versus tensdo de cisalhameto da pectina de caju nas
concentracOes de 0,4V ; 0,6m; 0,8 Ae 1,0%m a 25°C
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As curvas podem ser descritas pela lei da poténcia de Ostwald de Waele, pois o
coeficiente de correlagio (R?) apresentou valores proximos de 1 quando se aplicou essa lei aos
dados obtidos. Com o0 objetivo de se avaliar o comportamento de fluxo das soluces foram
calculados os parametros “a” e “n” que correspondem, respectivamente, ao coeficiente de
consisténcia e indice de comportamento do fluido. Os valores dos coeficientes de consisténcia
(a) (Tabela 12) se revelaram crescentes com o0 aumento da concentragéo nas condicGes de taxa
de cisalhamento testadas indicando que a pseudoplasticidade aumenta com a concentracdo das
solucbes de pectina (MIERCZYNSKA; CYBULSKA; ZDUNEK, 2017). J& os valores obtidos
para “n” mostraram-se proximos.

T=a.x" (8)

Onde,

T € a tensdo de cisalhamento;

a ¢ o coeficiente de consisténcia;

X € a viscosidade;

n € o indice de comportamento do fluido

Tabela 9 — Coeficiente de consisténcia (a) e indice de fluxo (n) para as solucGes de pectina do
caju

Lei da Poténcia

Concentracéo a n R
1,0% 0,037 0,7999 0,9997
0,8% 0,0258 0,8176 0,9998
0,6% 0,0162 0,8401 0,9997
0,4% 0,012 0,8456 0,9994

Fonte: autora.

5.11 Difragéo de Raios X

No difratograma da pectina do caju, Figura 31(a), o perfil observado confirma o
carater amorfo desse polissacarideo com um pico em 23° (NESIC et al., 2014). Para a
mangiferina, Figura 31(b), os picos observados no difratograma, em 12,4°; 14,1°; 16°; 18,8°;
20°; 24,8°; 28,6°; 29,4° e 31,9° mostram a alta cristalinidade deste composto (YANG et al.,
2013; MONTES et al., 2016). Ja para a amostra encapsulada, Figura 31(c), é possivel observar
dois picos principais de maior intensidade, em 12,2° e 14°e também picos menos intensos
coincidentes com os da mangiferina. Isso indica que a mangiferina foi incorporada na matriz

de pectina.
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Figura 31 — Difratograma da pectina do caju (a), da mangiferina (b) e da amostra encapsulada

(©)
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Fonte: autora.

No trabalho de Cruz et al. (2008), utilizando a difracdo de raio-X, descobriu-se que
a estrutura cristalina da mangiferina é constituida por duas moléculas da xantona ligadas a cinco
moléculas de &gua de cristalizacdo, sendo estabilizada pela formacéao de ligacGes de hidrogénio

intermoleculares.

5.12 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Nas micrografias da pectina do caju, Figura 32 (A e B), é possivel observar
particulas semi-esféricas, em sua maioria, de tamanhos variados apresentando cavidades em
sua superficie. Essas cavidades podem ser devidas a evaporacgdo de dgua a temperatura elevada
no processo de secagem por spray drying (SOUZA et al., 2013; KANG et al., 2015; SAMPAIO
et al., 2015).
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Figura 32 — Micrografias da pectina do caju (A —5000x e B — 10000x), mangiferina (C — 5000x
e D — 10000x) e pectina do caju com mangiferina (E — 5000x e F — 10000x) obtidas por spray
drying

Fonte: autora.

Nas imagens da mangiferina, Figura 32 (C e D), notam-se particulas com uma
morfologia irregular com secgdo transversal na forma de quadrilateros. Nas imagens das
amostras de pectina comercial e pectina do caju com mangiferina, Figura 32 (E e F),
respectivamente, podem ser visualizadas particulas do farmaco tanto aderidas a superficie dos
polissacarideos, ampliada na Figura 34, bem como, particulas do farmaco na forma de
aglomerados, indicando uma distribuicdo irregular deste nas matrizes poliméricas. Essa
aglomeracdo da mangiferina pode ocorrer devido & baixa solubilidade da mangiferina na

solucdo do polissacarideo ndo se encontrando disperso na matriz polimérica.
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Figura 33 — Micrografia da pectina do caju com mangiferina obtida por spray drying
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Fonte: autora.

Figura 34 — Micrografia com magnificacdo de 2000x da amostra de pectina do caju com
mangiferina obtida por spray drying
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Fonte: autora.

5.13 Taxa de encapsulamento

A taxa de encapsulamento do bioativo mangiferina, tendo como matriz a pectina,
realizada na proporgéo 10:1 (pectina: mangiferina), foi de 83,15%. O resultado encontrado foi
proximo ao valor observado no trabalho de Samadarsi e Dutta (2019), de 85%, que trabalharam

com o encapsulamento de mangiferina utilizando a B-lactoglobulina como matriz.
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5.14 Liberacao in vitro

5.14.1 Perfil de liberacao

Para investigar a estabilidade e o perfil de liberagdo do material encapsulado, capsulas
com o material foram submetidas a um teste de liberagéo controlada in vitro. Foram utilizados
meios de dissolu¢cdo com pH’s distintos (1,2; 4,6 e 6,8) simulando as condi¢des do trato
gastrointestinal (ZHOU et al., 2016).

Figura 35 — Perfis de liberagdo das cépsulas
mangiferina (b) durante 12 horas em pH 1,2
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Fonte: autora.

Os perfis de liberagdo controlada da mangiferina utilizando como meio de
dissolugéo o pH 1,2, simulando o pH do trato gastrico (SRIAMORNSAK et al., 2007), com e
sem pectina, podem ser vistos na Figura 35. Na Figura (35a) observa-se que, decorridas 12
horas do inicio do processo de dissolucdo, houve uma liberacdo de mais de 80% de mangiferina
no meio estudado. Nota-se que o polissacarideo retardou a liberagdo, levando esta a ocorrer de
modo controlado, com aumento gradual da disponibilidade do farmaco para o meio. 1sso mostra
que houve interacao do ativo com a matriz polimérica e que a pectina foi eficiente em prolongar
a taxa de liberagcdo da mangiferina.

Na dissolucéo com a capsula contendo apenas mangiferina (Figura 35b), no pH 1,2,
observa-se que, apos 2 horas e meia do inicio do processo, houve uma liberacdo de mais de
90% da mangiferina. Esses resultados mostraram que a liberacdo da mangiferina estando

encapsulada com pectina leva a um retardamento da liberacdo do bioativo nos meios estudados
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ja que no perfil de liberacdo da cépsula contendo apenas mangiferina observou-se que uma

grande quantidade de farmaco foi liberada nas primeiras horas de ensaio.

Figura 36 — Perfis de liberacdo da mangiferina com a matriz de pectina nos trés pH’s (1,2; 4,6
e 6,8)
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Fonte: autora.

Na Figura 36 sdo mostrados os perfis de liberacdo da mangiferina nos pH’s 1,2; 4,6 e
6,8. Observa-se que nos trés meios estudados o processo de liberagdo do bioativo ocorreu de
modo semelhante, tendo no pH 4,6 atingido um maximo de quantidade liberada de 91,5% de
mangiferina.

A pectina que compde a matriz que reveste o farmaco é um polimero hidrofilico. A
superficie da matriz, quando em contato com o meio estudado, absorvera pequenas quantidades
de &gua, e a liberacdo do bioativo sera controlada pela sua dissolucéo e difusdo polimérica no
meio. Ocorrera a formacdo de uma camada de gel, ja que as matrizes hidrofilicas sofrerdo uma
hidratacdo seguida de geleificacdo, produzindo uma barreira que pode reduzir a liberagdo do
farmaco. A taxa no qual o farmaco € liberado serd, entdo, controlada pela camada do gel em
torno da matriz apds a sua exposicio a um fluido aquoso (LYRA et al., 2007). A medida que
esse processo avanga, com o decorrer do tempo, ocorrerd uma desagregacdo das cadeias do
polimero com um consequente aumento na taxa de liberacdo do farmaco para o meio (WEI et
al., 2006).

A liberacdo do farmaco a partir de sistemas de liberagdo imediata e modificada tem
sido descrita por varias teorias / modelos cinéticos. O sistema analisado neste trabalho seguiu

0 modelo de Korsmeyer-Peppas que utiliza a seguinte equacao:
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f= K" 9)

Onde f € a fracdo liberada do farmaco, t é o tempo de liberacdo, k € uma constante cinética e n
€ um expoente que caracteriza 0 mecanismo de liberacao dos farmacos (Ritger e Peppas, 1987).
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CONCLUSOES

A partir do pseudofruto do caju foi isolada uma pectina, cujo rendimento foi
11,85%, compativel com valores encontrados na literatura.

Através das caracterizacdes realizadas foi possivel confirmar ser um polissacarideo
do tipo pectina, tendo um perfil similar ao da pectina comercial citrica.

O grau de metoxilacao da pectina do caju foi determinado por FTIR (36,1%) e RMN
'H (38,3%) podendo classifica-la como sendo de baixo grau de metoxilago.

Pelos resultados obtidos de FTIR, DSC, TGA, DRX e MEV, pdde-se verificar a
ocorréncia de interagcbes entre a pectina e a mangiferina, demonstrando a ocorréncia do
encapsulamento.

No ensaio de dissolucdo, com os pH’s 1,2, 46 e 6,8, simulando o pH
gastrointestinal, o material encapsulado apresentou perfis semelhantes na liberagdo da

mangiferina.



65

TRABALHOS FUTUROS

A pectina do caju mostrou-se uma promissora alternativa, como matriz, na
utilizacdo em sistemas de entrega de drogas que buscam o controle na liberacdo, sendo
necessario a realizagdo de mais experimentos que comprovem seu potencial como matriz
encapsulante de outros bioativos, com solubilidades distintas, assim como, matriz polimérica
em outras formas de liberacdo, por exemplo, através da pele, por meio de ensaios com célula
de Franz.
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