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NANOPARTICULASDE N.N,N-TRIMETIL QUITOSANA COMO
SUPORTE PARA LIBERAGAO CONTROLADA DE VITAMINAS.
1. ANALISE ESPECTROSCOPICA

Douglas de Britto', Marcia R. de Moura®, Fauze A. Aouda’, Luiz H.C. Mattoso', Odilio B.G. Assis'

'Laboratorio Nacional de Nanotecnologia para o Agronegocio (LNNA), Embrapa Instrumentagio.
*Laboratorio de Nanomedicina e Nanotoxicologia (LNN), IFSC - USP.
? Instituto de Quimica, UNESP. * britto@cnpdia.embrapa.br

Projeto Componente: PC3

Plano de Agdo: 2

Resumo

Ha um interesse consideravel na incorporagdao e estabilizagdo de vitaminas em
nanoparticulas para melhorar sua aplica¢do em areas farmac€utica ¢ alimenticia. Neste
trabalho, nanoparticulas de N, N, N-trimetil quitosana (TMC) foram sintetizadas por
gelificag¢ao ionica com tripolifosfato (TPP). As técnicas espectroscopicas (FTIR e CP-
MAS "*C RMN) permitiram uma analise detalhada da estrutura das nanoparticulas bem
como a verificagdo da incorporag@o das vitaminas.
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Introdugdo

N,N,N-trimetil quitosana (TMC) & um polieletrolito
cationico obtido por metilagio extensiva da
quitosana [1]. O derivado resultante € um
polissacarideo solivel em agua util para uma
variedade de aplicagdes e particularmente adequado
para o preparo de nanoparticulas. A TMC & um
polimero ndo-toxico e biocompativel a partir do
qual as particulas com tamanhos na faixa de 100-
200 nm podem ser facilmente obtidas através de um
processo de gelificac@o idnica, usando tripolifosfato
de sodio (TPP) como um contra-ion. Assim,
eficiencia de até 90% pode ser alcangada para o
aprisionamento de drogas, de acordo com a analise
de albumina de soro bovino como uma droga
modelo, como realizado por Xu, Du, Huang & Gao

em 2003 [2]. Varias outras aplicagdes surgiram para
TMC como nanoparticulas para libera¢do de vacina
via nasal e oral, transportadora de proteina,
liberagdo controlada de insulina e aplicagdes como
aditivo alimentar.

Particularmente na area alimenticia, o uso de
nanoparticulas comestiveis como portadora ou para
sistema de liberagao tem muitas aplicagdes
potenciais [3]. Sabores, antioxidantes, enzimas,
antibioticos e vitaminas s3o capazes de ser
encapsulada ou imobilizada em nanoparticulas,
mantendo assim a sua atividade. Vitaminas, por
exemplo, sdo compostos sensiveis e instaveis que
perdem sua funcionalidade quando expostas a
temperaturas inadequadas, luz, oxigénio e umidade.
O encapsulamento de vitaminas pode ajudar a
reduzir parcialmente algumas dessas limitagdes,

Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza, 16 a 18 de abril de 20712

159



VI Workshop da Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio

proporcionando assim uma vida atil prolongada e
estabilidade em um meio estranho.

No primeiro trabalho foram estudadas as proprieda-
des morfologicas das NPs e neste segundo sera
avaliada a estrutura quimica das NPs.

Materiais e métodos

Sintese das nanoparticulas de TMC-TPP

A TMC foi obtida pela metilagao da quitosana com
dimetilsulfato a 70°C. A sequéncia de reagdo com-
siste em agitar uma suspensao de 1,0 g de quitosana
(0,005 mol) em 16 mL de dimetilsulfato ¢ 4 mL de
agua deionizada em meio basico. Detalhes do
processo de metilagao e da caracterizagao de deriva-
tivos estdo disponiveis na literatura [1]. As
nanoparticulas foram obtidas pelo procedimento
relatado por Moura et al. [4]. O processo consiste
em uma adi¢ao continua de sodio TPP (a uma taxa
de 1 mL/min) em solugdo aquosa TMC. O processo
ocorre a temperatura ambiente utilizando um
homogeneizador (PT Polytron 3000 - Brinkmann) a
6000 rpm.

Incorporagdo das vitaminas

A preparagdo das nanoparticulas de TMC-TPP com
vitaminas incorporadas B9, B12 e C foi realizada de
maneira similar. Previamente, solu¢des aquosas de
vitaminas sao preparadas pela dissolu¢ido de uma
quantidade de vitamina. A solugdo aquosa de
vitamina € entdo adicionada 4 solu¢ao de TMC.
Nanoparticulas sdo obtidas como descrito acima
para a sintese de nanoparticulas TMC-TPP.

Caracterizagdo da nanoparticulas

As nanoparticulas foram caracterizadas por FTIR
(espectrometro Perkin Elmer, modelo Paragon
1000) e Espectroscopia de C RMN CP-MAS no
estado solido (espectrometro Varian Unity Inova
400)

Resultados e discussao

As quatro principais bandas no espectro de FTIR
que caracterizam o derivado TMC (Fig. 1) sao (de
Britto e Assis, 2007): a) 3416 cm™ que corresponde
aos estiramentos combinados dos grupos NH, e OH;
b) 1658 cm™ que & atribuida ao alongamento axial
de ligacdes C = O dos grupos acetamida (amida I);
¢) 1562 cm’, devido a deformacgio angular das
ligagdbes NH dos grupos amino e d) 1480 cm’
correspondente a deformagao angular assimétrica
das ligacdes C-H de grupos metila.

Apos a formagao das NPs, a banda em 3416 - 3438
cm’ (NH, e OH) tornou-se mais estreita (Fig. 1),
indicando um aumento das ligagdes hidrogénio entre
TPP e TMC. Para as NPs, as intensidades das
bandas de amida I (1658 cm™), NH, (1598 cm™) e
C-H de grupos metila (1480 cm™) diminuiram
consideravelmente. Outras caracteristicas impor-
tantes das NPs: a) 1248 cm’', "C", presente apenas
no espectro de TMC-TPP devido ao estiramento
vibragdo de P = O em ésteres de fosfato; b) 1060
cm’”, "D", devido ao estiramento da ligagho P-OH
que € visto sobreposto com a banda de
polissacarideo COC e c¢) 746 cm’, "E", devido a
deformagao angular de PO observados apenas no
espectro TMC-TPP.

Outra constatagdo muito importante sao as bandas
"A" ¢ "B", respectivamente em 2124 e 1736 cm™. A
primeira € uma banda pequena ¢ larga atribuida ao
ion amodnio [5], visto apenas no espectro de TMC,
mas ausente no em espectro TMC-TPP. Esta
atribuicdo, embora ndo relatada antes na literatura,
parece ser fundamental para entender a reticulagio
das NPs. De fato, apos a interagao com o TPP fon
amonio €& neutralizado e banda referente a ele deve
desaparecer. De acordo, a banda "A" estd ausente
em todos os espectros das NPs, confirmando esta
descrigao.
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Figura 1. Espectros de FTIR do derivado TMC puro
( ) e das nanoparticulas TMC-TPP (......... ).

O espectro de °C RMN CP-MAS da quitosana e
TMC foram discutidos em detalhe anteriormente
[1]. Depois da interacgao com TPP na formagao das
NPs, foram observadas alteracdes no espectro de
TMC (Fig. 2). TPP nao tem atomos de carbono
detectaveis por espectroscopia de °C RMN, mas a
sua interacdo ligagdo ccom a TMC faz com que
alguns sinais de carbono desta Gltima sofra variagao
de intensidade. A mudanga mais sensivel foi
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encontrado para sinais "1s" e "T", que, na verdade,
sao os sinais diretamente relacionadas com o grupo
amino, carregados.
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Figura 2. Espectro de "C-NMR CP-MAS no estado
solido para a TMC (. ) e TMC-TPP (......... ).

As letras O, T, D e M referem-se, respectivamente
aos sinais O-metilado, N,N,N-trimemetilado; N,N-
dimemetilado € N-mono metilado.

A espectroscopia de °C RMN foi muito importante
para verificar a encapsulagdao das vitaminas. O
espectro de TMC-TPP-VitB9 confirma claramente a
incorporacao da vitamina nas NPs (Fig. 3). Esta
molécula tem carbono em basicamente quatro
ambientes quimicos diferentes, gerando deslo-
camentos quimicos distintos. a) 25-45 ppm, "apht",
referente a atomos de carbono alifatico; b) 125-135
ppm, "ar", atribuida a atomos de carbono aromatico;
c) 145-160 ppm, "pyr", atribuida aos carbonos da
estrutura semelhante a pirimidina e d) 160-180 ppm,
"cb", referente a atomos de carbono dos grupos
carbonila. A intera¢do ioOnica NP-vitamina alterou
também a intensidade dos sinais "1s" e "lu" do
carbono C1.

No espectro da amostra TMC-TPP-VitB12, também
foram encontrados evidéncias da encapsulagdao
como: a) 5-20 ppm, "met", devido a grupos metila;
b) 25-45 ppm, "apht", carbono alifaticos de grupos
amida e c) 170-184 ppm, "cb", devido as varias
carbonila de amida.

No espectro da amostra TMC-TPP-VitC, foram
encontradas as seguintes evidencias: a) 50 ppm,
"hd", carbono em hidroxila e b) 95-100 ppm, "fur",
devido ao carbono do anel de furano.
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Figura 3. Espectro de "C-NMR CP-MAS no estado
solido para TMC-TPP-VitB9 ( ). O espectro
da TMC-TPP (......... ) foi incluido para facilitar a
comparagao.

Conclusoes

A Espectroscopia de °C RMN CP-MAS no estado
solido foi uma ferramenta muito til na caracte-
rizagdo nas NPs incorporadas com vitaminas. Esta
forneceu detalhes da estrutura quimica e das intera-
¢oes por ser uma técnica nao destrutivel.
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