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Resumo

A preservacao e estabilizacao de compostos lipossollUveis
nutracéuticos, e. g., 6mega-3 e 6mega-6, em meio aquoso € um
desafio e tem gerado diversos estudos. Uma das possibilidades

para se obter tais suspensdes estaveis é por meio da formacao de
nanoparticulas de quitosana. Assim, tomando o acido linoleico como
modelo, este trabalho teve como objetivo identificar condicoes de
encapsulamento que permitam estabilizar, preservar e proteger
esses compostos lipossoluveis. Para isso, foram realizados cinco
encapsulamentos, com diferentes proporcoes de surfactante
(Tween-80) e tripolifosfato. Foram avaliados, também, dois tipos de
solucoes acidas aquosas (HCI e acético) para solubilizar a quitosana
a0,1% (v/v). Os pardmetros para a determinacao da suspensao mais
estavel foram tamanho de particulas, eficiéncia de encapsulamento,
turbidez, estabilidade das fases (temperatura ambiente e a 10 °C) e
morfologia. Verificou-se que a melhor condicao para a preparacao
das NP foi a que continha 100 mg de surfactante. Quanto ao
tripolifosfato, a melhor condicao foi obtida com 20 mg e 15 mg em
meio acido acético e HCI, respectivamente.
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Introducao

Nanoparticulas de materiais poliméricos tém atraido a atencao
especialmente das industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias
por causa das suas caracteristicas funcionais. Nanoparticulas vém
sendo utilizadas para encapsular e proteger compostos bioativos,
preservando suas propriedades frente a exposicao de agentes
externos como a luz e o calor durante sua manipulacao (MORADI et
al., 2012).

Os acidos graxos poli-insaturados sao suscetiveis a oxidacao
durante o processamento e armazenamento, resultando em
diminuicao do valor nutricional e da qualidade sensorial. Desta
forma, a encapsulacao é uma alternativa para minimizar essas perdas
(GOKMEN et al., 2011).

Por causa do seu carater hidrofébico, os acidos graxos sao
frequentemente encapsulados por um agente encapsulante como
os polissacarideos, com o auxilio de um surfactante, formando
assim uma nanoemulsao. Essas nanoemulsdes sao caracterizadas
por micelas na faixa de nanémetros (SOLANS et al., 2005). Tém
aplicacoes potenciais em areas como agroindustria, solubilizando
pesticidas (WANG et al., 2007) e alimenticia, encapsulando déleos
essenciais com atividades antimicrobianas (DONSI et al., 2012).

Este trabalho teve como objetivo identificar condicoes de
encapsulamento que permitam estabilizar e preservar compostos
lipossoluveis como 6mega-3 e 6mega-6 em nanoparticulas de
quitosana, tomando o acido linoleico como modelo.

Material e Métodos

A sintese das nanoparticulas (NP) seguiu metodologia de Moura et
al. (2011). Para isso, foram preparadas previamente solucoes de
quitosana a 3,0 mg/mL em meio acido aquoso (HCI e acético, HAc)
a 0,1% (v/v). Apds a dissolucao da quitosana, foi adicionado o
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surfactante Tween 80, que variou, conforme se observa na Tabela
1. Posteriormente, 80 mg de acido linoleico (AL) foi dissolvido em
4,0 mL de ciclohexano e adicionado a solucao de quitosana pelo
processo de emulsao, utilizando-se um homogeneizador a 12.000
r.p.m. Em seguida, as NP foram formadas pela adicao do reticulante
tripolifosfato de sédio, TPP (Tabela 1).

A suspensao de NP foi analisada quanto ao tamanho de particula, a
variacao de turbidez por espectroscopia no UV-visivel, com diluicao
de 1:4 em agua, por 7 dias, em temperaturas ambiente e 10 °C e
morfologia em microscépio éptico.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) foi determinada centrifugando-
se a suspensao de NP (20.000 r.p.m., 20 minutos, 8 °C) e

o sobrenadante diluido em etanol (1:4) e quantificado por
espectroscopia no UV-visivel.

Tabela 1. Quantidade de surfactante Tween 80 e TPP utilizado a cada

suspensao.
Amostras Surfactante (mg) TPP (mg)

HAc HCI HAc HCI
1 100 100 30 30
2 150 100 20 30
3 200 200 20 20
4 50 50 20 20
5 100 100 15 20

Resultados e Discussao

A analise de tamanho mostrou distribuicao de particulas em torno de
.1000 nm. De um lado, para as NP sintetizadas a partir de solucao de
qguitosana em HCI a distribuicao foi bem heterogénea, com tamanhos
variando de 100 nm a 3.000 nm. Por outro lado, para o HAc, as NP
tiveram uma faixa de distribuicao mais estreita entre 2.000 nm e
3.000 nm.

Foi possivel observar que a amostra 3, obtida com 200 mg de
surfactante e 30 mg de TPP, apresentou a maior concentracao
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de AL no sobrenadante, indicando, portanto, baixa eficiéncia de
encapsulamento. As amostras 1 e 2 apresentaram valores de EE mais
altos, porém, foram instaveis, por causa da formacao de duas fases e
precipitado apds 48 horas (Tabela 2).

As amostras 4 e 5, embora apresentando um valor de EE ligeiramente
inferior, permaneceram bem mais estaveis, principalmente para as
amostras em HCI. Esses resultados indicam que quantidades mais
baixas de surfactante (~ 100 mg) e TPP (15-20 mg) sao ideais para
a obtencao de NP de quitosana encapsulada com AL. Dessa forma, a
condicao 5 é a mais indicada para a aplicacao futura.

Tabela 2. Concentracao de acido linoleico (AL) e eficiéncia de
encapsulamento das amostras (EE).

Amostras Conc. AL (mg/mL) EE (%)
HAc HCI HAc HCI
1 0,20 0,10 75,1 87,5
2 0,20 0,13 75,1 83,4
3 0,29 0,31 64,7 61,4
4 0,21 0,27 74,2 65,7
5 0,23 0,23 70,8 71,1

Ao analisar a turbidez da suspensao, foi observada a formacao de
precipitado ao longo de 5 dias (Figura 1). Observa-se que no tempo
zero, tanto para as amostram em HCI (HClI OD) como em HAc

(HAc _OD), a transmitancia ficou préxima de O, ou seja, as suspensdes
estavam mais dispersas, logo a turbidez foi maior. No entanto,

ao longo do tempo de avaliacao a transmitancia tendeu a 100%,
indicando que as NP se aglomeram, tornando-se maiores e causando
a diminuicao da turbidez.

Comparando-se as Figuras 1a e 1b, observa-se que as amostras
preparadas com HAc e HCIl armazenadas a 10 °C foram mais estaveis
do que aquelas em temperatura ambiente (TA), pois apresentaram a
maior percentagem de transmitancia ao final do tempo de analise.
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Figura 1. Variacao da transmitancia indicativa de turbidez das suspensdes de NP com AL
obtidas em meio (a) HCI e (b) acido acético, armazenados em temperatura ambiente (TA) e a
10 °C durante 5 dias (5D).

As suspensoes contendo AL encapsulado tendem a formar duas fases
tanto em temperatura ambiente, quanto a 10 °C. No inicio, a suspensao
apresentou aparéncia leitosa, mas ao longo do tempo se dividiu em uma
parte menos densa, com aspecto opaco e coloracao branca e outra mais
densa de aspecto mais transparente (Figura 2).

HAC e HClgoc

Figura 2. Aspectos das amostras 4 (a) e 5 (b) armazenadas por 20 dias a 10 °C e ambiente (TA).

Quanto ao aspecto visual, as amostras 1 a 4 tiveram comportamentos
semelhantes. No geral, formou-se precipitado ao longo do tempo de
armazenagem, sendo mais estaveis a 10 °C. Em exemplo tipico, para

a amostra 4 (Figura 2a), observa-se que em meio HCI armazenada por
20 dias a 10 °C a amostra permaneceu estavel (HCI10 °C), possuindo
semelhanca com a suspensao inicial, mas se desestabilizou, formando
duas fases quando armazenada em temperatura ambiente (HCITA). Para
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o HAc, nessa condicao, a formacao de fases ocorreu mesmo quando
armazenada a 10 °C (HAc10°C), sendo a formacao de fases mais intensa
em temperatura ambiente (HACTA).

Para a amostra 5 (Figura 2b), praticamente nao se observou essas
transformacoes quando armazenadas por 20 dias em temperatura ambiente
e a 10 °C. Assim, essa condicao parece ser a mais adequada para o
encapsulamento de AL.

Ao analisar as imagens das suspensoes de NP depositadas em laminas de
vidro, verificou-se que houve formacao de NP na ordem de nan6metros.
No entanto, apresentando diferencas entre as amostras em HAc e HCI
(Figura 3). No geral, as NP em HCI apresentaram tamanho menores do que
a suspensao de HAc.
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Figura 3. Imagem em microscopia éptica de NP depositadas em Iaminas de vidros para (a) HAc e
(b) HCI. No detalhe, distribuicao do tamanho de particulas.
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Conclusao

A quantidade de surfactante e TPP tém influéncia significativa na
estabilidade das suspensodes. A melhor condicao para que as suspensoes
de nanoparticulas encapsulada com acido linoleico se mantivessem
estdveis por maior intervalo de tempo foi obtida com 100 mg de
surfactante e a menores quantidade de TPP (15 mg para o HCl e 20 mg
de HAc). Estes resultados fornecem subsidios para estudos futuros com
compostos lipofilicos mais complexos como 6mega-3, 6mega-6 ou dleos
nutracéuticos.
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