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Além disso, os deslocamentos observados para as bandas v, em 3439 cm™ e 1592 cm™ referen-
te a vibracao Voo confirmam a intera¢ao quimica entre a CMD e o HDL MgAl. A adsor¢ao da CMD
na estrutura do hidroéxido € ilustrada na Figura 3b.

4 CONCLUSAO

A combinagdo de hidroxido duplo lamelar tipo hidrotalcita (MgAl) e carboximetil-dextrana
(CMD) via co-precipitagdo in situ formam novos biohibridos onde a biomoléculas intercala e adsorve
sobre a superficie da nanoparticula. O mecanismo de adsor¢ao ¢ originado da interacdo eletrostatica
entre os grupos carboxilatos da CMD e os sitios positivamente carregados do HDL. Devido ao carater
atoxico, os biohibridos HDL MgAl-CMD podem ser promissores para o desenvolvimento de nanocom-
positos com estrutura esfoliada, utilizando polissacarideos, tais como amido e quitosana.
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Resumo

A eficiéncia nutricional da ragao para peixes pode ser diminuida devido a processos de degradacdo e
lixiviagdo. Uma forma de minimizar estas perdas ¢ através da formagao de nanoparticulas (NPs). Assim,
vitaminas C, B9 e B12 foram encapsuladas em NPs de quitosana-tripolifosfato. A estabilidade das vita-
minas foi avaliada a partir da suspensdo aquosa das NPs+ vitamina (por espectroscopia no UV-Visivel)
e a partir da extracdo destas vitaminas em substrato solido (fuba) por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, HPLC. Os resultados indicaram que a NP teve um efeito positivo de preservacao das vitami-
nas, principalmente para a vitamina C. Para a forma encapsulada, a concentra¢do da vitamina C variou
de 0,22 mg/mL a 0,07 mg/mL no periodo de 3 semanas, enquanto que para a forma nao-encapsulada a
concentracdo caiu de 0,22 mg/mL a 0,00 mg/mL no mesmo periodo. Da mesma forma, para o estudo da
analise de vitamina a partir da extragdo em substrato sélido, a concentracdo da vitamina C praticamente
nao variou para o sistema NP-VitC, enquanto que para a forma ndo-encapsulada a concentragdo variou

Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora/MG, 01 a 05 de Setembro de 2014.



VIl Workshop de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio

de 0,014 mg/mL a 0,005 mg/mL. Estes resultados confirmam que a NP ¢ uma alternativa potencial para
preservacao de nutrientes da racdo de peixe.
Palavras-chave: Aquicultura; Rago de peixe; Nanoencapsulagdo; Vitaminas; Quitosana.

STUDY OF THE STABILITY OF NANOENCAPSULATED VITAMINS IN AQUEOUS SUS-
PENSION AND IN SOLID SUBSTRATES (CORNMEAL)

Abstract

The nutritional efficiency of fish feed may be decreased due to degradation and leaching. One way
to minimize these losses is by formation of nanoparticles (NPs). Thus, vitamins C, B9 and B12 were
encapsulated in NPs of chitosan-tripolyphosphate. The stability of vitamins was evaluated from the
aqueous suspension of NPs + vitamin (by UV-Visible spectroscopy) and from the extraction of these
vitamins from a solid substrate (cornmeal) by High Efficiency Liquid Chromatography, HPLC. The re-
sults indicated that the NP had a positive effect on the preservation of vitamins, especially for vitamin C.
For the encapsulated form, the vitamin C concentration ranged from 0.22 mg/mL to 0.07 mg/mL within
3 weeks, whereas for non-encapsulated form, the concentration fellow from 0.22 mg/mL to 0.00 mg/
mL in the same period. Likewise, for the analysis of vitamin from the extraction of solid substrate, the
concentration of vitamin C remained practically unchanged for the system NP-VitC, while for non-en-
capsulated form the concentration ranged from 0.014 mg/mL to 0.005 mg/mL. These results confirm
that NP is a potential alternative for preserving nutrients from fish feed.

Keywords: Aquaculture; Fish feed; Nanoencapsulation; Vitamins; Chitosan.
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1 INTRODUCAO

Na piscicultura, as ragdes administradas representam a maior parte do custo de produgdo, va-
riando de 40 a 70% (Kubitza, 2000; Kubitza, 1999). Além disto, as ragoes administradas enfrentam bar-
reiras técnicas como manter a qualidade nutricional durante o processo de preparagdo, diminuir perdas
de nutrientes por lixiviagdo, diminuir impactos ambientais pelo acimulo de residuos nos leitos aquosos.
Uma maneira para diminuir esse processo de perda ¢é através do encapsulamento. NPs de quitosana com
enfoque alimenticio tém sido amplamente reportadas na literatura, sendo objeto de revisdo em artigo
recente (Zhao, et al., 2011).

As vitaminas estdo sujeitas a processos de degradagio durante a estocagem, producao ou mesmo
utilizacdo dos alimentos, tanto para humanos quanto para animais, principalmente por oxidagdo, agdo
da luz ou da alta temperatura, e seu encapsulamento pode ser utilizado para diminuir a velocidade deste
processo e aumentar o tempo de vida dos produtos que as contém (Alishahi, 2011). Quitosana e seus
derivados sdo polimeros naturais, biodegradaveis, seguro e ndo-toxico e ideal para formagao das NPs.

Com isso em vista, a encapsulagdo das vitaminas C, B12 e B9 foi estudada a partir da sintese
de NPs de quitosana e tripolifosfato de s6dio (TPP). Parametros importantes como estabilidade das vi-
taminas em suspensdo aquosa de NP em diferentes condigdes e também estabilidade das vitaminas em
substrato solido (fuba) usados em ragao de peixe foram avaliados. Este segundo estudo trouxe também
informacao para se estabelecer uma metodologia de extragdo e analise das vitaminas por HPLC em
racao de peixe.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais
Tripolifosfato de sodio, quitosana de média massa molar (80% desacetilada), acido ascorbico,

acido folico e cianocobalamina foram adquiridos da Aldrich Chemical Company Inc. (USA). Outros
reagentes foram adquiridos da Synth (Sao Paulo). Fuba mimoso (Zilio) foi adquirido no mercado local.
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2.2 Preparaciio das nanoparticulas

Para obtengdo das NPs, 150 mg de quitosana foram dissolvidos em 50mL de solugdo de acido
acético 1% (v/v) preparada com agua destilada. Foram entdo preparadas trés solu¢des de TPP com de
67 mg, 35 mg e 69 mg de TPP em 50 mL de agua destilada. Em cada uma destas trés solugdes adicio-
nou-se respectivamente 22,5 mg (15% em relacdo a massa de quitosana) das vitamina C, B9 ¢ B12. Em
seguida, cada solucdo contendo TPP e vitamina foi colocada em uma bureta gotejada sobre a solugdo
de quitosana sob agitagao para a formagdo das NPs pelo mecanismo espontaneo de gelificacdo idnica.

2.3 Avaliacio de vitaminas em suspensiao aquosas

Suspensio aquosa de vitamina C foi colocada em estufa (Nova Etica) a 30°C ¢ mantida por 3
semanas no escuro. Duas vezes por semana aliquotas de 1 mL foram retiradas e armazenadas em gela-
deira e protegidas da luz juntamente com 1mL de solu¢do de acido metafosforico 6% (m/v). As amostras
contendo as vitaminas B9 e B12 foram armazenadas da mesma maneira, porém com 1 mL de solugdo
0,IM KOH + 0,IM KH,PO,. Solugdes aquosas das vitaminas C, B9 ¢ B12 foram submetidas a mes-
ma metodologia para servir como parametros de comparacao. Adicionalmente, degradagdo da solugao
aquosa de vitamina C em acido acético 1% também foi considerada como pardmetro de comparagao.

2.4 Preparacao das amostras em substrato sélido

Amostras NPs foram centrifugadas (Continent R da Hanil Science Industrial Co., Korea) por
30min a 12000 rpm e 4 °C ¢ apo6s a separacao do sobrenadante, as NPs foram adicionadas ao fuba numa
razdo de 4 mg de vitaminas para 10 g de fuba. No entanto, a massa de fuba foi ajustada, observando as
respectivas Eficiéncia de Encapsulacao de 42, 17 e 16% para as vitaminas B9, C e B12. Para as vitami-
nas puras (ndo-encapsuladas) ndo foi necessario este ajuste, aplicando-se diretamente a propor¢do acima
referida. Apos esta adi¢do, colocou-se um volume minimo de dgua, formando-se uma mistura homogé-
nea com o fuba. A amostra foi entdo congelada, liofilizada, e depois macerada, obtendo-se um po6 fino.

2.5 Degradaciio das amostras em substrato solido

Cerca de 100 mg de cada uma das amostras descritas acimas foram submetidas aos processos
degradativos por luz, calor, O, e umidade, descritos a seguir nos tempos Oh, 24h e 48h. Apds a degrada-
¢do as amostras foram congeladas em tubos até o dia das analises. a) amostras foram colocadas em pla-
cas de Petri e deixadas em um recipiente que continha um spot de luz com uma lampada incandescente
de 100W (127V) e forrado com papel aluminio (para refletir a luz o0 maximo possivel); b) amostras fo-
ram colocadas em placas de Petri e deixadas em estufa (Estufa para esterilizacdo e secagem, ODONTO-
BRAS), sem iluminacgao, a 80 °C; ¢) amostras foram colocadas em um cilindro com base porosa, abaixo
da qual um fluxo de O, foi conectado, e com saida de ar em cima. O fluxo de gas permaneceu passando
através da amostra por todo o periodo de tempo analisado; d) amostras foram colocadas em placas de
Petri e deixadas em estufa com circulagio de ar a 30 °C (Nova Etica) dentro da qual foi deixado também
um recipiente contendo dgua para promover a umidificagdo do ambiente.

2.6 Analise das amostras

As amostras em suspensdo foram analisadas por espectroscopia UV-Visivel (UV-1601PC, Shi-
matzu Corporation, Japao), nos comprimentos de onda de 244, 283, 362 nm para as vitaminas C, B9 e
B12. No caso das NPs, antes da andlise as amostras foram centrifugadas (MiniSpin plus, Eppendorf),
10 min a 14500 rpm.

As amostras em substrato solido foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
-HPLC (Varian, ProStar). As amostras congeladas foram adicionados 1 e 3 mL quando a amostra con-
tinha vitamina encapsulada ou ndo-encapsulada, respectivamente, de solu¢do 0,1 M de KH,PO, + 0,1
M de KOH, e elas foram submetidas a agitagao em agitador de tubos (AP 56, Phoenix), por cerca de 60
segundos, a fim de extrair as vitaminas do meio, ¢ posteriormente centrifugadas na minicentrifuga para
injecao da amostra. As condigdes cromatograficas foram: pré-coluna e coluna C18 (Microsorb, MV 100-
5, 250x4,6mm), 20 puL de injecdo, fluxo de 0,5 mL/mim, gradiente de dilui¢ao contendo inicialmente
95% da fase A e 5% da fase B, e chegando a 80% da fase A e 20% da fase B ap6s 10 minutos, sendo
A a fase aquosa (0.1 M de KH2PO4 + 0.1 M de KOH) e B a fase organica (isopropanol grau HPLC) e
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detector UV-Visivel programado para a deteccao em 243 nm, 280 e 362 nm para as vitaminas C, B9 e
B12 respectivamente.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises da quantidade de vitaminas B9 e B12 das amostras em suspensao mostram clara-
mente que estas duas vitaminas nao sofrem muita influencia em func¢ao do tempo de estocagem. De fato,
foi observado que a concentragdo das vitaminas B9 e B12 ndo apresentou variagdo significativa tanto
para a forma de suspensdo de NPs como para a solugdo pura (controle comparativo) dentro do periodo
de tempo analisado.

Ja em rela¢ao a degradagdo da vitamina C foi observado um comportamento bem diferente
(Figura 1a). A vitamina C sofre oxidagao nas condigdes ambientes e se degrada com o tempo. Por outro
lado, a degradagao desta vitamina quando encapsulada ¢ bem menor. Isto mostra que o encapsulamento
tem um efeito positivo na conservagao desta vitamina. Outro fato interessante ¢ que o meio acido acético
1% também ¢ favoravel a degradagdo da vitamina C (Figura la). Este fato coloca o uso de derivados
hidrossoluveis de quitosana como alternativa potencial no encapsulamento de vitaminas, pois o solvente
para estes derivados ¢ somente 4gua, nao empregando o 4cido acético 1% que, como visto, ¢ mais agres-
sivo a degradacao da vitamina.

O estudo da degradacao das vitaminas a partir de substratos s6lidos mostrou que a temperatura ¢
um fator significativo que provoca a degradagdo da vitamina C (Figura 1b). Nota-se claramente o efeito
positivo de preservagao da vitamina C na forma encapsulada, em que a curva de degradagdo pratica-
mente ndo variou para forma encapsulada durantes as 48 horas de analise, enquanto que para a forma
nao-encapsulada houve um decréscimo significativo na concentragdo de vitamina C. De fato, tanto no
experimento em suspensao aquosa como neste de extragdo do substrato solido, as NPs de quitosana-TPP
apresentaram excelente capacidade de preservagao, principalmente da vitamina C.

Este estudo da degradagdo e extragdo em substrato solido (fubd) também forneceu informagdo
dos parametros de HPLC a ser utilizados na extragdo da ragdo de peixe em que havera um nivel de
complexidade maior devido a presenca de varios ingredientes. Os outros parametros (umidade, luz e
oxigénio) apresentaram alguma influéncia, mas os dados ainda sdo inconclusivos. Experimentos estdo
sendo repetidos para a confirmacao dos resultados.
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Figura 1. (a) Varia¢ao da concentrag@o de vitamina C em agua (®); solucdo aquosa de acido acético 1% (m) e
suspensao aquosa de NPs (meio reacional) (A) durante 3 semanas de estocagem. (b). Variagdo da concentragio
de vitamina C encapsulada (m) e ndo-encapsulada (e) extraida do fuba durante 48 horas de degradagdo a 80°C
em estufa.

4 CONCLUSAO

Os resultados indicaram que tanto no experimento da estabilidade da vitamina em suspensdo
aquosa como no experimento de extracdo da vitamina a partir de substrato soélido (fubd), as NPs de
quitosana ¢ TPP apresentaram excelente capacidade de preservagdo das vitaminas, principalmente da
vitamina C. NP é uma alternativa potencial e viavel para preservagao de nutrientes da ragdo de peixe.
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Resumo

Nanoencapsulag¢do ¢ um processo adequado para reduzir a degradagdo de componentes instaveis. Neste
estudo, nanoparticulas (NPs) de quitosana e trimetilquitosana com tripolifosfato foram utilizadas para
encapsular vitaminas C, B9 e B12. As analises de tamanho de particula mostraram que, para uma razao
fixa de polimero:tripolifosfato, o sistema experimentou uma enorme variagdo de tamanho quando as
vitaminas foram adicionada; para a vitamina B9 o tamanho variou de 15045 nm a 809150 nm. O po-
tencial zeta confirmou que, em geral, a trimetilquitosana tem menor carga residual positiva (20 mV) em
comparacao com a quitosana (40 mV). A eficiéncia de encapsulagdo mostrou uma dependéncia entre a
estrutura da NPs e da solubilidade vitamina; o sistema mais eficientemente encapsulado foi da vitamina
B9 (~ 40%).

Palavras-chave: Encapsulamento; Liberac¢ao controlada; Nanogel; Ragdo de peixe; Nutrigdo.

CONTROLLED RELEASE OF HYDROSOLUBLE VITAMINS FROM TRIMETHY CHI-
TOSAN NANOPARTICLES

Abstract

Nanoencapsulation is a very suitable process to reduce degradation of instable components. In this study,
chitosan and trimethyl chitosan with tripolyphosphate are used to nanoencapsulate vitamins C, B9 and
B12. Particle size analysis shows that for a fix proportion polymer : tripolyphosphate, the system ex-
periences a huge size variation by vitamins addition; for vitamin B9 the size varies from 150£5 nm to
809+150 nm. The zeta potential confirms that, generally, trimethyl chitosan has lower net positive charge
(20 mV) than chitosan nanoparticles (40 mV). The encapsulation efficiency shows dependency on the
nanoparticle structure and vitamin solubility; the most efficiently encapsulated is the vitamin B9 (~40%).

Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora/MG, 01 a 05 de Setembro de 2014.



