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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. Por meio de espectroscopia de UV-Visivel, o estudo de liberagdo
mostrou perfis diferentes para as vitaminas C, B9 ¢ B12 em solugdo de PBS neutro, com respectiva li-
beragdo de 36%, 52% e 16% apos 2, 24 e 4 horas. Em geral, a taxa de liberagdo foi mais lenta em meio
acido.

Palavras-chave: Encapsulamento; Liberacao 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. By means of UV-Visible spectroscopy, release study shows different profiles for vitamins
C, B9 and B12 in neutral PBS solution, with a respective release of 36%, 52% and 16% after 2, 24 and
4 hours. In general, the liberation rate is slow in acid media.
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1 INTRODUCAO

As vitaminas sdo fundamentais para o crescimento normal do corpo humano e animal, desem-
penhando fungdes especificas e vitais no metabolismo e manutengdo da vida. As vitaminas, no entanto,
devem ser administradas de forma adequada; sua falta pode levar a doencas especificas (Herrmann e
Obeid, 2011), enquanto que o excesso pode ser tdxico, por isso a preocupacdo das agéncias regulado-
ras (OMS/FAO) em recomendar as doses especificas para a sua ingestao (Report of a joint FAO/WHO
expert consultation, 2004). Cerca de treze vitaminas sao reconhecidas como essenciais para a nutricdo
humana e estas podem ser classificadas em lipossoluveis, e.g., vitaminas A, D, e, K; e hidrossoluveis,
e.g., vitamina C e membros do grupo da vitamina B.

Durante o processamento ¢ armazenamento de alimentos, a maioria das vitaminas pode ser per-
dida devido a reagdes quimicas, principalmente por oxidagao. Isso € um problema, especialmente para
a nutricdo animal, area em que a conserva¢do ¢ manipulagdo nem sempre sdo adequadas. Em ragdes
formuladas para peixes em aquicultura uma preocupacao adicional ¢ a perda de nutrientes por lixiviagdo
(Soliman et al, 1987) Uma das formas de evitar ou reduzir essa taxa de degradagdo ¢é através da micro e
nanoencapsulagdo (Jang, K. e Lee, 2008; Alishahi et al., 2011).

Considerando a sua capacidade quelante e complexante, o polissacarideo quitosana tem sido
extensivamente estudado para a encapsulacdo, principalmente na area alimenticia (Zhao et al., 2011) e
farmacos (Agnihotri et al. 2004). O derivado hidrossoluvel N,N,N-trimetil quitosana, TMQ, também ¢
adequado para preparar NPs para muitas aplicagoes.

Assim, visando a estabilizacdo ou a manutengao de tais vitaminas quando usadas como aditivos
alimentares, o encapsulamento foi realizada por meio da gelificagdo i6nica da quitosana e TMQ com
tripolifosfato, TPP. Parametros especificos como o perfil de libera¢do no sistema aquoso em meio neutro
e acido serdo discutidos.

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).

2.2 Preparacio e caracterizacio das nanoparticulas
As NPs foram preparadas e caracterizadas conforme descrito na parte 1 (Britto et al., 2014).
2.3 Determinacio do perfil de liberacio.

Apos a separagdo do sobrenadante, o precipitado de NPs foi ressuspenso em 40,0 mL (para a
vitamina B9) ou 20,0 mL (para as vitaminas C e B12) de solugdo tampao de fosfato salina preparada
recentemente, PBS, (NaCl, 137,0 M + KCl, 2,7 M + Na2HPO4, 10,0 M + KH,PO,, 2,0 M, pH = 7.4),
procedendo-se a liberagdo a 25°C sob agitagao orbital (120 rpm). Em intervalos de tempo pré-determi-
nados, aliquotas foram centrifugadas, o sobrenadante separado ¢ a vitamina livre determinada como
mencionado acima. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata. Para os ensaios, em meio acido
em pH = 3,0, a solugdo de PBS foi ajustada com HCI 1,0 M.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil de liberacao

O perfil de liberagdo ¢ muito importante para definir a durabilidade tedrica da substancia en-
capsulada. Cada vitamina encapsulada apresentou diferentes perfis de liberagao em solug¢ao neutra de
PBS (Figura 1). Os sistemas de Qui-Vit C e Qui-Vit B12 apresentaram um efeito burst (liberagao inicial
rapida). Para a vitamina B12 este efeito foi menos pronunciado. Por outro lado, o sistema Qui-VitB9
apresentou um comportamento muito diferente, com uma taxa de liberacdo mais lenta, atingindo um
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patamar em 24 horas. E evidente que a propriedade particular de cada vitamina influencia o perfil de
liberagdo. A vitamina C € uma molécula pequena e bem solivel em agua, portanto, em um estado intu-
mescido ela ¢ rapidamente liberada do nanogel. A vitamina B12, embora muito soltivel em agua ela tem
um tamanho relativamente grande ¢ portanto, sua liberacdo ¢ mais lenta (Brazel ¢ Peppas, 1999). Por
outro lado, o perfil de libera¢do da vitamina B9 pode ser compreendido em fun¢do de sua solubilidade
dependente do pH. Em solugdo neutra de PBS (Figura 1) a vitamina B9 ¢ pouco soluvel e, portanto, sua
liberagdo ¢ mais lenta. O perfil de liberagao para a vitamina B9 em meio PBS acido (pH = 3,0), confirma
claramente a dependéncia da solubilidade em fung¢ao do pH (Figura 2). Em tais condi¢des, a quantidade
liberada ¢ a velocidade de liberagdo foram muito baixas em compara¢do com a liberagdo medida em
condic¢do neutra. Neste caso, a vitamina B9 tem uma afinidade muito baixa para com o solvente ¢ a sua
liberagdo ocorre de maneira muito lenta.
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Figura 1. Perfil de liberagdo para os sistemas Qui-Vit C (A ),Qui-Vit B9 (m) e Qui-Vit B12 (@) em solugdo
neutra de PBS (pH = 7.4). Detalhe: expansdo das curvas para a faixa de 0 — 5 horas.
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Figura 2. Comparagio dos diferentes perfis de liberagdo entre Qui-Vit B9 em solug@o neutra de PBS (m) ¢ em
meio acido, pH = 3.0 (0).

Um comportamento bem diferente e muito interessante foi encontrado para o perfil de liberagao
dos sistemas de TMQ, principalmente a da TMQ-Vit B9 (Figura 3). Este perfil mostrou um efeito burst
menos pronunciado quando comparado com a Qui-VitB9. O sistema apresentou uma taxa de liberagao
baixa com um aumento gradual com o tempo, atingindo 35% em 48 horas. Este ¢ um cenario positivo,
uma vez que em contrapartida a quitosana atingiu 52% em 24 horas. Evidentemente a natureza hidro-
filica da cadeia TMQ foi contrabalangada pela baixa solubilidade da vitamina B9, resultando numa
liberagdo gradual de vitamina e também da solubilizagao das NPs.
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Figura 3. Comparagdo dos diferentes perfis de liberagdo entre Qui-Vit B9 (m) ¢ TMQ-Vit B9 (@) ambos em
solucdo neutra de PBS.

4 CONCLUSAO

O efeito burst pode ser explorado em algumas aplicacdes onde é desejavel uma liberacédo inicial
grande de vitamina, seguida por uma taxa de liberagao mais lenta e constante. Uma das vantagens do
TMQ sobre quitosana foi um efeito burst menos pronunciado, principalmente a da vitamina B9. Além
disso, a ocorréncia da solubilizagdo progressiva das NPs de TMQ pode ser explorada em algumas apli-
cacdes, tais como formulagdo de ragdes para peixes. De facto, os resultados mostram a potencialidade
das NPs de quitosana ¢ TMQ-TPP como veiculo encapsulador e pode ser usado como um agente de
estabilizag¢do de vitaminas em produtos alimenticios para humanos e animais.
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