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RESUMO

OKAMOTO-SCHALCH, N. O. Associacao de nanocelulose e nanoparticula de quitosana
na estabilizacdo de acido fo6lico (vitamina B9). 2019. 80p — Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga,

2019.

As micro/nanoparticulas de quitosana (NQ) vém sendo amplamente estudadas como
agentes encapsulantes de vitaminas, produzidos principalmente pelo método de geleificagdo
ionica com adicdo de polianion tripolifosfato de sodio (TPP). Ja as nanoceluloses (NC) sao
utilizadas essencialmente como polimeros de reforco em matrizes biodegradaveis ou
estabilizantes de emulsdes. A associagao destes polimeros ainda nao foi estudada e pode ser
interessante, visto que NQ sdo essencialmente catidnicas em meio aquoso acido e NC sao
essencialmente anidnicas, caracteristicas que devem mudar consideravelmente o
comportamento dos ativos nelas veiculados. Assim, este trabalho tem como principal objetivo
produzir e caracterizar sistemas hibridos nano/micropoliméricos de NQ e NC (quitosana e
celulose) como veiculadores acido folico (AF) também conhecido como vitamina By e avaliar
sua estabilidade (tempo, temperatura e luz) e liberacdo em pHs 4cido e basico. Inicialmente,
foram produzidas NC por hidrolise quimica com H2SO4 64% (v/v) a partir de vagem de soja
pré-tratada. A suspensdo de NC produzida foi utilizada no preparo dos sistemas hibridos NC-
NQ por dois métodos: (i) Método A: AF e NC foram adicionados na solugdo de quitosana e,
posteriormente, foi gotejado o TPP para produgao das capsulas, e (ii) Método B: AF e NC foram
adicionados na solugdo TPP e, posteriormente, esta mistura foi gotejada na solucao de quitosana
para producao das capsulas. A estabilidade do AF foi avaliada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), em amostras expostas ou ndo a luz ambiente, por 45 dias, e em
amostras submetidas ao processamento térmico (até 100°C por 30 min). Enquanto, por
Espectroscopia UV-Vis foi determinado o perfil liberagao controlada em pH 7,4 ¢ 3 ¢ a
estabilidade quando submetidas a radiacao ultravioleta (1-4h). As micro/nanoparticulas foram
caracterizadas quanto ao potencial zeta, tamanho de particula, microscopia eletronica de
varredura, espectroscopia no infravermelho e estabilidade térmica. A quantificacdo de AF por
CLAE permitiu concluir que as particulas encapsuladas em NQ apresentaram maior
estabilidade, independente da presenca de NC. Ou seja, ndo foi evidenciado um efeito positivo
na estabilidade da vitamina em func¢do do tempo pela inclusdo de NC na suspensdo. Os sistemas

hibridos foram capazes de liberar uma maior quantidade de vitamina das particulas, seja em pH



3,0 ou 7,4. E a presenca de NC aumentou a protecdo do AF contra a degradagdo pela luz
ultravioleta, provavelmente devido a capacidade de dispersdo de luz das nanoceluloses. Tanto
a morfologia quanto os resultados de ATR-FTIR indicam possivel interacdo fisico-quimica
entre estes materiais, embora fracas. A relevancia deste trabalho estd baseada na importancia

do melhor entendimento destes materiais para possiveis aplicagdes tecnologicas.

Palavras-Chave: quitosana, nanocelulose, acido folico, encapsulagao



ABSTRACT

OKAMOTO-SCHALCH, N. O. Association of nanocellulose and chitosan nanoparticle in
the stabilization of folic acid (vitamin B9). 2019. 80p — Dissertation (Master) — School of

animal Science and Food Engineering, University of Sdo Paulo, Pirassununga, 2019.

Chitosan micro/nanoparticles (NQ) have been widely studied as vitamin encapsulating agents,
mainly produced by the ionic gelation method with the polyanion sodium tripolyphosphate
(TPP) as a cross-linker. In contrast, nanocelluloses (NC) are used essentially as reinforcing
fillers in biodegradable matrices or emulsion stabilizers. The association of these polymers were
no evidenced in the literature and may be interesting, since NQ are essentially cationic in acid
aqueous solution, and MC are essentially anionic. These features should change significantly
the biological behavior of the encapsulated active compounds. Therefore, the aim of the present
study was to produce and characterize the preparation of nano/micropolymer systems (chitosan
and cellulose) as carriers of folic acid (AF), known as vitamin Bo, and evaluate its stability (time,
temperature and light) and release at acidic and basic pHs. Initially, NC has been produced by
chemical hydrolysis with 64% (v/v) HoSO4 from pretreated soybean pods. The NC suspension
produced was used in the preparation of the NC-NQ hybrid systems by two methodologies: (i)
Method A: AF and NC were added to the chitosan solution before dripping TPP solution for
the capsule production, and (ii) Method B: AF and NC were added to the TPP solution and
subsequently this mixture was dripped into the chitosan solution to produce the capsules. The
AF stability was evaluated by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), in samples
exposed or not to ambient light, for 45 days, and in samples submitted to thermal processing
(up to 100°C for 30 min). While, UV-Vis Spectroscopy determined the controlled release
profile at 7.4 and 3 pH and stability when subjected to ultraviolet radiation (1-4h).
Micro/nanoparticles were characterized for zeta potential, particle size, scanning electron
microscopy, infrared spectroscopy and thermal stability. The quantification of FA by HPLC
was improved and allowed to conclude that the encapsulated AF in NQ presented greater
stability, regardless of the presence of NC. That is, a positive effect on vitamin stability was not
evidenced by the inclusion of NC in the suspension as a function of time. Hybrid systems were
able to release a greater amount of vitamin from the particles, either at pH 3.0 or 7.4. And the
presence of NC in the sample NQ-NC-AF increased the protection of the AF against the
degradation of ultraviolet light, probably due to the ability of light scattering of nanocelluloses.
However, both the morphology and the results of ATR-FTIR indicate possible physical-



chemical interaction between these materials, although weak. The relevance of this study is
based on the importance of better understanding the material interactions for improving

technological applications.

Keywords: chitosan, nanocellulose, acid folic, encapsulation



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica do 4cido fOlico. .......cccureiieriieiieiieiiee e 17
Figura 2. (A) Modelo de geleificacdo da quitosana e TPP por interagdo entre grupos idnicos e
cationicos; (B) Nanoparticulas de quitosana TPP formadas por geleificagdo.......................... 22
Figura 3. Nanocelulose obtidas a partir da palha de soja mercerizada por hidrélise (A)
enzimatica ou (B) ACIAA. .......ccoviiiiiiicciie e et 29
Figura 4. Esquema da producao das amostras contendo solugdo de quitosana, solugdo de TPP,
solucdo de acido folico pelo método A (A) e procedimento realizado pelo método A (B). ....33
Figura 5. Esquema da producgdo das amostras contendo solucao de quitosana, solugao de TPP,
solugdo de acido folico pelo método B (A) e procedimento realizado pelo método B (B)......34
Figura 6. Vagem de soja pré-tratada ou mercerizada. ..........cocceeevieniiiniieniieniienieeeeeeeeeeee, 35
Figura 7. Esquema da producgdo das amostras contendo solucao de quitosana, solucao de TPP,
suspensao de nanocelulose e solucao de acido folico pelo método A........cceeevvveeviieenieeennnen. 36
Figura 8. Esquema da producao das amostras contendo solugdo de quitosana, solugdo de TPP,
suspensdo de nanofibra e solug¢ao de acido folico pelo método B. ........cccceveiiiiiiiiiiiinnnne 37
Figura 9. Esquema da producdo das amostras contendo solucao de quitosana, suspensao de
nanofibras e solucao de acido folico pelo MEtodo A........ccveeeiiieeiieeeiieeeee e 38
Figura 10. Esquema da producao das amostras contendo solugdo de quitosana, suspensao de
nanofibra e solucdo de 4cido folico pelo método Bi..........cccuieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e, 38
Figura 11. Imagem tirada logo apos a produ¢do das amostras contendo AF. ...........ccceeenene. 46
Figura 12. Micrografias das particulas sem AF: (A) nanocelulose - NC, (B)
micro/nanoparticulas de quitosana — NQ, e (C) micro/nanoparticulas de quitosana com
NANOCEIUlOSE — NQ-INC.....cuiiiiiiiiieeee ettt e e re e e ete e e ets e e e eabeeebseeeraeessaeeans 48
Figura 13. Micrografias das particulas contendo AF: nano/microparticulas de quitosana com
AF obtidas pelo método A (A) e pelo método B (B); nano/microparticulas de quitosana com
nanocelulose e AF obtidas pelo método A (C) e pelo método B (D), destacadas na figura. ...50
Figura 14. Curva padrao do acido folico obtido por CLAE. .........ccciiiiiiiiiieeeeeeeeee, 54
Figura 15. Quantificacdo de AF por CLAE utilizando primeira metodologia de extragao

L] P26  F OO OO PO SRS UPROSTOPRR 55
Figura 16. Quantificagdo de AF por CLAE nas amostras com prote¢ao a luz ambiente no
PEIIOAO dE 45 dIAS. .. uiiiiieeiiieiie ettt ettt ettt et e st et e et e e e et e enbe e aeeenbeeneas 57

Figura 17. Quantificacao de AF por CLAE nas amostras sem protecao a luz no periodo de 45



Figura 18. Quantificacdo de AF contido nas amostras em fun¢do da temperatura: temperatura

ambiente, 40, 60, 80, € 100 OC. ettt et e e e e e e s sttt e e e e e e e s ennnas 59
Figura 19. Espectros de infravermelho das amostras liofilizadas contendo ou ndo acido folico.
.................................................................................................................................................. 61
Figura 20. Termogramas das amostras com AF. .........cccccoiiriiieiiiieniie e 62

Figura 21. Imagens das amostras contendo AF nas concentragdes de 0,03; 0,05 e 0,08% apods

A CONTITTUZACAO. 1..vteeiietieeiie ettt ettt et e sttt e st e e bt e staeeabeesabeesseessbeenseesabeenseensseenseennseans 63
Figura 22. Curva padrao do acido folico obtido por espectroscopia no UV. ........ccccuvvevevennene. 64
Figura 23. Espectro UV-Vis das solugdes contendo AF utilizado para o célculo da EE%......65
Figura 24. Curva de degradacdo do AF em diferentes pHS.........cccooceeviieiiiniiiinieniecceeee, 67
Figura 25. Perfil de liberacdo controlada das amostras NQ-AF e NQ-NC-AF em pH 3 (A) e

(1 o) = (A 2 ) TR PSSR 68

Figura 26. Esquema de interacdo entre a nanoparticula de quitosana produzida por
geleificagdo ionica e nanocelulose na estabilizagdo de acido fOlico. ......ocevveviiniiriiniiniinnee 68
Figura 27. Estabilidade do 4cido félico em func¢do da radiacdo ultravioleta nas amostras NQ-

AF € NQ-NC-AF. et st 69



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Recomendagao didria de ingestao de vitaminas. ...........ccceeeveeerieenveenieenieerieenneeneans 18
Tabela 2. Estudos realizados com encapsulagao de 4cido fOlico. .....cceeveuvrevcriienciiieiieeeieeee, 20
Tabela 3. Estudos realizados com encapsulagao de compostos ativos utilizando quitosana e

TPP por geleificagao 10MICA. .....evueriiriirtieieeiteteete sttt sttt ettt st sbe e e b 25
Tabela 4. Producao de nanocelulose a partir de residuos agroindustriais. .............coecueerveennenn. 27

Tabela 5. Concentragao das solucdes utilizadas no preparo das amostras e seus respectivos

Tabela 6. Amostras produzidas € sUas COMPOSIGOES. ......eveerurerrrrerireriienieerireereeieesreesseenaeens 39
Tabela 7. Diametro médio e indice de polidispersao (IP) das particulas obtidos por

espalhamento de luz dinamico e potencial Zeta (mV) das suspensoes. ........cceeevveeeevveercreeenne 51
Tabela 8. Areas encontradas e suas concentragdes de AF para construgio da curva padrio...53
Tabela 9. Quantificacdo de AF utilizando a extragdo com NaOH e tampao.............ccceeueennenn. 55
Tabela 10. Eficiéncia de encapsulacao das amostras. ..........ccceeveeeiiienieeriienieeiienie e e 56
Tabela 11. Concentragdes e absorbancias encontradas para construcao da curva padrao do AF

N0 espectrofotdmetro, €M trIPIICALA. ........eecvieeriieciee ettt e e e eree e e e aaeeeaaeeens 64



SUMARIO

1. INTRODUCAO 14
2. REVISAO DE LITERATURA ....cucuumimcininscssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
20 ACIAO FOHCO ... 17
2.2, Nanoparticulas de QUITOSANGA..................cc.cccoueeeiuieeiiiieaiiee e e 21
2.3. NANOCEIUIOSE ...t 26
3. OBJIETIVOS uiiiiciiueitisenssisssessssssscssissssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssassasssssssssssssns 30
4. MATERIAL E METODOS .....oeverrerrenrensessnssesssssessessessens 31
G 1. MALETIAL ... et 31
.2, MEOOS ... as 31
4.2.1. Produgdo de particulas / SUSPENSOCS .......cccueeruireieeriieeiieniieeieenieeeteesereeseeneneeseens 31
4.2.1.1 Produgao das solucdes de quitosana, de TPP e de acido félico.................... 31
4.2.1.2  Producao das suspensodes de quitosana e acido fOlico.........ccevvvvrvnveeennenns 32
4.2.1.3 Produgdo de micro/nanoparticulas quitosana e acido folico ........................ 32

4.2.1.4 Producgdo de microcompositos contendo micro/nanocelulose,
micro/nanoparticulas de quitosana € 4cido fOliCO .......ceeeviiieiiieiiiieeiie et 34
4.2.1.5 Producao de quitosana, micro/nanofibras de celulose e &cido folico........... 37
4.2.1.6  Producdo das solugdes de quitosana, de micro/nanofibras e de 4cido folico39
4.2.2. Caracterizagdo fisica e quimica das suspensdes contendo micro/nanoparticulas. 39
4.2.2.1 Microscopia eletronica de varredura ...........ccceeecuveeecieeeeciieeriie e 39

4.2.2.2 Tamanho de particula por Espalhamento de luz dinamico (DLS) e Potencial

Zeta 40
4.2.2.3  Espectroscopia no Infravermelho (ATR-FTIR) ......cccceviiiiiiininiiniiicnene 40
4.2.2.4  Andlise termogravimeétrica (TGA).......ccovveeriuiieriieeciee e 41
4.2.3. Quantificacao de 4cido fOlICO .....ccuuiiiiiiiiie e 41
4.2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia........cccceccevieniniiniininienieicnne 41
4.2.3.2  Espectrofotometria UV-ViS.........ccceevuirriiiniiiiniieniieiieeie et 42
4.2.4. Avaliacao da estabilidade do AF .........ccoooiiiiiiiee e 43
4.2.4.1 Estabilidade em fung@o do tempo e daluz ........cceeevviieiiieiiiiiiieciee e, 43
4.2.4.2 Estabilidade em fungdo da temperatura..............cceeeeeeviienieeiieenieeieenie e 43
4.2.4.3 Estabilidade em fun¢do da radiag@o ultravioleta.............cccoeevierieniieniennnnn. 44
4.2.5. LIDEIAGAO I71 VIFO..cccccueeeee ettt e et eeeaae e e e et e e e e eataa e e eeaaaeaeeenes 44

4.2.6. ANALISE ESTATISTICA .eeeeeeenneeeeee et e e et e e e e e e e e e e e aaeeeeeeeeeeennnas 44



5. RESULTADOS E DISCUSSAQ ...coevreerrrrreerssnsnsssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 46
5.1.  Escolha do método de produgdo de sistema polimérico a base de NQ e NC para
encapsulacdo de ACIdO fOICO ..............cccooccuoiiieiiiiiiiii e 46

5.1.1. Microscopia eletronica de varredura ............cccoeeveeeiieeeiieeeiie e 47

5.1.2. Tamanho de particula por Espalhamento de luz dinamico (DLS) e Potencial Zeta

50

5.1.3. Estabilidade do acido folico por CLAE..........cccooiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 53
5.1.3.1. Padronizagdo externa do acido folico por CLAE ..........cccccvvivviieieiieeieeee, 53
5.1.3.2. Teste para quantificac@0o de AF ........ccccviiiiieiiiiieeeee e 54
5.1.3.3. Estabilidade do acido f6lico em fun¢ao do tempo e luminosidade .............. 56
5.1.3.4. Estabilidade do acido folico em fun¢ao da temperatura.............ccceeveeunenee. 58

5.2, Caracterizagdo por ATR-FTIR.............cccccoeoiiiiiiieiiiieeeeee e 59
5.3.  Andlise termogravimeétrica (TGA) .........cccoocvveeiiieeiiieeiie et 62
5.2, Quantificagdo de acido folico por Espectrometria UV-Vis..........ccccocvevrenvueavnanne.. 63
5.3.1. Padronizagdo externa da 4cido fOliCO .........ccvviieiuiiieiiiiecieccee e 64
5.3.2. Eficiéncia de encapsulagao.........cceeeuieeriieeiiieeiiieeiieeeeieeeereeesree e aaeesaee e 65

5.3.3. Estabilidade do acido félico em fun¢do do pH (perfil de liberacao controlada)..66

5.3.4. Estabilidade do acido félico em fungdo da radiacdo ultravioleta UV .................. 69
6. CONCLUSOES......coninrirensinsnscnssinssscnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 71
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ......coooeerererereeeresssesesssessssssssssesessaes 72

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....coveveeeeeeeveeeeeseessesssssssssssssasssssssssssssssssssssnsassssssssnens 73




14
1. INTRODUCAO

A encapsulacdo ¢ empregada para elaboragdo de capsulas contendo compostos ativos
onde ha o empacotamento de materiais solidos, liquidos ou gasosos, as quais podem liberar o
contetdo de forma controlada e sob condigdes especificas. As capsulas aumentam a
estabilidade, possibilitam a libera¢ao controlada do ativo, reduzem a volatilidade e a reatividade
(FAVARO-TRINDADE; PINHO, 2008).

O éacido folico (4cido pteroil-L-glutdmico) (AF), também conchecido como vitamina
By, ¢ um micronutriente essencial para a alimentagdo que ndo pode ser sintetizado pelos
humanos, sendo uma vitamina soluvel em agua. Esta vitamina pode ser encontrada
principalmente em figados, vegetais com folhas verde-escuras, como espinafre e brocolis,
lentilhas, dentre outros (DEMAN, 1999). Comercialmente, o AF ¢ composto de folatos, um
grupo de compostos com funcionalidade vitaminica. Este composto é importante na
suplementagdo de gestantes para prevenir defeitos do tubo neural em doses efetivas
(WLODARCZYK et al., 2006). No entanto, o AF pode degradar quando exposto a fatores
externos (luz, calor, oxigénio, pH, concentragao ou solugao alcalina e luz UV) e, portanto, pode
ser encapsulado para melhorar a estabilidade e garantir a biodisponibilidade (GAZZALI et al.,
2016; PEREZ-MASIA et al., 2015). Em geral, o pH baixo e os raios de luz UV séo os principais
responsaveis pela degradacdo do AF e as condi¢des limitantes para seu processamento
(GAZZALI et al., 2016).

A quitosana ¢ um polissacarideo catidnico, altamente organizado, composto por
unidades de glucosamina (B-(1-4)- 2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1-4)-2-acetamida2-desoxi-
D-glicose) e obtido por meio da desacetilagdo da quitina em meio alcalino (KUMAR et al.,
2004). A quitina, por sua vez, constitui a parede celular dos fungos, o exoesqueleto dos
artropodes, como os crustaceos e os insetos. Este polimero tem como principais caracteristicas
a insolubilidade em meio aquoso e solventes organicos, as propriedades antibacterianas, a
biodegradabilidade e a baixa toxicidade (DEVI; DUTTA, 2017). As nanoparticulas de
quitosana (NQ) podem ser obtidas por meio de geleificacdo idnica com tripolifosfato de
s6dio(TPP), onde o TPP promove a coagulaciao da solugdo, pois os grupos amino (cations) da
quitosana ligam-se aos fosfatos (anions) do TPP (JANES; ALONSO, 2003). Elas também
podem ser produzidas através da polimerizagdo em molde pela adicdo de acido metacrilico,
onde ocorre a protona¢do dos grupos NH> da quitosana (MOURA; AOUADA; MATTOSO,
2008).
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As vitaminas C, By e B> foram encapsuladas com quitosana preparadas tanto por
geleifica¢do idnica quanto por polimerizagdo em molde (BRITTO et al., 2012, 2014). Foi
observado que o método de geleificagdo i6nica foi capaz de produzir nanoparticulas mais
estaveis. O diametro das particulas variou de acordo com a vitamina, sendo que as particulas
contendo vitamina Bg foram maiores (809 nm) que as demais (325 nm), e maiores quando
comparadas com o controle NQ (150 nm). A encapsulagdo das vitaminas depende tanto da
estrutura das nanoparticulas, quanto da solubilidade das vitaminas, sendo que a vitamina Bo ¢
praticamente insoluvel em meio acido, o que justifica o maior tamanho das particulas (BRITTO
etal., 2012).

Outro carreador de compostos ativos importante ¢ a celulose. Esta, por sua vez, ¢ o
polissacarideo mais abundante do planeta, sendo o constituinte principal da parede das células
vegetais. A estrutura da celulose ¢ composta por duas moléculas de glicose eterificadas por
ligagdes B-1,4-glicosidicas (DAMODARAN; FENNEMA, 2008). Na parede celular dos
vegetais, as microfibrilas de celulose sdo agrupadas por hemiceluloses, sendo posteriormente
circundadas em uma matriz de hemiceluloses e lignina (associadas por meio de interagdes
fisicas e ligagdes covalentes). A partir dessas interacdes, sucessivas estruturas sao formadas,
dando origem a parede celular das fibras. As moléculas de celulose se agregam na forma de
microfibrilas na qual regides altamente ordenadas (cristalinas) se alternam com regides menos
ordenadas (amorfas) (ANSELL; MWAIKAMBO, 2009). Como consequéncia dessa estrutura
fibrosa, a celulose possui alta resisténcia a tragdo e € insolivel na maioria dos solventes.

Suspensdes de nanocelulose tém sido obtidas a partir de diversas fontes
lignoceluldsicas (KARGARZADEH et al., 2017b), dentre elas a palha da soja mercerizada
(MARTELLI-TOSI et al., 2017b, 2018). A producao de graos de soja, chegou a 96,3 milhdes
de toneladas em 2016 (FAOSTAT, 2018), sendo que a palha corresponde a 1,2 a 1,5 vezes a
quantidade de graos (BOSE; MARTINS FILHO, 1984) e normalmente ¢ descartada na lavoura
durante a colheita. A palha de soja consiste uma importante fonte de material lignoceluldsico
(biomassa) com 35% de celulose, 21% lignina insoluvel em acido, 17% de hemiceluloses, 11%
de cinzas, 1% lignina soluvel e outros constituintes como proteinas, pectina e substitutos do
acido glucuronico (CABRERA et al., 2015; MARTELLI-TOSI et al., 2017a; WAN; ZHOU;
LI, 2011), que variam de acordo com o gendétipo da planta (ALEMDAR; SAIN, 2008). NC
também tém sido utilizados como sistemas veiculadores de farmacos (AKHLAGHI et al., 2014;
CHAUHAN; YAN, 2015; JACKSON et al., 2011; KOLAKOVIC et al., 2012; QING et al.,
2016). Os grupos hidroxilas (OH) da superficie de NC sdo capazes de se ligar aos grupos
hidrofébicos ou nao ionizados de outros compostos. Além disso, NCs obtidas por hidrélise com

4cido sulftrico apresentam grupos OSO*” que caracterizam o caréter anidnico dessas particulas.
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Outras propriedades desejaveis das NCs para serem usadas como carreadores sdao: razao de
aspecto (comprimento/didmetro) e grande superficie de contato. Géis ou filmes de nanocelulose
foram utilizados como matrizes carreadoras de medicamentos insoluveis em agua através da
adsor¢ao destas substancias na matriz fibrosa (KOLAKOVIC et al., 2012).

A hipotese deste trabalho ¢ que o sistema hibrido associando NQ e NC aumenta a
estabilidade e possibilita a liberag@o controlada do ativo.

Até o presente, ndo ha relatos sobre o estudo da associacdo de NQ e NC para
estabilizacao de compostos ativos. Assim, este trabalho tem como principal objetivo um estudo
exploratorio para verificar a associagao destes polimeros e sua agao na estabilidade de acido
folico. As micro/nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao potencial zeta, tamanho de
particula, microscopia eletronica de varredura, espectroscopia no infravermelho e estabilidade
térmica. As amostras produzidas com acido folico foram avaliadas quanto ao seu perfil de

liberacao controlada e a degradagao na luz ultravioleta.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Acido Foélico

As vitaminas s3o normalmente divididas em duas classes: as lipossoluveis, tais como
A (retinol), D> (ergocalciferol), D3 (colecalciferol), E ( a-tocoferol) e K; (filoquinona) e as
hidrossoluveis, tais como B; (tiamina), B> (riboflavina), B3 (niacina), Bs (4cido pantaténico),
Bs (piridoxina), B7 (biotina), By (4cido félico), Bi> (cobalamina) e C (4cido ascorbico)
(BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). A recomendagdo diaria de vitamina varia de
acordo com a idade e sdo apresentados na Tabela 1. Para criancgas (1-4 anos), recomenda-se 200
mg de AF diariamente e para idades superiores a 10 anos, a recomendagao ¢ o dobro, enquanto
para gestantes ou lactantes, o triplo.

Neste trabalho, optou-se por estudar a encapsulacdo de uma das vitaminas
hidrossoluveis: o acido folico (acido pteroil-L-glutdmico) também conhecida como vitamina
Bo, visto que ¢ um micronutriente essencial para a alimentagdo que nao pode ser sintetizado
pelos humanos. A estrutura quimica do AF estd apresentada na Figura 1. O derivado
tetrahidrofolato do acido folico € o cofator de enzimas que quebra as unidades de carbono em
varios estados oxidativos, como residuos de grupos aldeidos ou hidroximetilas. A degradagao
térmica ocorre pela clivagem das moléculas de folato devido a perda de porcdes de acido
glutamico. Neste processo, os folatos (uma mistura de tetrahidrofolatos de poliglutamil e
residuos de glutamato) sdo divididos entre a ligacdo C-9 e N-10, produzindo compostos de
pteridina e p-aminobenzoilglutamato que ndo possuem atividade biologica (JANENICKE,

1970).

Figura 1. Estrutura quimica do 4cido folico.

Fonte: Adaptado de MATTOS, D. L. C. et al. Quim. Nova,. v. 34, n. 2, p. 335-340, 2011.



Tabela 1. Recomendagao diaria de ingestao de vitaminas.
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Idade A(mg D(ug E(mg) C(mg) Bi(mg) B:(mg) Bi(ng) Be(ng) Br(ng) Bo(ng) Biz(ng)
Retinol)

<1 0,5-0,6 10 3-4 50-55 02-04 0,3 2-5 0,1-0,3  5-10 60-80 0,4-0,8
1-4 0,6 5 6 60 0,6 0,7 7 0,4 10-15 200 1,0
4-10 0,7-0,8 5 8-10 70-80 08-1,0  09-1,1  10-12 0,5-0,7  15-20 300 1,5-1,8
10-15 09-1,1 5 10-14 90-100  1,0-1,3  1,2-1,6  13-18 1,0-1,4  20-35 400 2,0-3,0
15-25 09-1,1 5 15 100 1,0-1,3  12-1,5  13-17 1,2-1,6  30-60 400 3,0
25-51 08-1,0 5 14 100 1,0-1,2  12-14  13-16 1,2-1,5  30-60 400 3,0
52-65 08-1,0 5 13 100 1,0-1,1  12-1,3  13-15 12-1,5  30-60 400 3,0
>65 0,8-1,0 10 12 100 1,0 1,2 13 12-1,4  30-60 400 3,0
Mulher gravida 1,1 5 13 100 1,2 1,5 15 1,9 30-60 600 3,5
Mulher lactante 1,5 5 17 150 1,4 1,6 17 1,9 30-60 600 4,0

Adaptado de BELITZ, H. D.; GROSCH, W.; SCHIEBERLE, P. FOOD CHEMISTRY. [s.1.] Springer, 2009.
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O é4cido folico permite que o corpo execute muitas fungdes essenciais, incluindo a
prevencao de deformidades fetais principalmente na formagao do tubo neural, sendo, portanto,
extremamente indicado para mulheres gravidas (WLODARCZYK et al., 2006). Também
desempenha papel importante no metabolismo de diversos aminoacidos, portanto sendo
fundamental na sintese de DNA (VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010).

Por nao ser sintetizado pelo organismo, a deficiéncia de folato pode ocorrer de diversas
formas: ingestdo alimentar insuficiente, falhas na absorcdo e aumento na necessidade e na
excre¢ao (VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010). Nos alimentos, a ocorréncia das vitaminas esta
principalmente relacionada com sua solubilidade. As principais fontes de AF sdo: vegetais
escuros, figados, lentilhas, dentre outros (DEMAN, 1999). No entanto, sabe-se que o AF ¢
geralmente instavel e diferentes fatores estdo associados a esse fenomeno. Cinco fatores podem
degradar o AF: a luz, calor, oxigénio, pH e a concentracdo. O AF possui estabilidade em
temperaturas amenas, pH entre 8 ¢ 10 (LIANG; ZHAO; HAO, 2013) e baixa estabilidade na
presenga da luz UV A e UV B (GAZZALI et al., 2016; PEREZ-MASIA et al., 2015). Estudos
mostram que a radiagdo UV ¢ capaz de degradar o AF, produzindo o 4cido pterina-6-carboxilico
e o acido p-aminobenzoil-1-glutamico (AKHTAR; KHAN; AHMAD, 2003). Akhtar, Khan e
Ahmad (2003) estudaram a fotodegradacao do acido folico em diferentes pHs. A concentragao
de AF inicial era de 5,00 x 10° M e chegou a 3,63 x 10° M em 5 horas de exposi¢io a radiacdo
UV e pH de 5,5. Eles também estudaram o perfil da taxa de pH e demonstraram que o AF em
meio acido ¢ altamente suscetivel a fotolise. Off et al. (2005) também estudaram a
fotodegradacao do acido folico e quando exposto a radiacdo UV, e observaram que seu espectro
de absor¢do muda. A absorbancia nos comprimentos de onda menores (<270 nm) aumenta,
enquanto o pico de absor¢ao em 280 nm e o ombro em 300 nm diminuem. O pico a 350 nm ¢
desviado para comprimentos de onda mais longos apds 20 minutos de exposicao aos raios UV.
Apos 40 min este pico € deslocado para comprimentos de onda menores, indicando que a
fotodegradagdo do AF ¢ um processo de duas etapas e que um fotoproduto intermediario ¢
formado.

Neste contexto, a encapsulacdo ¢ uma alternativa promissora para melhorar a
estabilidade e assegurar a atividade biologica do AF e viabilizar sua aplicacdo em alimentos e
farmacos. Pesquisadores tem investigado varias metodologias para encapsular este
micronutriente. A Tabela 2 apresenta resumidamente os estudos que foram realizados
encapsulando o acido folico, o material utilizado, a concentracdo de AF e a eficiéncia de

encapsulacao obtido.
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Pérez-Masia et al. (2015) estudaram a encapsulagdo de acido folico utilizando dois
polimeros diferentes: proteina concentrada de soro de leite (WPC) e amido resistente. Eles
também utilizaram duas técnicas distintas de producdo, uma por spray drying e outra por
eletropulverizagdo. Verificaram que a eficiéncia de encapsulagao (EE) foi maior para o
polimero WPS (83,9 + 7,8) enquanto o de amido resistente foi de 52,5 + 7,6 no processo por
spray drying. Entretanto o processo utilizado nao teve efeito significativo na EE. Também foi
avaliado a estabilidade durante o armazenamento e observaram que o WPC protegeu o acido
folico contra a degradacdo em ambas as situagdes (solugao aquosa e seco). Pelo contrario, as
particulas contendo amido resistente diminuiram a estabilidade do &cido folico quando as

capsulas foram suspensas em soluc¢do aquosa.

Tabela 2. Estudos realizados com encapsulagao de acido folico.

Referéncia Material de encapsulacio [AF] EE (%)
Perez-Masia et WPS ou amido de milho (spray 1,5% m/m de polimero 44 a 84
al.(2015) drying e eletropulverizagao)

Lopera et al. Maltodextrina e goma arabica  3,3% m/m (seco) 88 a 98
(2009)

Alborzi, Lim e Alginato e pectina (fibras 9,5 e 16,1 mg/g fibra -

Kakuda (2013) eletromagnéticas)

Aceituno-Medina  Fibras de amaranto 100 mg/g de 95,6 £0,2
et al. (2015) biopolimero

Britto et al (2014) Quitosana e trimetil quitosana  15% m/m de quitosana 42,4 a 44,8

Fonte: Propria autoria.

Lopera et al. (2009) utilizaram como materiais encapsulantes a goma arabica e a
maltodextrina e a concentracdo de AF de 1% m/m, sendo ap6s a secagem uma concentracao de
1,5 mg de AF em 46 mg de microparticulas (3,3% m/m). Eles estudaram a influéncia de
diferentes propor¢des dos materiais encapsulantes (100:0, 80:20, 70:30, 50:50 considerando
goma arabica: maltodextrina) e encontraram a melhor EE de 97,34% + 2,43 para a amostra
50:50. Ja as amostras 70:30 e 80:20 obtiveram os menores resultados 88,95% + 1,62 e 88,05%
+ 2,29, respectivamente. Quando a goma e a maltodextrina sao adicionadas em concentragdes
semelhantes, hd a formacdo de uma dupla camada, onde o AF ¢ cercado por goma e sdo
penetradas com as pequenas moléculas de maltodextrina, que agem como um aglutinante,
formando assim uma dupla parede pouco porosa que favorece o aprisionamento de AF.

Entretanto, nas misturas de 70-30 e 80-20, existe uma competi¢ao entre a disposi¢ao da goma
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e a maltodextrina na interface, formando uma camada interna mais fraca que a de 100% goma,
e por outro, a quantidade do carboidrato na camada externa nao ¢ suficiente para dar origem a
uma boa acao de ligacao.

Alborzi, Lim e Kakuda (2013) estudaram a encapsulacdo de AF com o uso de alginato
de média viscosidade (MSA) e baixa viscosidade (LSA) e pectina de alta metoxilagao (PEO).
Os autores observaram que a estabilidade do acido folico encapsulado nestas fibras a pH 3 sob
condigodes escuras e claras, em 3% MSA / PEO (70/30) e 5% LSA / PEO (70/30), alcangou
cerca de 97% de retencdo apos 41 dias de armazenamento no escuro. Entretanto, o 4cido folico
nao encapsulado foi completamente degradado no primeiro dia de armazenamento quando
exposto a luz, e no escuro, 8% de 4cido folico ndo encapsulado ndo degradou apos 1 dia de
armazenamento em pH 3. Esses resultados mostraram que essas particulas produzidas sdao
promissoras para proteger acido folico em condi¢des de baixo pH na auséncia de luz, mas eles
forneceram prote¢do minima contra a reagao de degradagao induzida pela luz.

Outro estudo realizado com o AF foi para encapsular com amaranto para fotoprote¢ao
do composto ativo (ACEITUNO-MEDINA et al., 2015). Obtiveram EE de 95,6% + 0,2 e
quando exposto aos raios UV, o acido félico nao protegido foi degradado, o que provocou uma
mudanga em seu espectro de absor¢do na regido entre 320-370 nm e os maximos de absor¢ao
foram deslocados para comprimentos de onda mais curtos (320nm), essas alteragdes foram
observadas ap6s 60 min de exposi¢do a UV em solu¢do de PBS pH 7. J4 o AF encapsulado nao
teve alteracdo do espectro.

Outra pesquisa realizada com encapsulagao de AF (na concentragdo de 15%) foi
utilizando trimetil quitosana (TMC) e quitosana de médio peso molecular por reticulacdo com
TPP (BRITTO et al., 2014). Quando comparado a EE a TMC apresentou 44,8% de eficiéncia
enquanto a quitosana/TPP 42,4%. Também avaliaram a encapsulacdo com quitosana em outras
concentragdes de AF, 10% e 5%, e a EE encontrada foi mais baixa (5,7%) na concentragao de
5% de AF. Assim, as nanoparticulas de quitosana sdo promissoras para encapsulacdo de

vitaminas, entretanto a eficiéncia de encapsulagdo deve ser melhorada.

2.2. Nanoparticulas de quitosana

A quitosana (Ch) ¢ um polissacarideo cationico composto essencialmente de unidades
de glucosamina (poli-((1—4)-2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose) (Figura 2A) e tem sido
bastante estudada devido a sua biodegradabilidade, habilidade em formar filmes, propriedades
antifingicas e antimicrobianas (DEVLIEGHERE; VERMEULEN; DEBEVERE, 2004;
DUTTA et al., 2009; NO et al., 2007; VASCONEZ et al., 2009). A quitosana ¢ produzida a
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partir da desacetilacdo da quitina, um polissacarideo natural encontrado principalmente na
parede celular dos fungos e no exoesqueleto dos artropodes, como revisado por Kumar (2000).

As técnicas de producao de particulas usando quitosana incluem: geleificagdo ionica,
spray drying, separacao por emulsao de fase, coacervagdo simples e complexa, recobrimento
com solucdo coating, como descrito na revisao de Peniche et al. (2003). A capacidade de
geleificacdo em contato com polidnions especificos consiste em uma propriedade muito
interessante da quitosana. Esse processo se deve a formacdo de reticulagdo inter e
intramolecular mediada por esses polianions (KUMAR, 2000). A natureza mucoadesiva torna
a quitosana uma boa alternativa para prolongar o tempo de permanéncia e aumentar o tempo de
liberagdo de compostos ativos no trato gastrointestinal. Devido a essa propriedade, a quitosana
¢ usada em produtos de emagrecimento, pois se liga a gordura no trato gastrointestinal
(SHAHIDI; ARACHCHI; JEON, 1999). Além disso, a quitosana ¢ insoluvel em pH acima de
6,5. Os grupos aminas sao altamente reativos e podem ainda ser modificados (BRITTO et al.,
2012).

Nanoparticulas de quitosana (NQs) podem ser obtidas por geleificacdo idnica com
tripolifosfato (TPP) de sodio (JANES; ALONSO, 2003) ou por polimerizacao em molde pela
adicao de poli(acido metacrilico) (MOURA; AOUADA; MATTOSO, 2008).

No primeiro caso, o TPP atua como um contra-ion provocando a coagulacio da mistura
pela formagao de ligagdes intra e intermoleculares entre os fosfatos negativamente carregados
do TPP e os grupos amino positivamente carregados da quitosana, segundo o modelo e imagem
ilustrativa da Figura 2. E importante ressaltar que as NQs obtidas por geleificagdo iénica, em
baixas concentragdes (0,2%, 0,5% e 0,8% m/m), ndo apresentaram toxicidade em estudos in

vitro (LIMA et al., 2010).

Figura 2. (A) Modelo de geleificagdo da quitosana e TPP por interagdo entre grupos ionicos e

cationicos; (B) Nanoparticulas de quitosana TPP formadas por geleificagdo.
(A) (B)

EMBRAPA 2 Sl S 20KV X100,000 WD 30mm  100nm

Fonte: Esquema adaptado e microscopia de nanoparticulas de quitosana obtidas por microscopia

eletronica de varredura de alta resolugdo (Embrapa Instrumentag@o).
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No segundo caso, quando a polimerizagdo comega, ocorre a protonagao dos grupos
NH> da quitosana pelo poli(acido metacrilico). Segundo Aouada (2009), a propagacdo das
cadeias resulta em um aumento de densidade de carga, de modo que, ao tornar-se critica, os
complexos polieletrélitos insoltiveis entre a quitosana e o poli(acido metacrilico) se formam
através de interacoes eletrostaticas.

A grande variedade de estudos encontrados na literatura mostram o crescente interesse
na encapsulacdo de compostos ativos, tanto compostos hidrofilicos como hidrofébicos em NQs
produzidas por geleificagdao ionica. O tamanho destas particulas varia consideravelmente de
acordo com a concentragao de Ch e TPP (CARVALHO et al., 2019; FAN et al., 2012), além
de outras varidveis, como velocidade de gotejamento, altura entre gota de TPP e a solucdo de
quitosana, dentre outras (FAN et al., 2012; HASSANI et al., 2015).

Fan et al. (2012) estudaram a producdo de nanoparticulas de quitosana e TPP
utilizando quitosana de baixo peso molecular com alto grau de desacetilagdo. Os resultados
indicaram que o tamanho das particulas aumentou com o aumento da concentra¢do de quitosana
ou TPP. Para evitar a formagdo de micro-particula, a concentragdo de quitosana ou TPP deveria
ser inferior a 1,5 mg/mL e 1,0 mg/mL, respectivamente. A medida que a concentragio de
quitosana aumenta (at¢ 2 mg/mL), as moléculas de quitosana se aproximam, formando
particulas maiores, mas ainda em nanoescala. Acima desta concentracdo, verificaram que as
microparticulas sdo facilmente formadas, provavelmente devido a abundancia de moléculas de
quitosana envolvidas na reticulagao de uma unica particula. Eles também avaliaram o aumento
do volume de TPP de 2,5 mL para 3,6 mL, com uma solucao de 10 mL de quitosana 0,5 mg/mL.
O tamanho de particula diminuiu gradualmente de 172 nm para 133 nm devido ao aumento da
reticulagdo entre Ch e TPP, entre 2,5 mL ¢ 3,3 mL de TPP. Quando o volume aumentou de 3,3
para 3,5 mL, o tamanho das particulas aumentaram drasticamente para 237 nm, pois as
moléculas de quitosana estavam reticuladas e o excesso de TPP levaria a formacao da particula
com maior nimero de moléculas de quitosana, resultando em maior tamanho. J4 com 3,6 mL
de TPP resultou em precipitacdo de particulas ja que a baixa densidade de carga na superficie
ndo foi manteve a estabilidade.

Moura et al. (2009) também estudaram a influéncia das concentragdes de quitosana e
TPP nos valores de tamanho das particulas. Um aumento gradual no tamanho das particulas foi
observado com o aumento da concentracdo de Ch e TPP. As nanoparticulas com menor
tamanho (85 nm) foram obtidas quando foi utilizada a concentracao de 2,14 ¢ 0,3 mg/mL de
Ch e TPP, respectivamente.

Quando usadas para encapsulacdo, normalmente as particulas se tornam maiores pois

contém o composto ativo encapsulado. A Tabela 3 apresenta os resultados de tamanho de
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particula e EE de alguns estudos realizados com encapsulacao por geleificagdao idnica e as
concentragdes de quitosana, TPP e ativo que foram utilizadas nesses trabalhos.

Na encapsulagao de carvacrol (KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011), a EE e o tamanho
de particula variaram com a concentragdo do ativo. A concentragao de quitosana ¢ TPP nao
mudou, foi de 6 : 0,67 mg/mL, respectivamente. As menores particulas foram as que nao
continham composto ativo (518,5 nm + 17,1) e este tamanho foi maior com o aumento da
concentragdo de carvacrol, quando adicionado 1:1,25 de quitosana : carvacrol o didmetro médio
encontrado foi de 716,8 nm + 56,7. Ja a EE variou de 13,6% £+ 2,2 a 31,4 % *1,3, sendo o maior
valor encontrado referente a concentracao de carvacrol de 1,2% ¢ ao adicionar 1,5%, a EE
diminuiu pela limitagdo de encapsulagao.

Britto et al. (2012), estudaram a encapsulagdo das vitaminas C, By e B12 com N, N, N-
trimetilquitosana preparada por geleificagcdo idnica. A medig¢ao do potencial zeta e a analise do
tamanho das particulas demonstraram que o tamanho das nanoparticulas, sem as vitaminas, foi
otimizado (196,8 nm) quando as menores quantidades de quitosana e TPP foram usadas, ou
seja, 0,86 mg mL™' e 0,114 mg mL", respectivamente. A medida que as concentragdes de
quitosana ¢ / ou TPP aumentam, o tamanho resultante das nanoparticulas aumentam
consideravelmente. Quando as vitaminas (Bo, B12 e C) foram testadas como aditivos, e em geral,
a incorporac¢do de vitaminas aumentou todos os tamanhos originais de nanoparticulas, sendo
que carregado com vitamina C o didmetro maximo foi de 534 nm =+ 20. A presenca de vitaminas
também diminui o potencial zeta, com uma excecao observada quando se usa vitamina C.

Em outra pesquisa, a concentragao de quitosana (3 mg/mL) e TPP (0,7 mg/mL) foi
fixa (BRITTO et al., 2014). A andlise do tamanho das particulas mostrou que, o sistema teve
grande varia¢do no tamanho com a quantidade de vitaminas adicionadas: por exemplo, para a
vitamina Bo, o tamanho de particula variou de 150 nm £+ 5 a 809 nm + 150. A EE foi de 42,2%,
31,0% e 5,7% para diferentes concentragdes de vitamina: 15%, 10% e 5% de vitamina
respectivamente. Além disso, verificou-se diferentes perfis de liberag@o para as vitaminas C, Bo
e B2 em uma solugdo neutra. A liberagdo méaxima de vitamina C ocorreu ap6s 2 h e com
liberacao de 36%, ja a vitamina By foi com 24 h e com liberacao de 52% e a vitamina B> teve
liberacao de somente 16% com 4 h.

Hosseini et al (2013) também estudaram a liberagdo controlada do OEO e verificaram
que a concentracdo do ativo influenciou sua taxa de liberagdo. A nanoparticula com 0,5 mg/mL
de OEO liberou cerca de 82% em 3 horas enquanto a amostra com 8,0 mg/mL de OEO liberou

12% no mesmo periodo.
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Tabela 3. Estudos realizados com encapsulagao de compostos ativos utilizando quitosana e TPP por geleificagao idnica.

Referéncia Composto ativo Composto ativo [Ch] x [TPP] Solugdo onde foi Tamanhode EE

e concentracao (mg/mL) adicionado o particula (%)

(mg/mL) composto ativo (nm)

Britto et al. (2014) AF 0,225 1,5x 0,35 TPP 809 + 150 42,4
Britto et al. (2014) AF 0,15 1,5x 0,35 TPP - 31,0
Britto et al. (2014) AF 0,075 1,5x 0,35 TPP - 5,7
Britto et al. (2014) AF 0,225 1,0 (Ch modificada) x 0,30 TPP 606 £ 10 44.8
Britto et al. (2014) Vitamina C 0,225 1,5 x 0,67 TPP 325+24 17,1
Britto et al. (2014) Vitamina C 0,15 1,5x 0,67 TPP - 28,0
Britto et al. (2014) Vitamina C 0,075 1,5x 0,67 TPP - 15,0
Keawchaoon e Yoksan (2011) Carvacrol 1,5 6x2,5 Ch 532,5 13,6
Keawchaoon e Yoksan (2011) Carvacrol 3,0 6x2,5 Ch 543,9 20,0
Keawchaoon e Yoksan (2011) Carvacrol 4,5 6x2,5 Ch 575,6 17,7
Keawchaoon e Yoksan (2011) Carvacrol 6,0 6x2)5 Ch 695.9 31,4
Keawchaoon e Yoksan (2011) Carvacrol 7.5 6x2,5 Ch 716,8 27,8
Hosseini et al. (2013) Oleo essencial orégano 0,5 5,0x2,0 Ch 309,8 247
Hosseini et al. (2013) Oleo essencial orégano 1,0 5,0x2,0 Ch 331,4 14,7
Hosseini et al. (2013) Oleo essencial orégano 2,0 5,0x2,0 Ch 366,6 8,53
Hosseini et al. (2013) Oleo essencial orégano 4,0 5,0x2,0 Ch 402,2 5,45

Fonte: Propria autoria.



26

Oleos essenciais também foram encapsulados utilizando a técnica de geleificagio

i6nica, como o 6leo essencial de orégano (OEO) (HOSSEINI et al., 2013). Por ser um composto
hidrofébico, foi feito em duas etapas, sendo a primeira a emulsificagio Oleo-dgua e
posteriormente a geleificacdo. Foi utilizado a quitosana de peso molecular médio na
concentracdo de 5 mg/mL e TPP na concentra¢do de 2 mg/mL. A concentracdo do composto
ativo foi variada (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg/mL). A EE variou de 5,45% =+ 0,45 a 24,72% +
4,39 para a menor concentragdo de OEO e para a maior concentragdo de OEQ, respectivamente.
O tamanho de particula das amostras sem ativo foi de 281,5 nm + 24,1 enquanto o maior

tamanho encontrado foi nas particulas com a maior concentracdo de OEO (402,2 &+ 10,7).

2.3. Nanocelulose

As fibras vegetais sdo sistemas complexos e extremamente abundantes no Brasil,
possuem diferentes propriedades quimicas, fisicas e mecanicas. Elas podem ser originadas ou
nao de residuos, entretanto atualmente ha um crescente interesse no uso de residuos
agroindustriais, como pode ser observado na Tabela 4.

Estudos realizados com a palhada de soja indicam que a composi¢ao da palhada de
soja (constituida de caule, folhas e vagem) ¢ de 35 - 40% de celulose, 17 - 23% de hemicelulose,
11 - 21% de lignina insoluvel em acido, 1 - 2,3% de lignina soltivel em 4cido e outros como
cinza, proteina e pectina (CABRERA et al., 2015; WAN; ZHOU; LI, 2011).

As microfibrilas tem atraido muita atengcdo pois tem excelentes propriedades
mecanicas sendo um polimero natural, biodegradavel. A celulose ¢ o principal constituinte da
parede celular de vegetais, sendo o polissacarideo mais abundante da Terra. A estrutura da
celulose ¢ composta por duas moléculas de glicose eterificadas por ligacdes b-1,4-glicosidicas
(DAMODARAN; FENNEMA, 2008). Na parede celular dos vegetais, as microfibrilas de
celulose sdo agrupadas por hemiceluloses, sendo posteriormente circundadas em uma matriz de
hemiceluloses e lignina (associadas por meio de interacdes fisicas e ligagdes covalentes). A
partir dessas interagdes, sucessivas estruturas sao formadas, dando origem a parede celular das
fibras. As moléculas de celulose se agregam na forma de microfibrilas na qual regides altamente
ordenadas (cristalinas) se alternam com regides menos ordenadas (amorfas). Como
consequéncia dessa estrutura fibrosa, a celulose possui alta resisténcia a tracao e ¢ insolivel na

maioria dos solventes.



Tabela 4. Producao de nanocelulose a partir de residuos agroindustriais.
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Residuo Tratamentos para o processamento das NCs Dimensdes das NCs Referéncias
agroindustrial
Palha de trigo(WS) Tratamento alcalino, acido e mecanico WS: didmetro:30 - 40 nm (ALEMDAR; SAIN, 2008)

e palha de soja
(SB)

SB: Diametro 20 - 120nm
Comprimento: > 100 nm

Palha de trigo Tratamento alcalino e a vapor, seguido de tratamento  didmetro: 10-50 nm (KAUSHIK; SINGH, 2011)
acido (HCI)
Beterraba Tratamento alcalino, branqueamento e Diametro: 30-100 nm (LEITNER et al., 2007)

homogeneizagdo a alta pressao

Comprimento: > lum

Fibras da batata

Tratamento alcalino, branqueamento e

homogeneizagdo a alta pressao

Diametro:2 - 4 nm
Comprimento: > 1 um

(DUFRESNE; DUPEYRE;
VIGNON, 2000)

Fibras do Sisal

Hidroélise 4cida, branqueamento e extragdo alcalina

Diametro: 2 - 11 nm
Comprimento: 360 - 1700 nm

(MORAN et al., 2008)

Fibras da ervilha

Hidroélise acida e branqueamento

Diametro: 7 - 12 nm
Comprimento: 240 - 400 nm

(CHEN et al., 2009)

Bagaco de Hidroélise acida e ultrasom Diametro:2 - 11 nm (TEIXEIRA et al., 2009)
mandioca Comprimento: 360 - 1700 nm
Curaua (C) e Tratamento alcalino e branqueamento, seguido de C: Diametro:55 - 109 nm (CAMPOS et al., 2013)

bagago de cana
(SB)

tratamento enzimatico

(hemicelulases/pectinases/endoglucanases) e ultrasom

Comprimento: 1.3 - 4.1 um
SB: Diametro:20 - 40nm
Comprimento: 0.25 - 0.82 um

Polpa de madeira

Hidrdlise enzimatica (endoglucanases) e ultrasom

Diametro:30 - 80 nm
Comprimento: 100 nm a 1,8 um

(FILSON; DAWSON-ANDOH;
SCHWEGLER-BERRY, 2009)

Celulose de
madeira

Hidrdlise enzimética (endoglucanase)

Diametro:5-6 nm

(PAAKKO et al., 2007)

Fibra de algodao

Hidrdlise enzimatica (endo e exoglucanases) e

centrifugacao

Diametro:40 nm
Comprimento: 120 nm

(SATYAMURTHY et al., 2011)

Fonte: Propria autoria.
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Quando as microfibrilas de celulose sdo clivadas transversalmente ao longo das
regides amorfas (espessura de 2 a 10 nm e 100 a 1000 nm de comprimento), pode-se obter
nanocelulose a partir de hidrolise enzimética ou acida, seguida por processos mecanicos.
Quando o tamanho de uma particula ¢ reduzido, novos fendmenos intrinsecos sao observados
e se tornam predominantes na nanoescala (DURAN; MATTOSO; MORALIS, 2006). De forma
geral, as NC sdo normalmente produzidas em trés etapas: (1) tratamento quimico para preparar
o material (hidrolise das hemiceluloses e deslignificagdo), (2) hidrdlise acida (ALEMDAR;
SAIN, 2008; CHEN et al., 2009; MORAN et al., 2008; TEIXEIRA et al., 201 1) ou enzimatica
(MARTELLI-TOSI et al., 2017b, 2018) para agir nas estruturas amorfas, e (3) fragmentacao
mecanica.

A producio de NC em dimensdes na ordem de 10 tem sido estudada por alguns
autores e provenientes de varias fontes (EICHHORN, 2011; KARGARZADEH et al., 2017a).
Suspensdes de NC tém sido obtidas a partir de residuos agroindustriais provenientes de fontes
vegetais ou animais, apresentado na Tabela 4. Como pode ser observado, processos combinados
sdo empregados para a obtengdo de materiais lignocelulosicos que podem influenciar nas
caracteristicas das NC obtidas. O uso de acidos fortes, normalmente empregados na etapa de
hidrdlise, apresentam desvantagens importantes, como a degradacao da celulose, corrosividade,
além da geragdo de residuos. Assim, por ser menos agressiva e ambientalmente mais amigéavel,
a hidrodlise enzimadtica tem sido explorada para este fim (CAMPOS et al., 2013; FILSON;
DAWSON-ANDOH; SCHWEGLER-BERRY, 2009; PAAKKO et al, 2007;
SATYAMURTHY et al., 2011). Filson et al. (2009) e Campos et al. (2013) produziram NC por
via enzimatica a partir da madeira e de fibras do curaud e do bagaco de cana, respectivamente.
Em ambos os estudos, foi verificado que o tratamento mecanico de ultrassom posterior ao
enzimatico foi determinante na producao efetiva das NC.

Corréa (2009) utilizou fibras de curaud para a obtencdo de NC. Neste estudo foi
realizado mercerizacdo com solugdes com 5, 10, 15 ¢ 17,5% de NaOH e hidroélise acida com
H>S04, HCI e uma mistura de ambos os 4cidos de 2:1 v/v respectivamente, em temperaturas de
45 e 60°C. As NC foram aplicadas no desenvolvimento de nanocompoésitos poliméricos com
EVA. Foi observado que os compositos apresentaram melhores propriedades mecanicas,
principalmente no moédulo elastico. Flauzino Neto et al. (2013) obtiveram nanocristais de
celulose a partir de casca de soja por hidrélise com H2SO4 a 64% (30 mL/g fibra) a 40°C durante
30 ou 40 min. Os resultados mostraram que as condi¢des de hidrolise mais drasticas (40 min)
resultaram em nanocristais menores e causou alguns danos na estrutura cristalina da celulose.
No tempo de hidrolise de 30 minutos, os nanocristais apresentaram cristalinidade elevada

(73,5%), com comprimento médio de 122,66 + 39,40 nm, um diametro de 2,77 + 0,67 nm,
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apresentando, por conseguinte, um grande potencial de refor¢o em preparacdes de

nanocompasitos.

Figura 3. Nanoceluloses obtidas a partir da palha de soja mercerizada por hidrolise (A)
enzimatica ou (B) acida.

Fonte: MARTELLI-TOSI, M. et al. Soybean straw nanocellulose produced by enzymatic or acid treatment
as a reinforcing filler in soy protein isolate films. Carbohydrate Polymers, v. 198, p. 61-68, 2018.

NCs também tém sido utilizados como sistemas veiculadores de farmacos
(AKHLAGHI et al., 2014; CHAUHAN; YAN, 2015; JACKSON et al., 2011; KOLAKOVIC
etal., 2012; QING et al., 2016). Os grupos hidroxilas (OH) da superficie de NC sdo capazes de
se ligar formando pontes de hidrogénio. Além disso, NC obtidos por hidrélise com &cido
sulfurico apresentam grupos OSO’" que caracterizam o carater anionico dessas particulas. A
natureza hidrofilica da NC ¢ devido a presenca dos grupos hidroxilas. Outras propriedades
desejaveis das NC para serem usadas como carreadores sdo: razao de aspecto
(comprimento/diametro) e grande superficie de contato. Géis ou filmes de NC foram utilizados
como matrizes carreadoras de medicamentos insoliveis em agua através da adsor¢do destas
substancias na matriz fibrosa (KOLAKOVIC et al., 2012).

Assim, optou-se por estudar NCs obtidas a partir da hidrolise quimica devido a sua
menor razio de aspecto e devido aos grupos OSO’" que caracterizam seu carater anidnico. A
partir destas propriedades, espera-se que a interagdo com as nanoparticulas de quitosana sejam
mais favorecidas, em comparacdo com as cadeias de nanocelulose obtidas por processos

enzimaticos.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi produzir e caracterizar sistemas hibridos
nano/micropoliméricos de NQ e NC como veiculadores de acido folico.

Os objetivos especificos estdo discriminados a seguir:

- Producao de nanocelulose a partir de vagem de soja por hidrolise acida;

- Producdo e caracterizacdo fisico-quimica de nanoparticulas de quitosana contendo
ou ndo o acido folico, na presenca ou auséncia de NC.

- Avaliagao do efeito dos sistemas de encapsulagdo na estabilidade do acido félico em

funcdo do tempo (até 45 dias), temperatura, da incidéncia de radiagdo ultravioleta e do pH.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

A quitosana de massa molecular média (catalogo n. 448877, com grau de desacetilagao
de 75-85%), o tripolifostato de sédio, o acido folico (97% de pureza) e a membrana de celulose
para tubos de didlise com 76 mm de largura plana foram obtidos da Sigma-Aldrich (San Luis,
EUA). O fostato de s6dio monobdsico anidro e compostos utilizados na solucao phosphate-
bufferid saline (PBS) (cloreto de sédio, cloreto de potassio, fosfato de sodio bibasico e fosfato
de potéassio monobdsico) foram obtidos da Dindmica Quimica Contemporanea (Indaiatuba,

Brasil) e o 4cido sulfurico da Labsynth (Diadema, Brasil).

4.2. Métodos

4.2.1. Produciao de particulas / suspensoes

4.2.1.1 Produciao das solucdes de quitosana, de TPP e de acido folico

A quitosana foi solubilizada em solugdo de acido acético 1% na concentracdo de 0,2%
(w/v) de solucdo final. Em seguida, a solu¢do foi alocada em um agitador magnético Color
Squid (IKA, Guangzhou, China) durante 16 h.

A solugao de tripolifostato de sddio foi feita na concentragao de 0,06% de solugdo final
(W/v).

A concentracao de acido folico utilizada foi de 0,1% (w/v) e de 0,01% (w/v) de solugao
final solubilizada em solug¢ao tampao de fosfato de s6édio monobasico anidro com pH de 6,7-
6,8 por 20 minutos.

Para a solu¢cdo de PBS foi utilizado 4 g de cloreto de s6dio, 100 mg de cloreto de
potéssio, 720 mg de fosfato de sddio bibéasico e 120 mg de fosfato de potassio monobasico,
dissolvidos em 500 mL. O pH desta solugdo era de 7,4 e para a solugcao PBS pH 3,0, o ajuste
foi feito com acido cloridrico 1M.

Na Tabela 5 estdo apresentadas as concentracdes das solucdes preparadas tanto em
relacdo a solucdo final como com relagdo a cada solugdo preparada. Também esta especificado

o pH de cada solugdo utilizada para a produgdo das amostras.
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Tabela 5. Concentracao das solugdes utilizadas no preparo das amostras e seus respectivos pHs.

Concentracio em  Concentracio em

Soluc¢des relacio ao volume  relacio a soluciao pH
final (% w/v) (mg/mL)

Soluc¢io tampao com AF 0,01 0,33 6,38

Solucao de TPP 0,06 2 9,28

Solucio de quitosana 0,2 6,6 3,59

Agua - - 5,52

Suspensiao de NC 0,03 1,3 5,89

Fonte: Propria autoria.

4.2.1.2  Producao das suspensoes de quitosana e acido félico

A produgdo dessas amostras foi feita em triplicata com a mistura da solucdo de 4cido
folico e da solugdo de quitosana sob agitacdo magnética (Amostra Ch-AF), por 5 minutos em
rotagdo de 1000 rpm.

Amostras sem acido folico também foram produzidas como controle (Amostra Ch).

ApOs o preparo, todas as amostras foram sonificadas em um ultrassom de ponteira
(Branson SFX Sonifier, Branson Ultrasonics Corp, Danbury, EUA) por 30 s, continuo e
amplitude de 30% (poténcia S50W).

4.2.1.3  Producio de micro/nanoparticulas quitosana e acido folico

As microparticulas foram produzidas de acordo com o procedimento descrito por
Britto et al. (2012), com algumas modificag¢des, em triplicata.

Para o método A, a vitamina foi adicionada juntamente com a quitosana (Figura 4). 10
mL de solu¢do de acido folico (5 mg/mL ou 0,5 mg/mL) e 10 mL de dgua ultrapura foram
misturadas em 15 mL de solu¢do de quitosana (6,6 mg/mL) sob agitagdo magnética 1000 rpm
por 30 s. Em seguida, 15 mL de solu¢do de TPP (2 mg/mL) foi gotejada com taxa de adicao de
aproximadamente 1 mL/min na quitosana (Figura 4A: Amostra NQ-AF-A). A bureta
permaneceu sempre na mesma altura, em relacao a solugao.

Amostras sem acido folico também foram produzidas como controle (Amostra NQ).
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Figura 4. Esquema da produgdo das amostras contendo solucao de quitosana, solucao de TPP,

solugdo de acido folico pelo método A (A) e procedimento realizado pelo método A (B).

(A) (B)

Fonte: Propria autoria.

Para o método B, a solugdo de vitamina (5 mg/mL ou 0,5 mg/mL) e a agua foram
misturadas com a solucao de TPP (2 mg/mL) em agitador magnético a 1000 rpm por 30 s. Esta
solugdo foi gotejada em 15 mL de solucdo de quitosana (6,6 mg/mL) mantendo os parametros
descritos no método A (velocidade de gotejamento e altura da bureta) (Figura 5) (Amostra NQ-

AF-B).
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Figura 5. Esquema da produgdo das amostras contendo solugao de quitosana, solugdo de TPP,
solugdo de acido folico pelo método B (A) e procedimento realizado pelo método B (B).

(A)

(B)

Fonte: Propria autoria.

4.2.1.4 Producio de microcompdsitos contendo micro/nanocelulose,
micro/nanoparticulas de quitosana e acido folico

A producdo de nanocelulose foi realizada de acordo com a metodologia adaptada de
Flauzino Neto et al. (2013) a partir da vagem mercerizada de soja (MARTELLI-TOSI et al.,
2017b). A palha foi fornecida pela Embrapa Soja (Londrina- Parana- Brasil). As vagens foram
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separadas, lavadas, e secas em estufa a 50°C até massa constante, moidas e peneiradas em
peneiras de 35 "mesh Tyler" (abertura 0,425 mm).

Em seguida, o material foi pré-tratado com NaOH 17,5% (w/v) por 15h a temperatura
ambiente, seguido de branqueamento com H>02 4% (v/v) + NaOH 2% (w/v) + MgSO4 7H,0
0,3% (w/v) por 3 h a 90 °C, seguido de lavagens sucessivas até pH neutro, de acordo com
tratamento apresentado por Martelli et al. (2017b). A amostra pré-tratada foi seca em estufa a
50°C até massa constante e pode ser observada na Figura 6.

A hidrolise acida foi realizada a 70°C por 40 minutos sob agitacao vigorosa e constante
com 30 mL de H2SO4 64% (v/v) por grama de amostra (MARTELLI-TOSI et al., 2018). A
suspensao foi diluida 10 vezes com dgua fria e foi deixada para decantagdo das fibras por 24 h.
O precipitado foi colocado em membrana semipermeével e dialisado com 4gua da torneira para
remover grupos sulfatos ndo reativos, sais e agucares soluveis, até o pH neutro ser alcancado
(5-7 dias). A suspensao foi passada entdo por um dispersor tipo UltraTurrax (IKA T18 Basic,
Guangzhou, China) por 5 min a 14.000 rpm e sonicada por 3 min continuo e amplitude de 50

em ultrassom de ponteira de 550W de poténcia (Branson Ultrasonics Corp, Danbury, EUA).

Figura 6. Vagem de soja pré-tratada ou mercerizada.

Fonte: Propria autoria.

A matéria seca da suspensdao de NC foi determinada em triplicata. As placas de petri
foram colocadas na estufa a 105°C por 24 horas. Com auxilio de pinca e luvas, as placas foram
retiradas e transferidas para um dessecador até seu resfriamento. As placas foram pesadas e
uma aliquota de 5 mL de amostra foi inserida e pesada. As placas foram colocadas na estufa

novamente a 105°C durante 2 dias.
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A producao das microparticulas na presenga de nanocelulose também foi realizada
pelos dois métodos descritos anteriormente, A e B, em triplicata.

Para o método A, primeiramente, 10 mL de solucdo de acido félico (5 mg/mL ou 0,5
mg/mL), 10 mL de suspensdo de nanocelulose (1,3 mg/mL) e 15 mL de solugdo de quitosana
(6,6 mg/mL) foram misturadas sob agitagao magnética. Em seguida, 15 mL de solugdao de TPP
foi gotejada na suspensdo de Ch/NC/AF com taxa de adicdo de aproximadamente 1 mL/min

(Figura 7 : Amostra NQ-NC-AF-A).

Figura 7. Esquema da producgdo das amostras contendo solucao de quitosana, solucao de TPP,

suspensao de nanocelulose e solugao de acido folico pelo método A.

Fonte: Propria autoria.

No método B, foram misturados 10 mL de solugdo de acido félico (5 mg/mL ou 0,5
mg/mL), 10 mL de suspensdo de nanoceluloses (1,3 mg/mL) e 15 mL de solugdo de TPP (6,6
mg/mL). Esta mistura foi gotejada em 15 mL de solugdo de quitosana (6,6 mg/mL) mantendo
as mesmas condi¢des de agitagdo e taxa de gotejamento (Figura 8 : Amostra NQ-NC-AF-B).

Amostras sem acido folico também foram produzidas como controle (Amostra NQ-

NC).
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Figura 8. Esquema da produgdo das amostras contendo solugao de quitosana, solugdo de TPP,

suspensao de nanofibra e solu¢do de acido folico pelo método B.

Fonte: Propria autoria.

4.2.1.5 Producio de quitosana, micro/nanofibras de celulose e acido folico

Com o intuito de verificar a intera¢gdo das micro/nanocelulose e a quitosana, as
amostras foram produzidas em triplicata sem a solu¢ao de TPP.

A produgao dessas amostras foi feita com gotejamento pelos dois métodos A e B.

O método A (Figura 9) foi realizado adicionando 10 mL de solucao de acido folico (5
mg/mL) e 15 mL de 4gua ultra pura em 15 mL de solucdo de quitosana (6,6 mg/mL) sob
agitacdo magnética e 10 mL de suspensdo de NC (1,3 mg/mL) foi gotejada (Amostra Ch-AF-
NC-A).

O método B foi realizado adicionando 10 mL de solu¢do de 4cido félico (5 mg/mL) e
15 de agua ultrapura em 10 mL de suspensdo de NC (1,3 mg/mL) e gotejando na solugdo de

quitosana sob agitacdo magnética (Figura 10) (Ch-NC-AF-B).
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Figura 9. Esquema da producdo das amostras contendo solucao de quitosana, suspensao de

nanofibras e solugdo de 4cido folico pelo método A.

Fonte: Propria autoria.

Figura 10. Esquema da producdo das amostras contendo solug@o de quitosana, suspensdo de

nanofibra e solugdo de acido folico pelo método B.

Fonte: Propria autoria.
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4.2.1.6  Produciao das solucdes de quitosana, de micro/nanofibras e de acido
folico

Amostras contendo AF foram produzidas somente fazendo homogeneizagdo em
agitador magnético do AF em solugdo tampao (Amostra AF). Assim também foram produzidas
as amostras contendo nanofibras e acido folico (Amostra NC-AF) e contendo quitosana e acido

folico sem TPP (Amostra Ch-AF) em triplicata.

Na Tabela 6 estao especificadas as nomenclaturas utilizadas para cada amostra e suas

composicdes em volume adicionado. Todas as amostras foram produzidas em triplicata.

Tabela 6. Amostras produzidas e suas composigoes.

Solucio de  Solucao de Solucio de  Solucio de

AMOSTRAS del\:res‘(’l‘lil‘;io quitosana TPP (mL,  NC(mL, AF (mL,0,1
(mL,02%)  0,06%) 0,03%)  ou 0,01%)
AF : 3 : - 10
NC-AF ; ; ; 10 10
Ch-AF ; 15 ; ) 10
Ch-NC-AF-A A 15 ; 10 10
Ch-NC-AF-B B 15 ; 10 10
NQ-AF-A A 15 15 ] 10
NQ-AF-B B 15 15 ; 10
NQ-NC-AF-A A 15 15 10 10
NQ-NC-AF-B B 15 15 10 10
NC i ) ) 10 )
Ch ; 15 ; ) ]
NQ ; 15 15 ; ;
NQ-NC : 15 15 10 :

Fonte: Propria autoria.

4.2.2. Caracterizacdo fisica e quimica das suspensdes contendo

micro/nanoparticulas

4.2.2.1 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das micro/nanoparticulas foi analisada por Microscopia Eletronica de
Varredura com fonte de emissao de campo (FEG-SEM) com o microscopio JSSM-6701F FEG
(Jeol, Massachusetts, USA). As suspensdes foram submetidas a banho ultrassonico por 15
minutos, diluidas em dgua mili-Q quando em uma propor¢ao de 1:30 e 1:60. As amostras

diluidas foram depositadas em lamina de silicio 48 h antes da observacao para a secagem em
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dessecador. As imagens foram capturadas com uma tensao de 2kV e distancia de trabalho (WD)

de 3,0 mm.

4.2.2.2 Tamanho de particula por Espalhamento de luz dinimico (DLS) e

Potencial Zeta

Uma técnica muito utilizada para analisar o tamanho dessas particulas ¢ a de
espalhamento de luz dinamico (DLS). O principio desta técnica estd baseado no movimento
browniano das particulas ou moléculas em suspensao. Quando o laser atravessa as particulas, a
luz se espalha com intensidades diferentes relacionadas a0 movimento das particulas e o
tamanho ¢ entdo calculado usando a relagdo de Stokes-Einstein (NEMEN; LEMOS-SENNA,
2011; SHAW, 2013). A partir desta correlagdo, o software fornece o didmetro médio das
particulas e o indice de polidispersao (IP), que ¢ relacionado com a homogeneidade da
distribuicdo de tamanho de particulas.

A distribui¢@o de tamanho e a carga superficial das particulas foram obtidos por DLS
sendo, entdo, analisadas por um Zeta Potential Analyser — Nano Series- Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., England). As amostras foram diluidas 6x e as medidas foram realizadas a
temperatura ambiente (25°C). Estas medidas foram realizadas em triplicata para cada amostra,

sendo que 3 amostras de cada tratamento foram analisadas.

4.2.2.3  Espectroscopia no Infravermelho (ATR-FTIR)

A espectroscopia no infravermelho se baseia na frequéncia de vibracao especifica que
as ligacdes quimicas das substancias possuem, chamados de niveis vibracionais. Esta técnica
pode ser usada para identificar um composto ou investigar a composi¢ao de uma amostra.

Para a aquisi¢do de espectros de reflexdo total atenuada no infravermelho com
transformada de Fourier (Attenuated Total Reflection Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy — ATR-FTIR), as amostras foram congeladas pela imersdo dos tubos em
nitrogénio liquido e, em seguida liofilizadas no equipamento Thermo — Pirani 501 (Edwards,
London, England).

Para esta andlise, 3 espectros por replicata foram obtidos no Espectrometro de
Infravermelho Vertex 70 (Bruker, Massachusetts, EUA) em comprimentos de onda que variam
de 4000 a 400 cm! e 64 scans por amostra. Os espectros médios foram obtidos e corrigidos em
linha de base com auxilio de software OMNIC™ da Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA
USA).



41

4.2.2.4  Analise termogravimétrica (TGA)

Andlise termogravimétrica ¢ uma técnica destrutiva no ramo de analises térmicas, na
qual se monitora a variacao da massa de uma amostra em funcao da temperatura em atmosfera
controlada.

A andlise termogravimétrica foi realizada no equipamento TGA Q-500 (TA
Instruments, New Castle, EUA) para acompanhar a variagdo da massa das amostras, em funcao
da temperatura. Foi colocado de 5 a 10 mg de amostra liofilizada na panela aberta de platina do
equipamento. As condicoes de analise foram as seguintes: razao de aquecimento de 10 °C/min

até 800 °C sob vazio de nitrogénio e ar de 40 mL/min e 60 mL/min, respectivamente.

4.2.3. Quantificacao de acido félico

4.2.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A quantificagdo de acido folico foi realizada com auxilio de um sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE; em inglés: High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) (Shimadzu, Prominence, Japao), de acordo com as metodologias
descritas por Catharino et al. (2003). O sistema ¢ equipado com bomba de fase modvel
quaternaria, degaseificados online, injetor automatico, compartimento de coluna termostatizado
e detector por arranjo de diodos. A coluna analitica foi mantida a 35°C. Metanol e acetonitrila
foram usados como fase mével na proporgao respectiva de 90 :10 (v/v) com vazao constante de
1,6 mL.min"!. Foi injetada 10uL das amostras com detec¢io espectrofotométrica em 282 nm
(Vit-Bo) e tempo total de corrida igual a 9 min. A identificagdo foi realizada por comparagao
com o tempo de reten¢do da substancia padrao (Vit-Bo: 8,6 min) da Sigma-Aldrich (EUA).

A quantificacao de acido folico foi realizada por padronizacdo externa a partir das
areas obtidas das analises de 9 niveis de concentracdes dos ativos. Foi feito uma diluicao de
22,6 mg de acido folico em 25 mL de solucao tampao (876,88 pug/mL, considerando a pureza
de 97 %). A partir desta solu¢ao foram feitas dilui¢des de 0,050; 0,100; 0,150; 0,300; 0,500;
1,000; 1,500; 2,000 e 2,500 mL desta solu¢dao em baldo de 10 mL. Portanto as solugcdes
utilizadas para a quantificagdo de acido folico foram de: 4,3844; 8,7688; 13,1532; 26,3064,
43,844; 87,688; 131,532; 175,376; 219,22 pg/mL. A partir das areas obtidas na cromatografia,
foi construida a curva padrao, e utilizando os coeficientes da reta obtida foi possivel calcular a

concentracao de acido folico nas amostras.



42

Para realizar a extracao de acido folico foram realizados testes preliminares a fim de
se obter um protocolo de extragdo eficiente para quantificagdo de acido folico das amostras.
Primeiramente uma aliquota de 1 mL foi retirado das amostras e diluidas em 10 mL de solugado
tampao, deixadas em banho de ultrassom por 10 minutos e passadas na centrifuga por 5 min e
4500 rpm. O sobrenadante foi coletado e inserido no vial de vidro para quantificagdo por CLAE.
O segundo teste foi utilizando solu¢do de NaOH devido a alta solubilidade do AF nessa solucao,
portanto, 1 mL de amostra foi diluida em 3 mL de solu¢do de NaOH 0,1M, 6 mL de solugdo
tampao e HCI para correcao do pH. Essa solucao foi deixada em banho de ultrassom por 10
minutos e passada na centrifuga por 5 min e 4500rpm. O sobrenadante foi coletado e inserido
no vial de vidro para quantificagdo por CLAE.

Para o célculo de eficiéncia de encapsulagao foi feita a extragdo do sobrenadante. Uma
aliquota das amostras foi centrifugada por 10 min em 13000 rpm, 1 g do sobrenadante foi
retirado e seguiu-se com o procedimento de extragdao do segundo teste, onde adicionou-se 3 mL
de solucdo de NaOH 0,1M, 6 mL de solug¢do tampao e HCI para corre¢do do pH. Foi feita a
quantifica¢do de AF por CLAE.

A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada de acordo com a equagao 1:

EE (%) = ([AF]total - [AF]sobrenadante)/[AF]total * 100  (Equacao 1)

Onde [AF]total e [AF]sobrenadante sdo a concentragdo de acido folico no total da
amostra (adicionada) e no sobrenadante (depois da centrifugagdo), respectivamente. Portanto,

a diferencga entre essas concentracdes corresponde a quantidade de acido folico encapsulado.

4.2.3.2 Espectrofotometria UV-Vis

A quantificacdo de 4cido folico também foi realizada por espectrofotometria no UV-
Vis pois o equipamento que realiza a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia entrou em
manutengao sendo necessario a substitui¢ao da metodologia.

Portanto a quantificacao de acido f6élico nas suspensdes também foi realizada com o
auxilio de um Espectrofotdometro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA), de acordo com as metodologias descritas por Britto et al. (2012). Para tanto, foi realizada
a padronizacdo externa do AF a partir das absorbancias em 282 nm obtidas das analises de
diferentes concentracdes do ativo em solucdo tampao, considerando a pureza de 97%. A partir
das absorbancias obtidas no espectrofotometro, foi construida a curva padrao, e utilizando os

coeficientes da reta obtidos foi possivel calcular a concentragdo de acido folico nas amostras.
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Para quantificacdo utilizando esta técnica, foi realizado um teste para verificar o
excesso de AF que continha nas amostras. Foi feita a diluicdo de AF em uma solucio
semelhante a amostra, em diferentes concentragdes (0,01%, 0.03%, 0,05% ¢ 0,08%) e entdo
centrifugada. A concentracdo utilizada nesse procedimento foi aquela em que ndo ocorreu
precipitacdo na centrifugacao.
Para o célculo de eficiéncia de encapsulagdo, utilizando a espectroscopia UV-Vis foi
feita a quantificacdo de AF no sobrenadante. Uma aliquota das amostras foi centrifugada por
10 min em 13000 rpm, e o sobrenadante foi analisado no espectro.

A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada de acordo com a equagao 1:

EE (%) = ([AF]total - [AF]sobrenadante)/[ AF]total * 100 (Equacao 2)

Onde [AF]total e [AF]sobrenadante sdo a concentracao de acido folico no total da

amostra (adicionada) e no sobrenadante (depois da centrifugac¢do), respectivamente.

4.2.4. Avaliacdo da estabilidade do AF

4.2.4.1 Estabilidade em funcio do tempo e da luz

Para realizar as analises de estabilidade do AF em funcao do tempo / luz, foi utilizado
as suspensdo produzidas pelo método A e B com 0,1% de vitamina. As amostras foram
armazenadas em condi¢do ambiente e hermeticamente fechadas, em triplicata. Cada amostra
foi armazenada de duas formas diferentes, com e sem abrigo de luz. As amostras sem abrigo de
luz foram colocadas em tubos falcon transparente e acondicionadas em estantes de tubos. Ja as
amostras com abrigo de luz foram armazenadas nos tubos falcon cobertos com papel aluminio
e guardadas em estante dentro de uma caixa de papeldo devidamente fechada. O teor de
composto ativo foi analisado em CLAE de 15 em 15 dias (até 45 dias), utilizando a extra¢do

com NaOH 0,1M.
4.2.4.2  Estabilidade em fun¢io da temperatura
As suspensdes foram colocadas em banho maria com temperaturas diferentes

(temperatura ambiente, 40, 60, 80 ¢ 100) durante 30 minutos. Ap6s o tempo estipulado, as

amostras foram retiradas do banho e deixadas em cama de gelo para atingir a temperatura
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ambiente (25°C). Foi feita a quantificacdo de AF por CLAE, utilizando a metodologia do

segundo teste de extragdo.

4.2.4.3 Estabilidade em funcio da radiacio ultravioleta

As andlises de estabilidade em funcdo da radiagdo ultravioleta foram realizadas
somente com as amostras NQ-AF e NQ-NC-AF do método A e com concentragdes finais de
0,01% de AF, 0,2% (w/v) de Ch, 0,06% (w/v) de TPP e 0,03% (w/v) de NC. 2 mL de cada
amostra foram colocados em tubo de ensaio de vidro e deixado exposto na radiagdo ultravioleta
(30W) por até 4 h. A degradacdo do AF foi quantificada pela vitamina residual por

espectroscopia nos tempos de 0, 1,2, 3 e 4 h.

4.2.5. Liberacao in vitro

A liberagao in vitro foi realizada com as amostras NQ-AF e NQ-NC-AF do método A
e com concentragdes finais de 0,01% de AF, 0,2% (w/v) de Ch, 0,06% (w/v) de TPP e 0,03%
(w/v) de NC. Uma aliquota de 2 mL de amostra foi centrifugada por 10 min em 13000 rpm a
4°C no equipamento Centrifuge 5430 R Eppendorff, Hamburg, Alemanha. O precipitado foi
ressuspendido em 0,8 mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) de pH 7,4 ou 3,0. As
amostras ressuspendidas foram alocadas em banho orbital (Tecnal Dubnoff TE-053, Piracicaba,
Brasil), na temperatura de 25°C e 200 rpm por até 48 h de acordo com Britto et al. (2014).

Nos tempos de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0; 24,0 e 48,0 h, foram retiradas as
amostras em triplicata e centrifugada por 10 min em 13000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi
analisado no espectrofotometro e a absorbancia avaliada com a curva padrao.

A fim de se obter um estudo sobre o comportamento do AF nos pHs utilizados, foi
feita uma amostra controle de concentracdo 0,2 mg/mL de AF (valor aproximado a
concentracdo do precipitado) na mesma solugdo das amostras produzidas, entretanto sem
quitosana, TPP e NC. 0,3 g dessa amostra controle (valor aproximado da massa do precipitado)

foi coletada e adicionada a 0,8 mL de solugao PBS (pH 7,4 ou 3,0).

4.2.6. Analise Estatistica

Os dados experimentais de tamanho de particulas, indice de polidispersao e potencial

zeta foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e Teste de Tukey ao nivel de 5% de
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significancia para a comparagao entre as médias utilizando o programa XLSTAT (Versao

2018.6). Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (DP).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Escolha do método de producio de sistema polimérico a base de NQ e NC para

encapsulacio de acido félico

Com o intuito de preparar um novo sistema polimérico na carreacao de acido folico,
foram testados os dois métodos de producdo das particulas com associagdo de
quitosana/nanocelulose/TPP. Na Figura 11, pode-se observar o aspecto visual das amostras
contendo AF (0,1%) apods o preparo. A coloracdo amarela caracteristica do AF ¢ evidente nas
amostras. E possivel observar uma separacio de fase nas amostras de nanoparticulas de
quitosana com acido folico (NQ-AF-B) produzidas pelo método B (Figura 11:5B). Embora nao
seja visual, a amostra NQ-NC-AF-B (Figura 11 : 6B) também separou rapidamente, dentro da
primeira hora apos producao. Essa separacao nao ¢ desejavel pois indica que houve producao

de particulas grandes com maior massa ocorrendo a precipitagao.

Figura 11. Imagem tirada logo ap6s a producao das amostras contendo AF.

Nessa figura: 4A — Amostra Ch-NC-AF-A, mistura fisica de quitosana, nanocelulose e acido
folico; 4B — Amostra Ch-NC-AF-B, mistura fisica de quitosana, nanocelulose e acido folico;
5A — Amostra NQ-AF-A, nanoparticula de quitosana com acido folico; SB — Amostra NQ-AF-
B, nanoparticula de quitosana com 4cido folico; 6A — Amostra NQ-NC-AF-A, nanoparticula de
quitosana e nanocelulose com acido folico e 6B — Amostra NQ-NC-AF-B nanoparticula de
quitosana e nanocelulose com acido folico. Sendo letra A para amostras produzidas pelo método
A (&cido folico com ou sem nanocelulose adicionado a solugdo de quitosana) e letra B para
amostras produzidas pelo método B (acido folico com ou sem nanocelulose adicionado a
solucao de TPP). Fonte: Propria autoria.
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5.1.1. Microscopia eletronica de varredura

Os resultados da micrografia FEG-SEM para as amostras NC, NQ e NQ-NC estdo
apresentados na Figura 12 e para aquelas contendo AF (NQ-AF-A, NQ-AF-B, NQ-NC-AF-A
e NQ-NC-AF-B), na Figura 13.

As nanoceluloses apresentaram espessuras nanométricas (<100 nm), com
comprimentos de até 2 pm (Figura 12A), como esperado de acordo com os tratamentos de
hidrolise com H2SO4 e sonificagao utilizados no processo de producao (ALEMDAR; SAIN,
2008; MARTELLI-TOSI et al., 2018).

Na microscopia das NQs produzida pela reticulagdo com TPP via geleificacdo idnica,
formatos esféricos com diametro nanométricos e submicrométricos sdo predominantes (Figura
12B), conforme ja constados em outros estudos (BARROS-ALEXANDRINO; MARTELLI-
TOSI; ASSIS, 2019). Algumas irregularidades no formato destas particulas podem ser
decorrentes do preparo da amostra para a microscopia, principalmente no processo de secagem.

Na formagdo do sistema hibrido, a adi¢do de NCs em suspensdo de NQ interferiu na
aglutinagao idnica gerando aglomerados com padrdes irregulares (Figura 12C). Poucas
estruturas de NCs foram observadas isoladamente nas imagens, apenas aglomeradas nas NQs.

Este resultado supde que as particulas tendem a interagir fisica ou quimicamente entre elas.



Figura 12. Micrografias das particulas sem AF: (A) nanocelulose - NC, (B)

micro/nanoparticulas de quitosana — NQ, e (C) micro/nanoparticulas de quitosana com

nanocelulose — NQ-NC.

Fonte: Propria autoria.
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Quando AF foi adicionado nos sistemas hibridos, as estruturas da NC estao presentes
em ambas as metodologias (Figura 13C e Figura 13D), sendo mais evidentes nas particulas
obtidas pelo método A (NQ-NC-AF-A, Figura 13C), as estruturas foram mais homogéneas e as
fibras foram observadas entre os agrupamentos de NQ estabelecendo uma rede tridimensional.
Além disso, foram observadas NQs isoladas, sem interagdo com as NCs, visto que a
concentracdo de NQ foi mais de 6 vezes maior que de NC (0,2% : 0,03% w/m, NQ : NC
respectivamente).

Assim, os métodos de producdo de particulas testados podem ter interferido na
morfologia das particulas sem NC. E importante ressaltar que, visivelmente, as amostras

processadas pelo método B continham aglomerados.
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Figura 13. Micrografias das particulas contendo AF: nano/microparticulas de quitosana com
AF obtidas pelo método A (A) e pelo método B (B); nano/microparticulas de quitosana com

nanocelulose e AF obtidas pelo método A (C) e pelo método B (D), destacadas na figura.

& %

-
&

Nessa figura: Amostra NQ-AF-A (Figura 13A) - nanoparticula de quitosana com acido folico;
Amostra NQ-AF-B (Figura 13B) - nanoparticula de quitosana com 4cido folico; Amostra NQ-
NC-AF-A (Figura 13C) - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico e
Amostra NQ-NC-AF-B (Figura 13D) - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido
folico. Sendo letra A para amostras produzidas pelo método A (acido félico com ou sem
nanocelulose adicionado a solu¢cdo de quitosana) e letra B para amostras produzidas pelo

método B (4cido folico com ou sem nanocelulose adicionado a solugao de TPP). Fonte: Propria
autoria.

5.1.2. Tamanho de particula por Espalhamento de luz dinimico (DLS) e Potencial

Zeta

Na Tabela 7 é possivel verificar o didmetro médio das particulas e o indice de
polidispersdo (Ip) obtido pela técnica de DLS.

A amostra NQ foi caracterizada por particulas com diametro médio de 270 nm, de
acordo com as micrografias, onde as particulas possuiram diametros, variando de 100 a 300 nm
(Figura 12B). As amostras NQ carregadas com AF foram caracterizadas por particulas maiores

que a amostra controle, com diametros de aproximadamente 680 nm. A maior intensidade foi
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observada pela populagdao com didmetro de particula de 710 nm, de acordo com as micrografias
(Figura 13A).

O célculo de tamanho de particula ¢ valido para amostras esféricas. Assim, como as
NCs apresentam didmetro na ordem nanométrica € comprimentos micrométricos, as técnicas
de medida que envolvem equacionamentos complexos levando em considera¢ao o formato das
particulas ndo sdo os melhores métodos para avaliar o tamanho das mesmas. Neste caso, a
microscopia ¢ a técnica mais adequada. Entretanto, optou-se por avaliar todas as amostras para

fins de comparagao.

Tabela 7. Diametro médio e indice de polidispersao (IP) das particulas obtidos por

espalhamento de luz dinamico e potencial Zeta (mV) das suspensoes.

Diametro médio das

AMOSTRAS particulas (nm) IP Potencial zeta (mV)
Ch-NC-AF-A 2148+ 921" 04401 r5742"
Ch-NC-AF-B 2044 + 84" 0374002 604
NQ-AF-A 680+ 90 0.67+ 0,08 2941
NQ-AF-B 7934519 07401 " 142"
NQ-NC-AF-A 1986+ 1113 03401 13043
NQ-NC-AF-B 969+ 295" 06402 " YR
NC 608 225 0.81 001" 1941
NQ 270+70" 0.8+0.1 2341
NQ-NC 202 +237" 0,98+ 0,02 2342"

Nessa tabela: Amostra Ch-NC-AF-A - mistura fisica de quitosana, nanocelulose e acido folico;
Amostra Ch-NC-AF-B - mistura fisica de quitosana, nanocelulose e acido félico; Amostra
NQ-AF-A - nanoparticula de quitosana com 4cido folico; Amostra NQ-AF-B - nanoparticula
de quitosana com acido folico; Amostra NQ-NC-AF-A - nanoparticula de quitosana e
nanocelulose com 4acido folico e Amostra NQ-NC-AF-B - nanoparticula de quitosana e
nanocelulose com acido folico. Sendo letra A para amostras produzidas pelo método A (acido
folico com ou sem nanocelulose adicionado a solu¢do de quitosana) e letra B para amostras
produzidas pelo método B (acido folico com ou sem nanocelulose adicionado a solugdo de
TPP). Amostra NC — Solucdo de nanocelulose; Amostra NQ — nanoparticula de quitosana;
Amostras NQ-NC —nanoparticula de quitosana e nanocelulose. Os valores apresentam a média
+ desvio padrdo (n =3). *® Médias seguidas de letrais iguais na mesma coluna ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte: Propria autoria.

Os diametros hidrodinamicos de particulas da amostra NQ-NC, sem AF, tém tamanhos
de particulas de cerca de 292 nm. Estes valores correspondem as menores particulas observadas
por FEG-SEM na Figura 12C. Os aglomerados ndo foram evidenciados pela anélise de DLS.
No entanto, para a amostra NQ-NC-AF foram observadas particulas com 34 nm de diametro e

aglomerados com 2944 nm. O pico mais intenso refere-se ao didmetro hidrodindmico dos
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aglomerados € o menor ao didmetro das particulas isoladas. Esses aglomerados correspondem
a rede tridimensional composta por nanoparticulas de quitosana e nanocelulose (Figura 13D).

O IP fornece informacgdes sobre a homogeneidade da distribui¢dao dos tamanhos. Como
as amostras obtidas neste trabalho tiveram valores de IP altos, entre 0,3 e 1,0, pode-se concluir
que foram produzidos sistemas polidispersos (NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011).

Nas amostras contendo acido folico encapsulado com quitosana por geleificacio
ionica (NQ-AF), apenas particulas nanométricas foram observadas (picos em 38, 122 ¢ 220
nm). Na comparacao entre os métodos de producgdo das particulas contendo acido folico, pode-
se observar que o método B, em que o acido folico foi adicionado na solucdo de TPP e
posteriormente gotejado na quitosana, as particulas tiveram indice de polidispersdo maior do
que aquelas produzidas pelo método A (Tabela 7), como constatado nas imagens FEG-SEM
(Figura 13A e Figura 13B).

Pode-se verificar também que as amostras que encapsularam o acido folico (NQ-AF-
A, NQ-AF-B, NQ-NC-AF-A e NQ-NC-AF-B) ficaram maiores que as sem AF (NQ e NQ-NC)
devido a estrutura mais complexa. Yoksan et al. (2010) verificaram que o didmetro médio das
particulas de quitosana era de ~2,5 um, entretanto as particulas carregadas com palmitato de
ascorbila apresentaram didmetro menores. Esses resultados refletiram que a agregagdo das
particulas de quitosana carregadas com o palmitato foram menores que as particulas de
quitosana, sendo resultado da hidrofobicidade das moléculas de palmitato aprisionadas no
interior das particulas de quitosana. Ja no caso do AF, ele ¢ uma vitamina solivel, portanto esse
fenomeno nao foi percebido, pelo contrario, particulas com o composto ativo se mostraram
maiores do que aquelas sem composto ativo. Xue et al. (2015) verificaram que as particulas de
um farmaco (Bay 41-4109) encapsulado com quitosana por geleificacdo com TPP possuiram
diametro entre 151 e 800 nm, variando com a concentragcdo dos compostos.

O potencial zeta medido nas amostras produzidas estao apresentados na Tabela 7 este
parametro indica a estabilidade das amostras a partir da magnitude da repulsdo ou da atracdo
eletrostatica ou das cargas entre particulas. De acordo com Oropeza (2011), sistemas com
potenciais zeta menores que -30 mV e maiores que 30 mV apresentam maior estabilidade
devido a maior repulsdo entre as particulas evitando aglomeragao.

As NCs apresentam potencial zeta negativo (-19 = 1 mV) devido a hidroélise com acido
sulfurico, mantendo grupos sulfatos (SO3") distribuidos aleatoriamente sobre a superficie da
NC. A associagdo das NCs e AF também apresentaram valores negativos (- 37 =2 mV), porém
ligeiramente mais baixos que os compostos isolados. O AF, quando colocado em suspensao de
NC, poderia contribuir com as cargas negativas na superficie das fibras, provavelmente devido

a predominancia dos grupos COO" do &cido glutdmico (Figura 1).



53

A solugdo de nanoparticulas de quitosana apresenta potencial zeta positivo (+ 23 £+ 1

mV). Este resultado confirma a presenga dos grupos amino na superficie das particulas em pH
proximo de 3,5, na sua forma predominantemente protonada (NH3"). Nos sistemas hibridos
NQ-NC, pode-se observar que as cargas superficiais das particulas também foram
predominantemente positivas ¢ semelhantes aos valores encontrados para NQs. Este resultado
pode ser atribuido a presenc¢a de quitosana na superficie do compdsito ou ainda a predominancia
de NQ em relagao as NQ-NC. Comparando os dois métodos de producdo, os maiores valores
de potencial zeta foram observados para as particulas produzidas pelo método A, onde o acido
folico com ou sem nanocelulose foi adicionado a solugdo de quitosana, indicando maior

estabilidade das mesmas em suspensdo (Tabela 7).

5.1.3. Estabilidade do acido félico por CLAE

Para a quantificacdo de AF por CLAE, primeiramente foi realizada a construcao de

curva padrao. Em seguida, testes preliminares de extracdo foram realizados, em 4gua ou NaOH.
5.1.3.1. Padronizac¢ao externa do acido félico por CLAE

Para a quantifica¢do de AF por CLAE, foi necessario construir uma curva padrdo. Para

isso, foram analisadas 9 niveis de concentragdes dos ativos e os resultados estdo apresentados

na Tabela 8.

Tabela 8. Areas encontradas e suas concentragdes de AF para construgdo da curva padréo.

Concentracao de Area u.a.* Fator

Nivel AF (ug/mL) (282 nm) Linear.
1 4,3844 113.288,4 25839
2 8,7688 233.619,3 26642
3 13,1532 435.184,2 33086
4 26,3064 862.970,1 32805
5 43,844 1.512.196,5 34490
6 87,688 3.189.068.,5 36368
7 131,532 4.653.957,1 35383
8 175,376 6.173.911,4 35204
9 219,22 7.583.244,1 34592

Fonte: Propria autoria.
*u.a.: unidades arbitrarias

A curva padrdo do acido folico pode ser visualizada na Figura 14, onde sdo

relacionadas as areas obtidas na cromatografia com a concentracdo do ativo analisada. Essa
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curva possibilita o calculo da concentragao de AF nas amostras a partir dos coeficientes da reta
obtida.

Figura 14. Curva padrdo do acido f6lico obtido por CLAE.

Fonte: Propria autoria.

Portanto a curva padrio foi obtida por regressdo linear, resultando na equacéo 2 (R? =
0,9994).
Ayg, = 35162 * [AF] — 24144 (Equagdo 3)

5.1.3.2. Teste para quantificacio de AF

O primeiro teste foi realizado com solucdo tampao fosfato pH 6,7 somente nas amostras
AF, Ch-AF e NQ-AF-A a fim de se obter o melhor protocolo para extragdo. Como pode ser
observado na Figura 15 somente as amostras que contém NC foram possiveis de quantificagao,
contendo 807 ug de AF/g de amostra, muito possivelmente porque elas ndo encapsulam o AF
e, portanto, ele esta livre e pode ser quantificado nessas amostras. O AF livre apresentou baixo
teor na quantificacdo por CLAE utilizando solugdo tampao (83 pg de AF/g de amostra)
considerando que a quantidade de AF adicionado foi de 1000 pg de AF/g de amostra. Esse fato
pode ter ocorrido pelo excesso que separou durante a centrifugagdo. Ja nas amostras que contém
quitosana, o AF pode estar ligado a essas particulas e no momento da centrifugagcdo decanta

junto com a quitosana. Portanto essa extra¢cao ndo se mostrou vidvel para esta quantificacao.
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Figura 15. Quantificagdo de AF por CLAE utilizando primeira metodologia de extracao

testada.

Nessa figura: Amostra AF — Solugao de AF em solugao tampao; Ameostra NC-AF — Suspensao
de nanocelulose e acido folico; Amostra Ch- AF - mistura fisica de quitosana e acido folico;
Amostras NQ-NC — nanoparticula de quitosana e nanocelulose; Amostra NQ-AF-A -
nanoparticula de quitosana com &cido folico e Amostra NQ-NC-AF-A - nanoparticula de
quitosana e nanocelulose com acido folico. Sendo letra A para amostras produzidas pelo método
A (4cido folico com ou sem nanocelulose adicionado a solug@o de quitosana) Fonte: Propria autoria.

O segundo teste foi realizado para extragdo utilizando NaOH 0,1M. Esta extragao foi
mais eficiente para quantificagdo do AF, pois o hidroxido de sodio solubiliza o AF e
desestabiliza a estrutura das particulas, possibilitando a extra¢do e posterior quantificagdo da
vitamina. Visualmente foi possivel perceber essa eficiéncia, visto que depois da centrifugacao
o precipitado ndo estava amarelo, estava transparente e parecido com a amostra de quitosana

sem AF. Os resultados encontrados para este teste estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Quantificagao de AF utilizando a extragdo com NaOH e tampao.

Amostra Area u.a. Concentracao de AF
(282 nm) (ng/g de amostra)

AF 2970420,1 851.6

Ch-AF 3032337,1 8692

NQ-AF-A 2953394,8 846.8

Fonte: Propria autoria.

As amostras apresentaram quantidades de AF similares no primeiro dia de produgao,
em torno de 856 pg de AF/g de amostra. Este teste foi o mais coerente considerando a
quantidade inicial adicionada de AF (1000 ng/g de amostra) e a possivel degradag@o ou perdas

durante os processos de extracdo e quantificagdo. Frommherz et al. (2014) utilizaram um
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método semelhante para quantificar AF em suco. Os autores adicionaram 1:1 de suco : solucao
de NaOH 0,1%.

Assim, esta metodologia de extragdo e quantificagdo foi a Unica utilizada para os
demais resultados.

A EE de AF foi calculada apenas para as amostras contendo particulas em suspensao,
ou seja, para o AF encapsulado com NQs (5A e 5B), e para o AF encapsulado no sistema hibrido
NQ/NC (6A e 6B). Os resultados estdo apresentados na Tabela 10. Independente da presenga
das nanocelulose, € do método de produgao utilizado, a eficiéncia de encapsulagao foi alta, em

torno de 98%.

Tabela 10. Eficiéncia de encapsulagdo das amostras.

Amostra EE (%)
NQ-AF-A 98,91 + 0,02"
NQ-AF-B 98,79 + 0,03
NQ-NC-AF-A 98,6+ 0.4
NQ-NC-AF-B 98,6+ 0,6

Nessa tabela: Amostra NQ-AF-A -nanoparticula de quitosana com é&cido folico; Amostra NQ-
AF-B - nanoparticula de quitosana com acido folico; Amostra NQ-NC-AF-A - nanoparticula
de quitosana e nanocelulose com acido folico e Amostra NQ-NC-AF-B - nanoparticula de
quitosana e nanocelulose com acido folico. Sendo letra A para amostras produzidas pelo método
A (&cido folico com ou sem nanocelulose adicionado a solugdo de quitosana) e letra B para
amostras produzidas pelo método B (acido folico com ou sem nanocelulose adicionado a
solugdo de TPP). * Os valores apresentam a média + desvio padrdo (n =3). ** Médias seguidas
de letrais iguais na mesma coluna ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de
significancia. Fonte: Propria autoria.

5.1.3.3. Estabilidade do acido félico em funcio do tempo e luminosidade

Foi realizada a quantificacdo de AF por CLAE e as Figura 16 e Figura 17 apresentam
os valores encontrados apds o 1°, 15°, 30° e 45° dias de produgdo para as amostras com prote¢ao
da luz ambiente e sem protecao, respectivamente. Em geral, pode-se observar a gradativa
degradacdo do AF, independente da protecdo da luz ambiente.

A concentracdo de AF na solucdo controle, sem encapsulacdo, diminui de 827,6 a
646,1 ng/g de amostra ja nos primeiros 15 dias das amostras com prote¢ao da luz. No AF
colocado na suspensdo de NC também houve degradagdo semelhante ao controle nos 15
primeiros dias, evidenciando que as NC ndo apresentaram efeito positivo na estabilidade do
AF. Entretanto, quando o AF foi encapsulado com quitosana por geleificagdo idnica, a

concentracdo de ativo permaneceu estavel até aproximadamente 30 dias, sendo de 650 pg/g



57

enquanto o AF controle nesse mesmo periodo era de 157 pg/g. E interessante notar, que a
propria solucdo de quitosana tem efeito positivo na estabilizagdo do composto ativo.

Godoy et al. (2004) estudaram a degradacdo de AF em leite durante o periodo de
estocagem, e perceberam que houve perda acentuada nos niveis de AF dos leites analisados.
Sendo que em 120 dias de estocagem a perda chegou a 61,5 £ 6,2 no leite em po, 29, 0 = 5,4

no leite esterelizado e 20, 0 + 2,6 no achocolatado.

Figura 16. Quantificagdo de AF por CLAE nas amostras com protegao a luz ambiente no
periodo de 45 dias.

Nessa figura: Amostra AF — Solugdo de AF em solugdo tampao; Amostra NC-AF — Suspensao
de nanocelulose com AF; Amostra Ch-AF — Solucao de quitosana com AF; Amostra Ch-NC-
AF-A - mistura fisica de quitosana, nanocelulose e acido folico; Amostra Ch-NC-AF-B -
mistura fisica de quitosana, nanocelulose e acido folico, Amostra NQ-AF-A - nanoparticula
de quitosana com 4cido folico; Amostra NQ-AF-B - nanoparticula de quitosana com éacido
folico; Amostra NQ-NC-AF-A - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico
¢ Amostra NQ-NC-AF-B - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico. Sendo
letra A para amostras produzidas pelo método A (acido folico com ou sem nanocelulose
adicionado a solucdo de quitosana) e letra B para amostras produzidas pelo método B (dcido
folico com ou sem nanocelulose adicionado a solugdo de TPP). * Os valores apresentam a média
+ desvio padrdo (n =3). ** Barras identificadas com letras maitisculas iguais para um mesmo
intervalo de tempo, assim como letras minusculas iguais para uma mesma amostra ao longo do

tempo ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte: Propria
autoria.

Um estudo realizado com suco enriquecidos com AF também indicou uma ndo
linearidade do processo de degradacgao desta vitamina durante um ano (46 %), sendo observado
uma taxa maior no primeiro més. (FROMMHERZ et al., 2014). Neste estudo também

verificaram que embalagens transparentes apresentaram maior degradagdo quando
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armazenadas sob influéncia da luz comparadas com as armazenadas no escuro. Entretanto, esses
sucos ndo mostraram diferenga na degradagdo quando comparadas as outras embalagens.

Figura 17. Quantificacao de AF por CLAE nas amostras sem protecao a luz no periodo de 45
dias.

Nessa figura: Amostra AF — Solugao de AF em solugao tampao; Ameostra NC-AF — Suspensao
de nanocelulose com AF; Amostra Ch-AF — Solu¢do de quitosana com AF; Amostra Ch-NC-
AF-A - mistura fisica de quitosana, nanocelulose e acido folico; Amostra Ch-NC-AF-B -
mistura fisica de quitosana, nanocelulose e 4cido f6lico; Amostra NQ-AF-A - nanoparticula
de quitosana com acido félico; Amostra NQ-AF-B - nanoparticula de quitosana com acido
folico; Amostra NQ-NC-AF-A - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido félico
e Amostra NQ-NC-AF-B - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico. Sendo
letra A para amostras produzidas pelo método A (4cido félico com ou sem nanocelulose
adicionado a soluc¢do de quitosana) e letra B para amostras produzidas pelo método B (4cido
folico com ou sem nanocelulose adicionado a solu¢ao de TPP). * Os valores apresentam a média
+ desvio padrao (n =3). ** Barras identificadas com letras maitsculas iguais para um mesmo
intervalo de tempo, assim como letras minusculas iguais para uma mesma amostra ao longo do

tempo ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte: Propria
autoria.

5.1.34. Estabilidade do acido folico em fun¢io da temperatura

A Figura 18 apresenta os resultados de concentracao de AF (ug/g de amostra) para o
primeiro teste da influéncia da temperatura na degradagdo do AF ndo encapsulado e
encapsulado com NQ, NC, e no sistema hibrido NQ/NC. A partir destes resultados, pode-se
observar que o acido folico puro em solucdo tampao nao degradou em nenhuma das
temperaturas testadas. Foi possivel observar a degradagdo apenas na temperatura do banho de

100°C para as amostras 5A e 6A, isso ocorreu pois a quitosana se degrada nessa temperatura e
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libera o AF. A solugdo da amostra possui pH médio de 3,7, sendo portanto favoravel a
degradacdo do AF.
Figura 18. Quantificacdao de AF contido nas amostras em fun¢do da temperatura: temperatura

ambiente, 40, 60, 80, ¢ 100 °C.

Nessa figura: Amostra AF — Solugao de AF em solugao tampao; Ameostra NC-AF — Suspensao
de nanocelulose com AF; Amostra Ch-AF — Solucdo de quitosana com AF; Ameostra NQ-
AF-A - nanoparticula de quitosana com acido folico e Amostra NQ-NC-AF-A - nanoparticula
de quitosana e nanocelulose com 4acido folico. Sendo letra A para amostras produzidas pelo

método A (acido félico com ou sem nanocelulose adicionado a solugdo de quitosana). Fonte:
Propria autoria.

Portanto como conclusdes parciais dos resultados obtidos até esta etapa do trabalho,
foi possivel constatar que ndo houve diferengas entre os métodos A e B em relacao a eficiéncia
de encapsulacdo. Além disso, o Método B apresentou particulas com formatos mais irregulares
e mais proximos dos didmetros da amostra controle.

Assim, a caracterizagdo por espectroscopia, termogravimetria e liberagdo in vitro
foram realizadas apenas para as particulas obtidas pelo método A. Nesta etapa do projeto, houve
um problema com o equipamento de CLAE e o mesmo ficou aguardando manutengao por 9
meses. Assim, foi necessario adaptar a quantificagdo do AF por espectrometria UV-Vis para as

etapas seguintes.

5.2. Caracterizacdo por ATR-FTIR

Foi feita a caracterizagdo das amostras liofilizadas por ATR-FTIR para identificar

alteragdes moleculares nos polimeros obtidos ou nas interacdes AF / polimero. Os espectros
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estido apresentados na Figura 19 nas regides de 1800 a 600cm !

, onde as principais bandas de
absorbancia sdo observadas estdo descritas.

Para NC, o pico fraco centrado em 1730 cm™! no espectro de FTIR pode ser atribuido
a vibragao de estiramento C = O da ligagao éster do grupo carboxilico dos acidos ferualico e p-
cumadrico e o pico a 1642 cm’! corresponde a vibragdo estrutural aromdtica da lignina
remanescente (REDDY; YANG, 2009). Os picos de absorbancia observados na regido espectral
1649-1641 cm’! também podem ser atribuidos a curvatura de O-H da 4gua adsorvida (LE
TROEDEC et al., 2009). Os picos entre 1172 e 1052 cm™ no espectro de NCs foram
relacionados as vibragdes de éter glicosidico da celulose (MORAN et al., 2008). A faixa mais
intensa no espectro de NCs foi centrada em torno de 1030 cm™ e foi atribuida a contribuigdo de
varias vibragdes associadas a vibrac¢ao assimétrica de CH e ao estiramento de CO das ligacdes
B-glicosidicas entre as unidades de B-D-glucopiranosil em celulose. A faixa de absorgao
significativa de 950 a 820 cm™ devido a curvatura C = C também pode estar associada as
ligagdes B -glicosidicas (MANDAL; CHAKRABARTY, 2014).

As nanoparticulas de quitosana (NQ) apresentam bandas tipicas de polissacarideos
com um amplo alongamento de grupos O-H proximos a 3250 cm’'. Uma banda de baixa
intensidade centrada em 2880 cm! surge da deformacio axial de CHz de CH: e grupos CH3 da
unidade de glucosamina na estrutura de quitosana. A banda de 1645 cm™ ¢ atribuida a posi¢do
C2 no grupo NH» da amina, e os sinais de pico a 1556 cm™! correspondem a flexdo de NH da
amida II no modo vibracional. Uma vibracio de intensidade média a 1317 cm™' é caracteristica
dos grupos -OH, -NH; ou -CO. As intensidades médias de bandas de 1360 a 1080 cm™! sdo
atribuidas a CN que se estende a partir de grupos amina. As vibragdes mais intensas em 1150 e
1065 cm! estdo associadas ao estiramento-C-O-C na ligagdo glicosidica. O pico centrado em
885 cm™! ¢ atribuido a dobra fora do plano do CH presente na estrutura de quitosana.

Apenas poucas diferencas foram observadas nos espectros do sistema hibrido NQ/NC
(amostra 10). O pico a 1030 cm™ (para NC) foi deslocado para 1025 cm™ e foi mais forte no
composito. Além disso, o pico a 1097 cm™! foi mais pronunciado no compdsito, mostrando a
possivel interacdao entre NC e NQ por vibragao assimétrica de CH e o alongamento OCO das
ligagdes glicosidicas entre o aldeido presente em NC e NQ com os grupos OH, também
apresentado em ambos os carboidratos. Além disso, os carboidratos podem ser conectados por
ligacdes de hidrogénio, mas isso nao ¢ evidente nos espectros de FTIR. Essas interagdes podem
explicar as fibras de celulose envolvidas no NQ observadas nas imagens microscopicas (Figura
12C).

Para os espectros FTIR do 4cido folico puro (AF), foram observadas principalmente

vibragdes de estiramento C = O a 1680 cm™!, 0 modo de flexdo do grupo NH em 1605 cm™ e a
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absor¢do do anel aromatico (C = C) a 1508 cm ~ ' (BAKHSHI et al., 2013). Bandas
caracteristicas de carboidratos foram observadas de 1200 a 800 cm ~ ! relacionadas a vibragdes
de estiramento dos grupos C-O e C-C e vibragao de flexdo do grupo C-O-H (KACURAKOVA;
MATHLOUTHI, 1996). Uma faixa caracteristica do acido f6lico foi observada em torno de 768
cm’! atribuida a curvatura C-H aromatica, que ndo foi sobreposta com a faixa de vibragdo de

NC e NQ.

Figura 19. Espectros de infravermelho das amostras liofilizadas contendo ou nao acido félico.

Nessa figura: Amostra NC — Suspensao de nanocelulose; Amostra NQ — nanoparticula de
quitosana; Amostra NQ-NC — nanoparticula de quitosana e nanocelulose; Amostra AF —
Solugao de AF em solugdo tampao; Ameostra NC-AF — Suspensdo de nanocelulose com AF;
Amostra NQ-AF - nanoparticula de quitosana com acido folico; Amostra NQ-NC-AF -
nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico. Fonte: Propria autoria.

Os espectros de amostras contendo AF (2, 5SA e 6A) revelam a presenca de AF. Nao
foram observadas diferengas significativas para amostras contendo NC e AF, sugerindo que
nao houve interagao quimica. No entanto, para amostras produzidas por geleificacdo idnica com
quitosana e TPP, o deslocamento do pico do grupo carboxila de 1680 cm ~ ! para 1694 cm ~!
pode indicar a formagao de ligagdo éster entre FA e quitosana (VARSHOSAZ; TAYMOURI;
HAMISHEHKAR, 2014). O pico centrado em 1508 cm atribuido a absorgdo do anel
aromatico do FA foi deslocado para 1480 cm! para as amostras 5A ou 6A. A presenga de C =

C e C-H curvando-se a 840 e 815 cm™!, respectivamente, sugere a interagdo quimica entre os

polimeros e a vitamina, que foi mais pronunciada nos sistemas hibridos.
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5.3. Analise termogravimétrica (TGA)

As estabilidades térmicas do AF e das particulas liofilizadas sdo comparadas nos
termogramas da Figura 20, de acordo com as analises de TG. A degradacao do AF comeca no
inicio da eleva¢do da temperatura até 152°C. Esta perda de massa inicial de 11,4% ¢ atribuida
a dessorcao de agua ligada fisicamente e quimicamente, entdo, 6,4% da massa degradam até
250°C. Segundo Vora et al. (2002), o acido folico ¢ completamente degradado a 195°C. A
terceira degradacdo ocorre de 250 a 480°C e ocorreu 14% de degradacdo da massa. Estes dois
eventos estao de acordo com a degradacao do acido folico (CAMACHO et al., 2019; VORA et
al., 2002). Apoés essa etapa, ocorreram descarbonilacdo e decomposigdo pirolitica e o AF foi
degradado em fragmentos de carbono, conforme evidenciado por Vora et al. (2002). Ao final
da andlise a 800°C, a massa corresponde a 49,5% da massa inicial.

As particulas liofilizadas (NQ-AF-A), em geral, apresentaram uma perda de massa
inicial, relacionada a 4gua e a perda de massa variou de 6,5% a 8,0%. O segundo evento

corresponde a degradacdo de AF com pequenas diferencas entre as amostras.

Figura 20. Termogramas das amostras com AF.

Nessa figura: Amostra AF — Solugao de AF em solugao tampao; Ameostra NC-AF — Suspensao
de nanocelulose com AF; Amostra NQ-AF - nanoparticula de quitosana com acido f6lico;

Amostra NQ-NC-AF - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico. Fonte:
Propria autoria.
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Para as amostras NC-AF, o segundo evento comegou em 157°C até 250°C com 4,3%

de perda de massa, seguido de outros trés eventos até 800°C. Esses eventos estdo

correspondendo a uma perda de massa de 30,2% relacionada a degradacdo irreversivel dos

principais compostos (lignina, hemicelulose e celulose) (LIU et al., 2014). Os residuos so6lidos
foram responsaveis por 55% de perda de massa a 800°C.

A degradacao térmica de NQ-AF e NQ-NC-AF foi semelhante. A degradacdo inicial

ocorre até 130°C em ambos os casos. No entanto, a 4gua contida no NQ-NC-AF foi superior a

NQ-AF, correspondendo a 5,8 e 7,2%, respectivamente. O segundo evento foi caracterizado

por uma perda de massa de 5,5 e 6% para NQ-AF e NQ-NC-AF, indicando que o sistema

hibrido mantém a estabilidade do AF e que a amostra NQ-NC-AF tinha mais concentragao de

AF do que NQ-AF. Apo6s a temperatura de 250°C, o perfil de degradagdo € caracterizado por

dois eventos principais devido a degradagao da quitosana e NC, relacionados a degradagao da

estrutura polimérica (MARTELLI-TOSI et al., 2018; MARTINS; MORGADO; ASSI, 2016).

5.2. Quantificacdo de acido folico por Espectrometria UV-Vis

Como método analitico optou-se pela espectrofotometria, por sua simplicidade e
precisdo. A AF tem dois maximos de absorcao, a 280 e 350 nm em meio aquoso (MATIAS et
al., 2014); o primeiro maximo ¢ atribuido ao acido aminobenzdico e o segundo ao grupo
pteridina. A absorbancia a 280 nm foi selecionada por ser a de maior pico de absor¢do e,
portanto, a sensibilidade ¢ maior. Esse método foi proposto e utilizado para a quantificagdo de

AF por Lopera et al. (2009).

Figura 21. Imagens das amostras contendo AF nas concentragdes de 0,03; 0,05 e

0,08% apos a centrifugagao.

Fonte: Propria autoria.

Para esta avaliagdo, foi realizado um teste para verificar o excesso de AF que continha

nas amostras. Os resultados indicaram que a concentragdo de 0,01% era a mais indicada para
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esta avalia¢dao porque nao houve precipitacdo de AF e ndo comprometeria a ressuspensao com
a presenca desse excesso. Na Figura 21 pode ser observado que as concentracdes de 0,03; 0,05

e 0,08% tiveram formacao de precipitado de AF.

5.3.1. Padronizacao externa da acido félico

A quantificagdo foi realizada por padronizagdo externa a partir das absorbancias em
282 nm obtidas das analises de diversos niveis de concentra¢des dos ativos (Tabela 11).
A partir das absorbancias obtidas no espectrofotdometro, foi construida a curva padrao

e o coeficiente da reta obtida foi possivel calcular a concentragdo de acido folico nas amostras.

Tabela 11. Concentragdes e absorbancias encontradas para construgdo da curva padrao do AF

no espectrofotdmetro, em triplicata.

Concentracdo Absorbancia Concentracio Absorbancia Concentracido Absorbancia
de AF (ug/mL) (282 nm) de AF (ug/mL) (282 nm) de AF (ug/mL) (282 nm)

19,4 1,052 20,95 1,409 23,2 1,354
14,55 0,799 15,71 1,014 18,56 1,101
9,700 0,55 10,48 0,654 13,92 0,825
7,760 0,55 8,38 0,534 9,28 0,539
5,820 0,34 6,29 0,391 4,64 0,29
4,850 0,29 5,238 0,33 2,32 0,137
3,88 0,22 4,1904 0,256 - -
1,94 0,10 2,0952 0,14 - -

Fonte: Propria autoria.

Figura 22. Curva padrao do acido folico obtido por espectroscopia no UV.

Fonte: Propria autoria.
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A partir das absorbancias obtidas na espectroscopia, foi construida a curva padrao

(Figura 22), resultando na equagio 3 (R? = 0,9805).
Ayg, = 35162 % [AF]| — 24144 (Equagdo 3)

5.3.2. Eficiéncia de encapsulac¢ao

As particulas carregadas com AF e a mistura fisica NC-AF foram caracterizadas por
espectroscopia UV-vis e os espectros estdo apresentados na Figura 23. A vitamina absorveu no

comprimento de onda de 282 nm (comprimento de onda maximo) (MATIAS et al., 2014).

Figura 23. Espectro UV-Vis das solugdes contendo AF utilizado para o célculo da EE%.

Nessa figura: Amostra AF — Solugdo de AF em solugdo tampao; Amostra NC-AF — Suspensao
de nanocelulose com AF; Amostra NQ-AF - nanoparticula de quitosana com acido f6lico e
Amostra NQ-NC-AF - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico. * Os
valores apresentam a média £+ desvio padrao (n =3). ** Médias seguidas de letrais iguais nao
diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte: Propria autoria.

Como pdde ser observado na Figura 23, as amostras de NQ-AF e NQ-NC-AF ndo
tiveram absor¢do maxima no mesmo comprimento de onda do AF livre (282 nm). NQ-AF teve
maior absor¢do no comprimento de onda de 284 nm enquanto que NQ-NC-AF, em 285 nm. A
mudanca de absor¢ao esta provavelmente relacionada a ligagao i6nica entre os grupos —NH> de
quitosana e —OH de AF alterando a densidade de matriz e as interagdes espectroscopicas como
atribuidas por Chakraborty et al (2012). A redugdo proporcional da intensidade nesse
comprimento de onda pode ser atribuida a quantidade relativa de vitamina retida. A diferenca

de intensidade foi de cerca de 42% e 54% para NQ-AF e NQ-NC-AF, respectivamente.
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Portanto, a NC pode melhorar a carga vitaminica nas nanoparticulas de quitosana devido a rede
tridimensional do sistema hibrido NQ-NC-AF (Figura 13C e D).

Para confirmar estas observacdes, a eficiéncia de encapsulacio (EE,%) foi
determinada medindo a diferencga entre a concentracao de AF adicionada, ¢ a concentracao livre
medida no sobrenadante ap6s a centrifugacdo (equacdo 1). Os valores de EE foram 62 + 4 %
para o NQ-AF, e maiores valores foram observados para o NQ-NC-AF (EE = 72 + 8). Estes
resultados confirmaram ainda mais o efeito positivo da adi¢do de NC no processo de
encapsulacdo de AF com nanoparticulas de quitosana. Estes resultados foram superiores aos
encontrados na literatura. Britto et al (2014) também encapsulou a vitamina Bo utilizando
nanoparticulas de quitosana obtidas por meio de geleificagdo idnica com tripolifosfato de so6dio
(TPP). Sua EE foi muito menor: 5,7%. Pérez-Masia et al (2015) obteve um EE de 44,0 a 83,9%
com 1,5% de bioativo, dependendo do polimero (concentrado proteico de soro de leite e amido
resistente) e do processo de encapsulamento (spray drying e electrospraying). Além do
processo, essas diferencas podem estar relacionadas a relagdo vitamina / polimero. Estudos

variando estas concentragdes devem ser realizados para otimizar a metodologia,

5.3.3. Estabilidade do acido félico em fun¢ao do pH (perfil de liberacio controlada)

Estudos de liberagdo foram realizados para avaliar a capacidade da nanoparticula de
quitosana e do veiculo NC em controlar a liberagao de acido folico de acordo com o pH da
solucao.

O estudo da solucdo de AF em meio semelhante as amostras ¢ um parametro
importante para a avaliacdo do ativo porque indica a resposta de tal composto em diferentes
situagdes. Dessa forma, esse estudo mostrou que o composto ativo em solucao acida (pH 3,0)
se degrada enquanto na solu¢do neutra ha uma estabilidade, conforme mostra a Figura 24. Nos
primeiros minutos, a concentracdo de AF na solugdo 4cida ja decai para 0,016 mg/mL. Esse
valor esta 4,4x menor do que a quantidade de AF adicionada (0,07 mg/mL). A concentracao
vai diminuindo para aproximadamente 0,001 mg/mL com o decorrer das horas. Isto indica que
o AF em solucdo acida degrada rapidamente e que ao se analisar as amostras com particulas
esse resultado deve ser considerado.

Ja na solu¢do de AF em pH neutro, a concentragdo de AF se mantém constante nas
primeiras horas, proximo de 0,07 mg/mL e ao final atinge 0,06 mg/mL. Portanto, ndo ha

degradacao do AF durante o teste de liberagao controlada neste pH.
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Figura 24. Curva de degradagao do AF em diferentes pHs.

Fonte: Propria autoria.

O perfil de liberacdo ¢ uma ferramenta utilizada para avaliar a durabilidade do
composto ativo encapsulado. De acordo com Britto et al (2014), a propriedade particular da
vitamina influencia esse perfil, portanto vitaminas de molécula pequena e soluvel em agua sio
rapidamente liberadas da capsula. Ja vitaminas como a vitamina B9 (AF) a libera¢dao ¢ mais
lenta chegando no patamar maximo em 24 h em pH 7,4, enquanto a vitamina C atinge em 2 h.
Nesse estudo, pode ser observado na Figura 25 essa liberagdo também ocorreu em 24 h tanto
para as amostras com NC como as sem NC.

A Figura 25 (A) apresenta a liberacdo do AF em pH écido (pH 3,0) e foi calculada
considerando a perda por degradagdo, portanto os valores considerados sdo acumulativos.
Como as NQs sao soluveis em acido, a liberagdo ocorre de forma mais intensa quando
comparada com a liberacdo em meio neutro (Figura 25 B). A amostra NQ-NC-AF consegue
atingir valor de liberagdo acima de 90%, enquanto a amostra sem NC atinge abaixo de 60%.
Quando se compara as duas amostras com e sem NC, pode ser observado que a NC consegue
manter a estabilidade do AF em meio acido. Kolakovic et al. (2012) produziram filmes de
nanocelulose carregados com farmaco e conseguiram uma liberacdo sustentada por até 15-30

dias enquanto a dissolugdo do fArmaco puro se dissolveria completamente em 24 h.
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Figura 25. Perfil de liberacao controlada das amostras NQ-AF e NQ-NC-AFem pH 3 (A) e

em pH 7,4 (B).

Fonte: Propria autoria.

Figura 26. Esquema de interacdo entre a nanoparticula de quitosana produzida por

geleificagdo i06nica e nanocelulose na estabilizagao de acido folico.

Fonte: Propria autoria.

A Figura 25 (B) apresenta a liberagcdo em pH neutro (7,4) e ha uma maior liberac¢ao do
AF na amostra contendo NC. Neste pH, a liberagdo ocorreu principalmente por causa da difusao
e maior solubilidade do AF. A liberacdo de vitamina atingiu 28,3% para NQ-AF e 43,6% para
NQ-NC-AF. Portanto, a liberagao de AF ao longo do tempo também ¢ maior para o sistema
hibrido, indicando alguma interacao das particulas na fibra-quitosana-vitamina. O esquema de
interacdo proposto estd apresentado na Figura 26. Portanto, o AF pode estar encapsulado na

NQ, ou aprisionado na rede tridimensional composto por NQ e NCs.
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5.3.4. Estabilidade do acido félico em func¢ao da radiacao ultravioleta UV

O efeito protetor do encapsulamento contra a degradagao da luz ao longo do tempo foi
representado pelas quantidades de AF nas amostras (Figura 27).

Pode ser observado que todas as suspensdes sofreram degradacao ja na primeira hora
e ndo houve alteragdo significativa dessa degradagdo no decorrer do tempo analisado.
Entretanto, houve uma diferenca entre as amostras que contem ou ndo NC. No inicio do teste,
havia maior concentracdo de AF nas suspensdes NQ-AF e apos a primeira hora, houve maior
perda de AF nessas amostras comparando com a NQ-NC-AF, que se manteve em maior
concentragdo nas outras medi¢des. A degradacao de AF na suspensdao sem NC foi de 24,4%

enquanto a que continha NC foi de 10,7%.

Figura 27. Estabilidade do 4cido folico em fun¢ao da radiagdo ultravioleta nas amostras NQ-

AF e NQ-NC-AF.

Nessa figura: Amostra NQ-AF - nanoparticula de quitosana com écido folico; Amostra NQ-
NC-AF - nanoparticula de quitosana e nanocelulose com acido folico. * Os valores apresentam
a média + desvio padrdo (n =3). ** Barras identificadas com letras maiusculas iguais para um
mesmo intervalo de tempo, assim como letras mintisculas iguais para uma mesma amostra ao

longo do tempo ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte:
Propria autoria.

A reducdo da degradacao da luz na NQ-NC-AF ¢ um resultado da distribui¢do da
nanocelulose na matriz de encapsulagdo. As NCs t€ém uma capacidade elevada de espalhar luz.

Quando distribuidas de forma homogénea no material, as propriedades Opticas sdo
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consideravelmente alteradas reduzindo a intensidade da radiacdo atingida no nucleo das

nanoparticulas (TUMMALA et al., 2017).
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento do presente estudo permitiu obter as seguintes conclusoes:

e Foi possivel produzir sistemas hibridos compostos por nanoparticulas de quitosana e
nanoceluloses. Esta estrutura foi caracterizada por particulas de quitosana envolvidas na
estrutura fibrosa das NCs. Poucas estruturas de NCs foram observadas isoladamente propondo
que as particulas tendem a interagir fisica ou quimicamente entre elas, mesmo que por
interagdes fracas. Na presenca de acido folico, as fibras foram observadas entre os
agrupamentos de NQs estabelecendo uma rede tridimensional.

e Nos sistemas hibridos NQ-NC, pode-se observar que a carga superficial das particulas
foi semelhante ao valor encontrado para NQs. Este resultado pode ser atribuido a presenga de
quitosana na superficie do compoésito ou ainda a predominancia de NQ em relacao as NQ-NC
na suspensao. As suspensdes do Método A (acido félico com ou sem nanocelulose adicionadas
na quitosana) apresentaram maior estabilidade.

e Nao houve diferengas significativas entre as amostras com ou sem NC, mas a
encapsulacdo com quitosana melhorou a estabilidade do AF nos testes ao abrigo da luz, ou a
exposi¢ao da luz ambiente.

e Os métodos de encapsulacao foram eficientes para manter a estabilidade do AF por 45
dias.

e Em geral, os sistemas hibridos foram capazes de liberar uma maior quantidade de
vitamina das particulas, seja em pH 3,0 ou 7,4. Além disso, a rede tridimensional das particulas
NQ-NC-AF aumentou a protecao do AF contra a degradagdo da luz ultravioleta, provavelmente
devido as NCs possuirem maior capacidade para dispersar luz.

e Resultados de FTIR mostraram que os picos de caracteristicas de AF foram mais
pronunciados nas particulas compostas, embora nao tenham ocorrido interagdes fortes entre NQ
e NC. Anadlises de degradagdo térmica corroboram esses resultados.

A relevancia deste estudo baseia-se na importancia de compreender melhor as
interacdes dos materiais estudados para melhorar as aplicagdes tecnoldgicas. Portanto, NQ-NC
poderia ser um novo material compdsito para ser considerado como veiculador de compostos

ativos.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos neste estudo, sugere-se a aplicagdo das nanoparticulas
com NC em filmes biodegradéaveis para producao de embalagens/coberturas ativas. A presenca
da rede tridimensional NC-NQ contribuiria ndo apenas para a melhoria das propriedades
mecanicas, mas também para a protecao do composto ativo encapsulado.

Outros compostos ativos puros ou obtidos a partir de extratos vegetais podem ser
utilizados para encapsulacao neste sistema a fim de avaliar seu potencial uso na encapsulagao
de compostos ativos de diferentes solubilidades.

E necessério ainda estudar a toxicidades in vitro destas particulas, bem como realizar

estudos de digestibilidade das amostras produzidas.
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