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RESUMO

Este estudo tem como objetivo geral a nanoencapsulacdo da quercetina
utilizando nanoparticulas de quitosana/tripolifosfato de sddio para verificar o efeito da
adicdo de lecitina de gema de ovo nas propriedades dos sistemas desenvolvidos. As
nanoparticulas foram produzidas com o uso da técnica de gelatinizagdo i6nica onde a
quitosana solubilizada em meio acido é misturada a uma solucéo de tripolifosfato de
sodio e lecitina sob constante agitagdo. Com uso da mesma metodologia, foram obtidas
as nanoparticulas contendo quercetina.

Os materiais obtidos foram caracterizados por medidas do diametro
hidrodinamico das nanoparticulas obtidas, polidispersdo dos sistemas desenvolvidos
(PDI), FTIR, Potencial Zeta, TGA, DSC e foi realizada a quantificacdo de farmaco
incorporado aos sistemas desenvolvidos (eficiéncia de encapsulagdo). Por meio da
caracterizacdo foi possivel observar a influéncia da lecitina na obtencdo das
nanoparticulas assim como a eficiéncia do método empregado no preparo das amostras.

Caracteristicas como tamanho, carga das nanoparticulas e polidispersdo das
amostras foram avaliadas observando o efeito do pH da solugéo de quitosana, a variagdo
na concentragdo do polimero e a variagdo no volume do gelatinizador, verificando ainda
a influéncia da presenca ou auséncia da lecitina e do ativo quercetina.

De forma geral, tanto para as amostras com a presenca de quercetina como para
as amostras sem quercetina constata-se que o tripolifosfato de sodio é responsavel por
uma significativa reducdo no tamanho das nanoparticulas em decorréncia da interagdo
dos grupos amino protonados da quitosana com os grupos fosfatos do tripolifosfato de
sodio. A adicdo de lecitina propicia uma diminuicdo do didmetro hidrodindmico das
nanoparticulas em decorréncia das interacGes eletrostaticas promovendo assim um
aumento na densidade de cargas positivas resultando em sistemas mais polidispersos e
estaveis.

A quercetina demonstrou melhor eficiéncia de encapsulagcdo com a presenca de
lecitina. Os perfis de TGA para nanoparticulas preparadas em presenca de lecitina
apresentam maior estabilidade térmica, assim como as amostras contendo quercetina e

lecitina.

Palavras-chaves: Gelatinizag&o idnica; lecitina; nanoparticulas; quercetina; quitosana;

tripolifosfato de sddio.



ABSTRACT

This research have the aim to describe the nanoencapsulation of quercetin using
nanoparticles chitosan / sodium tripolyphosphate developed by ionic gelatinization
method. The effect of addition lecithin, in the nanoparticles preparation, was verified in
the properties of the systems developed. The nanoparticles were produced using the
ionic gelation technique where the solubilized chitosan in an acid medium is mixed with
a solution of sodium tripolyphosphate and lecithin under constant stirring. Using the
same methodology, we obtained nanoparticles containing quercetin.

All materials were characterized by measurements of the hydrodynamic
diameter of nanoparticles, polydispersity (PDI) FTIR, Zeta Potential, TGA, DSC, and
encapsulation efficiency for quercetin. Through the characterization was possible to
observe the influence of lecithin in obtaining the nanoparticles as well as the efficiency
of the method used for preparing the samples.

Characteristics such as size, charge and molecular weight distribution of the
nanoparticles were evaluated according to the effect of the pH of the chitosan solution,
the variation in polymer concentration and the variation in the volume of gelatinizer,
still observing the influence of the presence or absence of lecithin and the active
quercetin.

In general, for both samples with the presence of quercetin or without quercetin
it appears that the sodium tripolyphosphate is responsible for a significant reduction on
the size of the nanoparticles resulted from the interaction of protonated amino chitosan
groups with phosphate groups of sodium tripolyphosphate. The addition of lecithin
promotes a decrease in the hydrodynamic diameter of the nanoparticles as a result of
electrostatic interactions promoting an increase in the density of positive charges
resulting a more polydisperse and system stable.

Quercetin has demonstrated better encapsulation efficiency in the presence of
lecithin. TGA profiles for the nanoparticles prepared in the presence of lecithin have

greater thermal stability as well as the samples containing lecithin and quercetin.

Keywords: ionic gelatinization; lecithin; nanoparticles; quercetin; chitosan; sodium

tripolyphosphate
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia é hoje um dos principais focos das atividades de pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo em todos os paises industrializados (SA, 2003).
Nanotecnologia é o termo utilizado para relacionar a aplicagdo da tecnologia em
estruturas de dimensdes nanométricas da matéria. Atualmente a nanociéncia esta sendo
utilizada para criar novos materiais, produtos e processos por meio da manipulagéo de
atomos e moléculas.

O Programa Nacional de Nanotecnologia define nove temas de atuacdo e
desenvolvimento: nanofabricacdo, nanometrologia, materiais nanoestruturados,
nanotecnologia funcional, energia, nanotecnologia molecular, nanoagregados,
funcionalizagdo de materiais e software. Dentre esses nove temas, 0s materiais
nanoestruturados sao responsaveis por boa parte das aplicacdes nanotecnoldgicas, pois
abrangem desde o desenvolvimento de biomateriais (engenharia da salde) até sistemas
de baixa dimensionalidade (SA, 2003).

Tendo em vista esse amplo cenario de desenvolvimento e dentro da perspectiva
do desenvolvimento de novos produtos, a obtengdo de nanoparticulas poliméricas (NPs)
utilizando biopolimeros como a quitosana (QTS) tem se tornado cada vez mais comuns
e viaveis em decorréncia de sua baixa toxidade, boa estabilidade, simplicidade do
método de obtencdo, além do seu baixo custo quando comparado a outros reticulantes.
Além dessas caracteristicas, as nanoparticulas de quitosana apresentam importantes
propriedades farmacéuticas e estabilidade de fluidos bioldgicos que possibilitam sua
aplicacdo como um eficaz agente de liberacdo (TI'YABOONCHAI, 2003).

A quercetina constitui um importante flavonoide encontrado em diversos
vegetais (cebola e brocolis), frutas (maga) e em bebidas (vinho tinto). A sua utilizacdo é
feita em decorréncia de suas propriedades farmacoldgicas, anti-inflamatoria,
anticancerigena dentre outras, que auxiliam no tratamento de diversas doengas como
cancer, diabetes e catarata.

Sendo a quitosana um excelente polimero de encapsulacdo e a quercetina um
importante ativo farmacoldgico, a associacdo entre esses dois compostos caracteriza-se
como sendo um sistema eficiente para liberagdo controlada deste ativo

Atualmente, na maioria das formulacbes a base de quercetina, torna-se

necessario a sua complexacdo e interacdo com um suporte que viabilize a melhoria da



sua solubilidade e forneca caracteristicas de protegdo. Uma das alternativas utilizadas
para sanar tais impossibilidades configura-se na utilizagédo de sistemas baseados em
nanoparticulas poliméricas obtidas pela microencapsulacdo da quercetina em quitosana
via técnica de gelatinizag&o i6nica utilizando um surfactante como a lecitina.

Neste estudo as nanoparticulas de quitosana/TPP foram preparadas pelo método
de gelatinizacao ionica, no qual a solugdo de quitosana dissolvida em solucdo de &cido
acético foi adicionada a solugdo de TPP promovendo desta forma a complexacéo entre
espécies de cargas opostas. As nanoparticulas contendo o surfactante lecitina e o ativo
quercetina foram preparadas utilizando a mesma metodologia adicionando a lecitina

antes da impregnacéo da quercetina conforme Figura 1.

Gelatinizagao

Tripolifosfato

uitosana Ionica _

< de sodio - TPP

Componente carregado Componente carregado
positivamente negativamente

\ / Polianion

Reticulacao ionica

|

Coagulagao
Sistemas coloidais estaveis
Figura 1 — Esquema da técnica de gelatinizacéo idnica

A literatura cientifica relata a utilizacdo da técnica de gelatinizagdo idnica na
obtencdo de nanoparticulas e a associacdo entre a QTS, lecitina, TPP e quercetina. Por
meio desses estudos foi possivel observar as influéncias ocasionadas no tamanho das
NPs, a eficiéncia de encapsulacgéo, a polidispersdo da solucéo e as influéncias em suas
cargas em decorréncia das interagdes entre esses compostos.

Com isto, verificou-se que o método de gelatinizacdo i6nica é um método eficaz,
simples, répido, ndo necessitando de equipamentos sofisticados para obtencdo de

nanopaticulas poliméricas. Além disso, possibilita o desenvolvimento de nanoparticulas



de forma controlada alcangando desta forma a propriedade desejada, como tamanho e
carga superficial da particula.

A importancia na caracterizacdo desses sistemas de nanoparticulas obtidos por
métodos simples e eficientes se baseia na possibilidade de criacdo de sistemas mais
estaveis nos quais é possivel verificar e controlar o tamanho das NPs com intuito de
maximizar a eficdcia em medicamentos assim como promover uma melhor protecdo do
farmaco e direcionar sua atuagdo em sitios especificos minimizando assim efeitos
colaterais nos organismos (DANTAS, 2010).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quitosana

A quitosana - QTS é um copolimero (polissacarideo catidnico) natural composto
por unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina, obtida comercialmente a
partir da quitina por meio da desacetilagio em meio alcalino ligadas por meio de
ligagdes glicosidicas B(1—4) (BAO et al., 2008).

NaOH

desacetilacio

NHeocH, H

Quitina Quitosana
Figura 2 - Obtencéo de quitosana por meio da desacetilagdo de quitina
Fonte: (SPIN-NETO, 2008)

Dependendo do grau médio de desacetilagdo (%GA) podem-se obter diversos
tipos de quitosana com caracteristicas distintas como solubilidade, pKa e viscosidade. A
medida que se obtém um elevado grau de desacetilacdo desse polimero percebe-se
também o aumento da possibilidade de degradacdo. Outro fator que pode influenciar na
degradacdo da quitosana é a forma como esta é obtida, sendo necessario assegurar que
contaminantes tais como proteinas, endotoxinas e metais toxicos ndo prejudiquem a
acessibilidade enzimatica influenciando a hidrélise do polimero (SILVA et al., 2006).

A estrutura quimica da quitosana apresenta caracteristicas especiais do ponto de
vista tecnoldgico. Devido a sua elevada densidade de cargas positivas em solucéo éacida,
0 mesmo estabelece uma forte interacdo eletrostatica entre 0s grupamentos aminos,
permitindo assim atuar como um importante transporte de ativos ao se adsorver em
superficies carregadas negativamente (BAO et al., 2008; LOPES-LEON et al., 2005).

A quitosana possui um amplo campo de aplicabilidade, podendo ser utilizada em
diversas areas como na inddstria alimenticia, na agricultura, no tratamento de aguas
residuais e principalmente na industria farmacéutica, na qual é possivel destacar o
desenvolvimento de novas drogas com grande especificidade, melhor acéo terapéutica e
minimizacdo de efeitos colaterais (TI'YABOONCHAI, 2003; HUN-YU TSAI et al.,



2011). Além da aplicabilidade mencionada, a utilizagdo da quitosana se justifica pelo
fato da mesma oferecer um custo beneficio menor quando comparada a outros
biopolimeros (AZEVEDO et al. 2011). Na formagdo de nanoparticulas o ativo é
incorporado a solucdo de origem, em que nesse estudo é caracterizada por uma solucao
polimérica de quitosana, ligando-se a sua estrutura a medida que a nanoparticula se
forma. Durante o processo de formagéo da matriz tridimensional, a ligacdo covalente do
ativo se liga ao polimero constituinte dela resultando na sua imobilizacdo permanente na
matriz polimérica (COIMBRA, 2010).

Outros fatores favorecem o uso da quitosana no desenvolvimento de novos
materiais, sendo um consideravel fator a substituicdo de polimeros sintéticos por
polimeros naturais a qual normalmente sdo biodegradaveis. Outras caracteristicas como
baixa toxidade, hidrofilicidade e atividade microbiana fazem desse polimero e seus
derivados um importante agente na preparacdo de membranas, no sistema de liberagdo
de farmacos (SILVA et al., 2006).

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas da quitosana € possivel citar a
relacdo entre a sua solubilidade em solu¢Bes aquosas &cidas e a insolubilidade em
solucBes aquosas neutras ou basicas como caracteristica bem conhecida desse polimero.
Esta caracteristica se justifica, pois sua solubilizacdo € promovida pela protonacédo dos
grupos NH,, ou seja, a solubilidade da quitosana depende da distribui¢cdo dos grupos
aminos livres e N-acetil (SHI et al., 2006).

Devido & sua importante atuacdo nos sistemas nanoparticulados algumas
caracteristicas necessitam ser avaliadas como forma de proporcionar sistemas mais
eficientes. Caracteristicas como tamanho das nanoparticulas formadas, estabilidade dos
compostos gerados, carga na superficie das particulas, degradacdo do polimero assim
como sua eficiéncia de encapsulacédo fazem parte dessas avaliagdes.

A estabilidade de um composto é uma caracteristica de suma importancia para
sua aplicacdo em diversos meios. O grau de desacetilacdo e a massa molecular da
quitosana sdo importantes parametros, porque o aumento da massa molecular e do grau
de desacetilagdo também resulta em um maior rendimento de reticulagdo (MENDES et
al., 2011).

Segundo Schaffazick et al. (2003) o potencial zeta reflete o potencial de
superficie das particulas o qual é influenciado pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, em razdo da dissociagdo de grupos funcionais na superficie da particula ou
da adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersao.
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A determinacdo do potencial zeta de um sistema configura-se como sendo um
bom mecanismo para verificacdo da estabilidade fisico-quimica da suspenséo coloidal
de um sistema assim como a interacdo eletrostatica do farmaco com a nanoparticula. Ao
se observar, em modulo, valores altos desse potencial, pode-se perceber que grandes
forcas repulsivas estdo presentes nesse sistema, minimizando-se assim a possibilidade
de agregacdo das nanoparticulas. Nessa perspectiva de alteracdo do potencial zeta
destacam-se as formulacdes com a presenca de fosfolipidios como a lecitina, na qual se
observa a obtencdo de resultado de um potencial negativo a interface (WEN FAN et al.,
2012).

Entre os varios métodos desenvolvidos para preparar nanoparticulas de
quitosana, a técnica de gelatinizacdo i6nica tem atraido considerdvel atencdo por
produzir amostras via um processo que ndo é toxico, livre de solventes organicos,
conveniente e controlavel. Segundo a literatura, alguns autores citam o uso da técnica de
gelatinizagdo ibnica no desenvolvimento de nanoparticulas com aplicagdes
farmacoldgicas.

A técnica de gelatinizagdo idnica é baseada em interacGes i6nicas entre o um dos
componentes positivamente carregado (quitosana contendo grupos amino protonados)
com uma espécie negativamente carregada atuando com um polianion (tripolifosfato de
sodio - TPP). A partir da interacdo entre as duas espécies ocorre a reticulacdo ibnica,
ocasionando a coagulagdo e gerando sistemas coloidais estaveis.

Kaspar et al. (2013) relatam em seu estudo a utilizagdo de microparticulas de
quitosana reticuladas por anions de tripolifosfato (TPP) preparados por pulverizacéo.
Neste estudo o tamanho e a morfologia das microparticulas resultantes foram analisadas
em decorréncia da influéncia do TPP na solugdo e pela concentracdo da solucéo
polimérica,  apresentando  caracteristicas  favoraveis a  aplicagbes em
microencapsulacoes.

Hafner e colaboradores (2011) constataram em seu trabalho que o uso da lecitina
em nanoparticulas de quitosana pode atuar como um sistema transportador coloidal

alternativo em virtude da biocompatibilidade da quitosana em associagdo com a lecitina
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tornando assim um sistema seguro e biocompativel em que frequentemente é utilizado
para a preparacdo de nanossistemas.

Zhang e colaboradores (2006) também fizeram a caracterizacdo fisico-quimica e a
atividade antioxidante da quercetina no encapsulamento de nanoparticulas de quitosana
preparadas com base na gelatinizagdo idnica da quitosana com anions tripolifosfato. O
estudo demonstrou que a encapsulacdo de quercetina em nanoparticulas de quitosana
pode ser atil para melhorar a biodisponibilidade da quercetina em formulacdes
farmacéuticas.

Segundo Laus et al. (2010) as interagdes ocorridas no processo de gelatinizagédo
idnica podem ser controladas pela densidade de carga do TPP e da quitosana, mantendo
uma relagdo de dependéncia com pH da solugdo. O TPP pode ser dissolvido em &gua
para se dissociar em "OH e ions trifosforicos, como mostrado nas seguintes reagoes:

NasP3O10 + 5H,0 - 5Na’ + HsP3O1o + 5OH" (1)
HsP3010 + OH™ « H4P3010" + H,0 (pKal = —) (2)
HsP3010 + OH™ o H3P3010%” + H,0 (pKa2 = 1.1) (3)
H3P3010° + OH™ o HP3010> + H,0 (pKa3 = 2.3) 4)
H,P3010° + OH™ « HP3010*” + H,0 (pKa4 = 6.3) )
HP3010" + OH™ & P301¢°" + H,0 (pKa5 = 8.9) (6)

A encapsulacdo da quercetina por meio das NPs de quitosana tem demonstrado
um veiculo de grande importancia na disponibilizacdo desse ativo. O sistema de
encapsulacdo pode ser feito por meio da técnica de gelatinizacdo i6nica com adicdo de
TPP, demonstrado bons resultados em relagcdo ao tamanho e encapsulacéo do ativo.

2.2 Surfactantes

Segundo Nitschke e Pastore (2002) os surfactantes sdo moléculas anfifilicas
constituidas por uma parte hidrofobica e uma parte hidrofilica na qual a porcao apolar €
caracterizada em grande parte por uma cadeia hidrocarbonada e a porgdo polar

caracterizada por uma parte idnica, ndo idnica ou anfotérica.
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A funcdo de surfactante consiste em distribuir nas interfaces entre as fases
fluidas que apresentam diferenca de polaridade. Por meio dessa distribuicdo é possivel
reduzir as tensdes interfacial e superficial (NITSCHKE; PASTORE, 2002; CHUAH et
al.,2009).

Neste estudo usamos o surfactante lecitina extraido de gema de ovo para a
melhoria das propriedades, como tamanho e carga das nanoparticulas obtidas.

A lecitina é considerada um importante surfactante obtida de uma mistura de
fosfolipidos de origem vegetal, especialmente fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina
conforme Figura 3, e é considerado um seguro e biocompativel excipiente, ja em uso em

muitas formulagdes farmacéuticas, incluindo lipossomas (SENYIGIT et al., 2010).

Figura 3 - Estrutura Lecitina (Fosfatidilcolina)

Em termos de propriedades fisico-quimicas a lecitina é um fluido de alta
viscosidade, com aspecto de coloracdo ambar, insolivel em &gua e sollvel em &lcool e
éter.

A Lecitina é um dos surfactantes mais abundante na natureza e um dos mais
versateis. A versatilidade desse composto determina que esse seja utilizado de varias
formas, cabendo a essa caracteristicas tais como umedecer, dispersar, emulsificar,
lubrificar e controlar a viscosidade e a cristalizagdo do produto. Além disso, a lecitina

pode executar varias dessas fungdes simultaneamente.

2.3 Quercetina

Os flavondides sdo uma classe de compostos naturais encontrados em frutas,
verduras e bebidas de consideravel interesse cientifico e terapéutico. Sdo caracterizados
como um importante objeto de estudo devido & suas propriedades antioxidantes,
antimicrobiana, anti-mutagénica, anticancerigena, anti-inflamatoria dentre outras
(BIANCHI & ANTUNES, 1999).
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Os flavonoides sdo classificados em classes e subclasses, dentre as subclasses
destaca-se os flavondis cujo principal representante é a quercetina. O flavondide
quercetina é um antioxidante geralmente encontrado nos alimentos na forma glicosilada,
as vezes, como B-glicosidase. A natureza da glicosilacdo € conhecida por influenciar a
eficiéncia de sua absorcdo (BEHLING et al., 2004).

A substancia possui aspecto de um pé amarelo-alaranjado, sendo pouco soltvel
em agua e bem solGvel em etanol ou em solucGes alcalinas. Possui forma molecular
C15H1007 e massa molecular equivalente a 302,24 na forma anidra e 338,24 em sua
forma diidratada (COSTA, 2005).

Segundo Silva (2011) a solubilidade da quercetina é maior em meio aquoso do
que quando solubilizada em uma fase oleosa. E considerado um composto instavel em
decorréncia de sua auto-oxidacgéo refletida pela alteracdo no pH, na qual em valores de
pH maiores que 4,0 € possivel observar a dissociacdo dos grupos hidroxilas. A
quercetina possui duas regides de absorcdo, 373 e 257 nm, e em decorréncia de sua
instabilidade a mesma pode sofrer sucessivos rearranjos.

A importancia dos antioxidantes, como a quercetina, nos organismos Vivos
consiste na restricdo da propagacéo das reacdes em cadeias e as lesdes induzidas pelos
radicais livres (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

A quercetina esté presente nas frutas e vegetais, e é o flavondide mais abundante
encontrado no vinho tinto. Entretanto, esse antioxidante pode reagir com ferro e tornar-
se um pro-oxidante (Figura 4) (GASPAR et al., 1993 apud BIANCHI & ANTUNES,
1999).

OH
OH
HO O
C |
OH
OH O

Figura 4 - Estrutura da Quercetina
Fonte: (TIMBOLA et al., 2006)
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A quercetina é formada por dois anéis aromaticos simbolizados (A e B), ligados
ao anel pirano (C) conforme demonstrado na Figura 3.

O efeito pro-oxidante de alguns flavonoides esté diretamente relacionado com o
namero de hidroxilas presentes na sua estrutura. A propor¢do de geracdo de radicais
hidroxilas aumenta quando as mesmas estdo situadas no anel. Desta forma a
glicosilacdo e metilacdo de grupos hidroxilas surge como alternativa para atenuar o
efeito pré-oxidantes (SCOTTI et al., 2007).

A quercetina como representante dos flavondis possui propriedades quelantes e
estabilizantes de ferro, e por esse motivo inibe o processo de formacao de radicais livres
por meio da interagdo com os ions superdxido, na formacdo de radicais hidroxil e na
peroxidacao lipidica (BEHLING et al., 2004).

Tendo em vista que a quantidade de antioxidantes é um fator importante na
prevencdo de danos oxidativos, diversas técnicas, como sistemas do tipo nanoparticulas
na microencapsulacdo de quercetina, vém sendo utilizadas como forma de administrar
compostos ou suplementos alimentares. Outro ponto importante é o fato de promover
uma maior biodisponibilizacdo, uma vez que a mesma € pouco soluvel em agua
(MEZZALIRA, 2005; NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011).

Atualmente, na maioria das formulagGes a base de quercetina torna-se necessario
a sua complexacdo e interacdo com um suporte que viabilize a melhoria da sua
solubilidade e forneca caracteristicas de protecdo. Uma das alternativas utilizadas para
sanar tais impossibilidades configura-se na utilizacdo de sistemas nanoparticulados
baseados em nanoparticulas poliméricas (NASTI et al., 2009; MIN-LANG TSAl,
2011).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
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O objetivo geral desse estudo é desenvolver sistemas nanoparticulados a base de

quitosana/tripolifosfato de sdédio, pela técnica de gelatinizagcdo ibnica, visando a

nanoencapsulacdo de quercetina. Sera avaliado concomitantemente, o efeito da presenca

e da auséncia do surfactante lecitina, nas propriedades dos sistemas desenvolvidos.

3.2 Objetivos Especificos

v' Caracterizar o biopolimero quitosana via determinacdo do grau de desacetilagéo;

v Avaliar as caracteristicas espectroscopicas da quercetina utilizando a técnica de

espectroscopia UV-Vis.

v Preparar nanoparticulas poliméricas de quitosana/TPP pelo método de

gelatinizacgdo ionica, na auséncia e na presenca de lecitina;

v Avaliar como o pH da solucdo de quitosana, a concentracdo da solucdo de

quitosana e o volume de tripolifosfato de sodio influenciam as propriedades das

nanoparticulas formadas.

v’ Caracterizar o diametro, a polidispersdo e o potencial zeta das nanoparticulas

formadas;

v" Nanoencapsular o flavondide quercetina utilizando as nanoparticulas

desenvolvidas;

v Determinar a eficiéncia de encapsulacdo da quercetina nas nanoparticulas a base

de quitosana/TPP;

<

amostras desenvolvidas (DSC e TGA).

Avaliar as caracteristicas espectroscépicas (FTIR) e a estabilidade térmica das
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4. MATERIAIS E METODOS

Quitosana (99% de pureza) (massa molecular médio) - da Sigma-Aldrich com
massa molar de 190000 g.mol™, fornecido pelo representante e determinada através de
método viscosimétrico. O tripolifosfato de sddio foi fornecido pela Sigma-Aldrich com
90% de pureza. A lecitina extraida de gema de ovo (75%) - (fosfatidilcolina) foi
fornecido pela Sigma-Aldrich. A quercetina (95% de pureza) foi obtida pela Sigma-

Aldrich. Todos os outros reagentes utilizados sdo de grau analitico.

4.1 Métodos

4.1.1 Determinacéo do grau de desacetilacdo da quitosana (%GD)

O grau de desacetilagcdo (GD) expressa o conteldo médio de grupos amino (NH,)
livres presentes na quitosana. Neste estudo, o teor destes grupos foi determinado através
da técnica de espectroscopia de infravermelho (FTIR), aplicando-se o método descrito
por Prado et al., 2011. Neste método, aproximadamente 1,5 mg de quitosana foram
macerados com uma quantidade suficiente de KBr seco e limpo, e a partir desta mistura
obteve-se uma pastilha. O espectro foi registrado em um espectrofotbmetro FT-IR Varian
640-1R com representando a média de 32 scans com resolucdo de 2 cm™ na regifo de
4000 — 400 cm™.

O grau de desacetilacdo da quitosana foi obtido pela analise do espectro de FTIR
da quitosana, a partir dos picos entre 1320 e 1420 cm™ obtidos no espectro de FTIR,
que mostram a conversdao das unidades N-acetilglicosamina em grupos amino, e

utilizando-se a equagéo 1.

%GD = 100 — (A1s20 / A1420) — 0,3822 (Equacéo 1)
0,03133

Onde Aq320 € A4z correspondem a absorbancia da glicosamina.
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4.1.2 Espectroscopia de absor¢do molecular UV-Vis para a quercetina

Os espectros de UV-vis para a quercetina foram realizados em um
espectrofotometro UV-vis U2M Quimis, a partir de uma solucdo do corante 0,02
mmol/L, preparada em tampdo/etanol em uma razdo 70:30. O tampéo utilizado foi pH
pH 4,0 (CH3;COOH/CH;COONa 0,1 mol.L™) e a analise foi conduzida na faixa de 350 a

750 nm variando-se o comprimento de onda de 5 em 5 nm.

4.1.3 Curva padrao de calibragdo da quercetina

A curva de calibragio para a quercetina foi determinada em um
espectrofotometro UV-vis U2M Quimis a partir de uma solucdo do corante preparada
utilizando-se 10,0 mg de quercetina e dissolvida em solugdo composta de solucéo
tampdo/etanol na proporcao de 70:30.

A partir das diluicbes adequadas da solugdo estoque, foram realizadas as
medidas de absorbancia no comprimento de onda de 373 nm.

4.1.4 Preparacao de nanoparticulas de quitosana/ TPP

As nanoparticulas de quitosana/TPP foram preparadas de acordo com o método de
gelatinizacéo i6nica descrito por Calvo et al. (1997). A solugéo de quitosana foi obtida
dissolvendo-se 200 mg de QTS em 100 mL de solucéo de &cido acético (0,2 mol/L) sob
constante agitacdo por cerca de 40 minutos. A solugdo de quitosana apos total
dissolucdo apresenta-se sob um aspecto claro, transparente e sem a presenca de grumos
(Figura 5). A concentracao de TPP foi fixada em 1,0 mg/mL dissolvida em &gua miliQ.

Com base nas condigdes de gelatinizacdo as nanoparticulas de quitosana foram
produzidas adicionando-se a solucdo de TPP a solucdo de quitosana promovendo desta
forma a complexacdo entre espécies de carga oposta. O processo de gelatinizacdo foi
realizado sob constante agitacdo magnética por aproximadamente 30 minutos a

temperatura ambiente.
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Figura 5 - Suspensdo coloidal de nanoparticulas de QTS/TPP

Para avaliar os efeitos do surfactante sobre as nanoparticulas, lecitina foi acrescida
com as solugdes de quitosana, a um volume constante fracdo (1:20) das solugdes finais
(por exemplo, adi¢do de 0,750 mL de uma solucdo etandlica de lecitina (3,5%) em 10
ml de QTS/TPP). A gelatinizagdo idnica da solugbes contendo lecitina com TPP ¢é
semelhante & descrito anteriormente.

Apos a efetiva obtengdo das nanoparticulas, estas foram transferida para tubos
falcon, centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm em uma centrifuga Hettich Zentrifugen,
modelo Rotina 420 gr a 25°C. A amostra foi ressuspensa em &gua tipo 1, centrifugada
novamente e o material resultante foi acondicionado a -18°C para ser liofilizado
utilizando um liofilizador Terrone L-300 a uma temperatura de -45°C e presséo de 9,9
bar obtendo-se NPs na forma de p0, que possibilitou a caracterizagdo fisico-quimica do
material obtido.

4.1.5 Preparacao das NPs de QTS/TPP contendo quercetina

A nanoencapsulagdo da quercetina foi realizada utilizando-se a mesma

metodologia, empregada posteriormente, com pequenas alteracbes conforme o esquema
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da Figura 6. A quercetina (30 mg em um minimo volume de 2ml de etanol) foi
adicionada a solugdo polimérica de quitosana, promovendo sua interagdo com a mesma

e apresentando aspecto uniforme.

Figura 5 - Suspensdo coloidal de QTS/ TPP/ Quercetina

Apoés a impregnagdo e estabilizacdo do flavondide na solucdo de quitosana, a
solucdo de TPP foi adicionada lentamente a solu¢do contendo QTS/quercetina sob
agitacdo magnética constante por aproximadamente 30 minutos ocorrendo assim a
formacdo efetiva das nanoparticulas de QTS/TPP/quercetina conforme esquema da
Figura 6. As nanoparticulas contendo o surfactante lecitina foram preparadas utilizando
as metodologias descritas anteriormente, adicionando a solugdo de quitosana 750 pul de
lecitina antes da impregnacgéo da quercetina.
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Figura 6 - Nanoencapsulagao da quercetina por nanoparticulas de quitosana/ TPP através da
técnica de gelatinizacdo ibnica

4.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.2.1 Diametro hidrodinamico e indice de polidispersao das NPs

A caracterizagdo do diametro hidrodindmico e indice de polidispersdo das
nanoparticulas preparadadas neste trabalho foi realizada utilizando-se o equipamento de
espalhamento de luz dindmico Nano-Zetasizer — ZS, modelo ZEN3600 - Malvern
Instruments. O equipamento opera com uma fonte de luz (laser vermelho de 5 mW, He-
Ne), comprimento de onda em 633 nm, e detector posicionado em um angulo fixo de
173° em relagdo ao &ngulo de incidéncia e as medidas sdo realizadas a temperatura
ambiente utilizando &gua como dispersante.

Para realizar as analises de tamanho e polidispersdo (PDI) as amostras foram
submetidas a agitacdo por cerca de 30 min., proporcionando assim a suspensdao das
nanoparticulas. Apds agitacdo transferiu-se uma aliquota de 25,0 pL da amostra para
uma cubeta de poliestireno com 1,0 cm de caminho 6ptico e acresentou-se cerca de 1,0
mL de &gua tipo 1. Cada andlise foi realizada em triplicata, sendo que cada anéalise
representa a média de 12 leituras em cada ponto e os dados foram tratados com o
software Zetasizer 6.20°.
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Para caracterizacdo do didmetro e a polidispersdo das nanoparticulas foram
observados o efeito do pH da solucdo polimérica de quitosana (3,5 a 6,0), a
concentracdo de quitosana em solugdo (0,5 a 3,0 mg/mL) e o volume de agente de
gelatinizacéo i6nica (0,5 a 10 mL) (TPP). Este estudo foi repetido para as amostras que
contém lecitina. (QTS/TPP/Lecitina).

Para as nanoparticulas de QTS/TPP (2,0 mg/mL de QTS e 10mL de TPP)
contendo quercetina foram realizadas as mesmas analises para a solugdo polimérica ja
contendo o ativo disperso considerado apenas os valores de pH = 4,0; 5,0 e 6,0 da
solucdo polimérica da quitosana, mas utilizando a concentragdo da solucdo de quitosana
e 0 volume de gelatinizador iénico definidos anteriormente. Foram também repetidas

essas analises para as nanoparticulas contendo lecitina.

4.2.2 Potencial zeta

Para determinar o potencial zeta das NPs, 1,0 mL da suspensdo coloidal
preparada para medida de tamanho e PDI foi transferida para uma celula eletroforética e
as medidas foram realizadas utilizando-se o mesmo equipamento utilizado para medidas
de tamanho (Nano-Zetasizer ZS), alterando apenas a configuracdo do equipamento do
modo size para 0 modo zeta. Os dados foram coletados a 25° C e tratados com o
software Zetasizer 6.20°.

4.2.3 Eficiéncia de encapsulacédo da quercetina

A eficiéncia de encapsulagdo (%EE) da quercetina foi determinada através do
método direto empregando-se medidas espectroscdpicas no comprimento de onda
méaximo de absorcdo da quercetina e aplicando-se os valores obtidos na equagdo da
curva de calibracdo padrdo do corante referente a solugdo tampéo pH 4,0.

Para cada uma das medidas aproximadamente 10,0 mg das nanoparticulas de
quitosana/TPP e quitosana/TPP/lecitina contendo quercetina preparadas com o pH 5,0
da solucdo polimérica de quitosana, foram dissolvidas em 70,0 mL de solugdo tampéo
pH 4,0 (CH3COOH/CH3;COONa 0,1 mol.L™) e posteriormente adicionado 30,0 mL de
etanol. Apds a extracdo da quercetina nanoencapsulada nas nanoparticulas para a
solugéo tampéo/etanol, com posterior precipitacdo da QTS/TPP e QTS/TPP/lecitina,
uma aliquota de cada solugdo foi coletada e analisada utilizando-se um
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espectrofotometro UV-vis U2M Quimis no comprimento de onda maximo de 373 nm,
obtendo-se a concentracdo de quercetina encapsulada. A quantificacdo da eficiéncia de

encapsulamento (%EE) foi determinada utilizando-se a equagéo 2:

%EE (%) = Quantidade de quercetina encapsulada x100%  (Equagéo 2)

Quantidade inicial de quercetina

4.2.4 Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

Amostras de todas as matérias-primas e das nanoparticulas produzidas neste
estudo, foram maceradas com KBr seco e limpo originando pastilhas de KBr. Os
espectros de infravermelho para todas as amostras foram obtidos na regido de 4000 —
400 cm™ com um espectrofotdmetro FT-IR Varian 640-IR com resolucdo de 2,0 cm™,

via analise média de 32 scans.

4.2.5 Andlise Termogravimétrica (TG)

As analises termogravimétricas foram realizadas utilizando equipamento
Shimadzu TG 60. Amostras de todas as matérias-primas e das nanoparticulas
produzidas neste estudo, foram analisadas. A temperatura durante a analise variou da
temperatura ambiente até 700°C, com razdo de aquecimento de 10°C/min e fluxo de ar a
50 mL/min, a fim de verificar a degradacdo dos biopolimeros e das nanoparticulas
formadas através destes, bem como avaliar a estabilidade térmica dos materiais

desenvolvidos neste estudo.

4.2.6 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As analises de DSC dos biopolimeros e das nanoparticulas foram realizadas em
um calorimetro Shimadzu DSC 60.

A analise foi realizada em duas corridas: a primeira corrida foi realizada de 25°C
a 150°C para destruir a histéria térmica dos materiais preparados. Apos esta corrida, a
amostra é resfriada até a temperatura ambiente e realiza-se a segunda corrida variando a
temperatura de 25°C a 350°C em atmosfera de N, com fluxo de 50 mL/min, com taxa de
aquecimento de 10°C/min.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagédo do Grau de Desacetilagéo.

O grau de desacetilagdo mede a quantidade de mondmeros desacetilados na
cadeia de um polimero. A importancia dessa determinacdo consiste no fato de muitas
das propriedades fisicas e quimicas apresentadas pela quitosana estarem relacionadas
diretamente com os parametros obtidos.

De acordo com Santos et al. (2011) o grau de desacetilagcdo pode ser aferido por
varios métodos tais como espectroscopia no infravermelho (FTIR), ressonancia
magnética nuclear de carbono 13, espectroscopia de UV-Vis dentre outros.

A quitosana € obtida por meio da desacetilacdo da quitina, na qual o grupo
funcional aceto amino da molécula é hidrolisado gerando um grupo amino
caracteristico. A presenca do grupo amino que modifica a estrutura polimérica da
quitina propicia melhor interagdo com outros grupos funcionais do que a estrutura de
origem (quitina) (SANTOS et al.,, 2011; NETO, C.G.T, 2005). Segundo Canella e
Garcia (2001) e Ozcan et al. (2013) a compreensdo dos grupos NH; € uma importante
forma de caracterizar a desacetilacdo da quitina e consequentemente as influéncias no
desempenho final do polimero.

Embora a quitosana seja um polimero oriundo da quitina e esses sejam
considerados polimeros distintos, a determinacdo do grau de desacetilagdo é um
importante fator que determinara a estrutura do polimero predominante, sendo
considerado o polimero quitosana quando o valor obtido for superior a 50% e soltvel
em &cidos (BARROS et al., 2006).

Neste estudo o grau de desacetilagdo pode ser aferido por meio da técnica de
espectroscopia de infravermelho conforme Figura 7. A utilizacdo dessa técnica se
justifica pela facilidade, precisdo e rapidez na obtencdo dos resultados.
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Figura 7- Espectro de FTIR da quitosana.

A porcentagem de grupos amino livres (%GD) foi calculada conforme descrito no
item 4.1.1 e considerando-se os picos 1320 e 1420 cm™ referentes ao anel glicosamino
obtidos no espectro de FTIR que mostram a conversdo das unidades N-
acetilglicosamina em grupos amino.

De acordo com Canella e Garcia (2001) em resultados em que a quitosana
apresente o grau de desacetilagdo superior a 50% sugere-se que 0s grupos N-acetil
encontram-se distribuidos no esqueleto polimérico de forma aleat6ria.

O grau de desacetilacdo obtido por este método foi de 81,86 %, 0 que mostra que
o0 polimero estudado é de fato a quitosana. Sendo o resultado obtido condizente com o

grau apresentado pela quitosana comercial a qual apresenta valores entre 70 e 95%.
5.2 Espectroscopia de absor¢do molecular UV-vis para quercetina

A espectrofotometria na regido UV-VIS é uma das técnicas analiticas mais
empregadas, em fungdo de sua robustez, custo relativamente baixo e grande nimero de
aplicagdes. A partir da obtengdo do espectro de UV-Vis é possivel caracterizar grupos
croméforos (grupo insaturado e covalente responsavel pela absorcdo da radiagdo
eletromagnética) na sua estrutura molecular de flavonoides.

Timbola et al. (2006) relata que a oxidagdo da quercetina envolve a perda de um

elétron e de um proton conduzindo a formacdo de uma orto-semiquinona , que pode ser
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ainda oxidada pela perda de outro elétron e de outro préton formando a para-quinona
meteto. Este intermediario pode, posteriormente, transformar-se em outros analogos
devido a tautomerizagdo. A oxidacdo da quercetina em um unico estagio por dois
elétrons e dois prétons leva diretamente & formacdo de uma orto-quinona, que podera se
interconverter em paraquinonas.

O pH influencia significativamente na oxidacdo da quercetina, na qual observa-
se que em pH superior a 4,0 hd formacdo de pelo menos duas espécies idnicas em
decorréncia da dissociacdo do grupo hidroxila (SILVA, 2011; TZU-HUI WU, 2008).

A Quercetina apresenta duas bandas de absorcéo a 257 e 373 nm, referindo-se a
conjugacOes no anel B e anel A, respectivamente (conforme Figura 3, pagina 13). Apés
a electrdlise uma nova banda de absorcéo aparece em torno de 290 nm, enquanto que a
bandas em 257 e 373 nm apresentaram intensidades mais baixas. Apos purificagdo a
banda de absorcdo a 373 nm tornou-se menos pronunciada e a banda de absor¢do em
257 nm praticamente desapare (TIMBOLA et al. 2006; SENYIGIT et al., 2010).

O espectro ndo foi demonstrado nesse estudo devido a uma baixa resolugéo,

porém observou-se que a absor¢do maxima foi 373 nm.

5.3 Curva de Calibracéo da Quercetina.

A curva padrdo de calibracdo da quercetina foi determinada utilizando-se a
técnica de UV-vis com a finalidade de auxiliar na determinacdo da eficiéncia de
encapsulacdo da quercetina nas nanoparticulas desenvolvidas.

A curva de calibragdo para a quercetina foi obtida a partir de uma solugéo do
ativo preparada utilizando-se 10,0 mg de quercetina e dissolvida em solu¢cdo composta
de solucdo tampéo/etanol na proporcéo de 70:30.

A partir das diluicbes adequadas da solugdo estoque, foram realizadas as
medidas de absorbancia no comprimento de onda de 373 nm para a solugéo preparada
no tampéo pH 4,0 (CH;COOH/CH3;COONa 0,1 mol.L™).

Foi obtida a curva padrdo de calibragéo representada pela Figura 8, a qual foi
utilizada para medir a eficiéncia de encapsulacdo da quercetina nas nanoparticulas

desenvolvidas neste estudo.
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Figura 8 - Curva padréo de calibracdo da quercetina na solugéo tampéo pH 4,0.

5.4 Preparacgéo das NPs de QTS/TPP e QTS/TPP contendo quercetina

Neste estudo a suspensdo coloidal de nanoparticulas de quitosana/TPP foi obtida
pela interacdo eletrostatica entre 0s grupos amino carregados positivamente da
quitosana em meio acido com os grupos PO,* do tripolifosfato conforme esquema

mostrado abaixo (Figura 9).

CH5OH
H OH
ont H
HO
H NH3

Quitosana

Ho-P=0 TPP

CH,OH CH,0H ™ CH,0H
Figura 9 - Esquema de representacao das interagcdes quimicas formadas entre QTS e
TPP na formacédo das nanoparticulas via gelatinizacdo idnica
Fonte: (KASPAR et al., 2013).
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A formacéo das nanoparticulas foi observada pelo aparecimento da opalescéncia
na solucéo final, o que indica boa estabilidade conforme observa-se na Figura 10.

Figura 10 - Suspenséo coloidal de nanoparticulas de QTS/TPP na presenca (A) e na
auséncia de quercetina (B).

A forma sélida das nanoparticulas de QTS/TPP obtida através do processo de
liofilizacdo teve a aparéncia de po fino e esbranquicado, ja as nanoparticulas de
QTS/TPP contendo quercetina também tiveram a aparéncia de p6d amarelo, cor
caracteristica do flavondide.

Com isso, verificou-se que o método de gelatinizagdo ibnica € um método
eficaz, simples, rapido, ndo necessitando de equipamentos sofisticados para obtencéo de
nanopaticulas poliméricas. Além disso, possibilita o desenvolvimento de nanoparticulas
de forma controlada alcangando dessa forma a propriedade desejada, como tamanho e

carga superficial da particula.

5.5 Caracterizacdo das nanoparticulas

Sistemas nanoparticulados podem ser afetados em decorréncia da variagdo de
alguns fatores como tamanho, estabilidade e polidispersdo das nanoparticulas a fim de
se obter melhorias e maior eficiéncia em suas diversas aplicacdes.

Especialmente, o tamanho das nanoparticulas caracteriza-se como sendo um dos
fatores mais significativos quando relacionado a aplicabilidade dos materiais
nanoestruturados. Uma consequéncia da diminui¢do do tamanho das nanoparticulas esta

na eficacia de absor¢do em um meio especifico. Um exemplo em que o tamanho das
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nanoparticulas apresenta melhor eficiéncia de absorcdo diz respeito a sua aplicacdo
farmacéutica. Em um sistema polidisperso as nanoparticulas maiores geralmente tém
maior capacidade de carga de drogas, enquanto que as nanoparticulas pequenas deverao
ter uma eficiéncia mais elevada na entrega de droga para os tecidos ou células (WEN
FAN et al., 2012).

Modificagbes no tamanho das nanoparticulas podem ser obtidas variando
algumas caracteristicas como concentracdo do polimero, volume do gelatinizador e
alteracdo no pH da solucéo polimérica.

Outro fator relevante que pode alterar o tamanho das nanoparticulas é a
incorporacdo de um surfactante. Neste estudo foi observado o efeito da adi¢cdo da
lecitina como surfactante nas variaces da concentracdo do polimero, no volume do
gelatinizador e na alteracdo de pH da solucéo polimérica.

O efeito da adigdo de lecitina é considerado como sendo uma combinacéo de
dois fatores opostos. Por um lado, a lecitina dispersa sobre a superficie das
nanoparticulas tende a aumentar a repulsdo electrostatica, tornando assim as
nanoparticulas mais compactas. Por outro lado, a lecitina encapsulada nas
nanoparticulas tem uma tendéncia para causar inchaco nas limitacdes das paredes das
nanoparticulas por meio das forgas de repulséo eletrostaticas (SONVICO et al., 2006).

A ligagdo hidrofébica ocorrida com a lecitina promove um aumento na
densidade de carga catiénica por volume das nanoparticulas de QTS-TPP, supondo que
a densidade das nanoparticulas QTS-TPP ndo é alterada pela adigdo de lecitina. Assim,
a diminuicdo dos tamanhos médios de particulas de QTS poderia ser causada
principalmente pelo aumento da forca de repulsdo eletrostatica entre as particulas QTS e
lecitina presente. Ao mesmo tempo, pode-se também considerar que a probabilidade de
agregacdo da particula € menor quando a carga de superficie € aumentada por adi¢do do
surfactante, resultando assim na formacgdo de particula de menor tamanho (HUN-YU
TSAl et al., 2011).

Neste estudo foram realizadas as variag0es citadas acima observando o
comportamento na formagdo das nanoparticulas em decorréncia da presenca ou ndo do

surfactante lecitina conforme demonstrado na Tabela 1.



Tabela 1 - Propriedades para as nanoparticulas quitosana/ TPP
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pH da solucéo polimérica®

Concentracéo da solucdo polimérica®

Variagdo do volume do gelatinizador®

pH Diametro PDI Potencial | Concentragéo Diametro PDI Potencial Volume Diametro PDI Potencial
(nm) Zeta (mv) (mg/mL) (nm) zeta (mv) (mL) (nm) Zeta (mv)
< 35 | 283,8+18,2 | 0,483+0,04 | +50,6 + 2,8 0,5 187,1+11,3 | 0,379+0,04 -5,7+0,8 0,5 519,2 +26,6 | 0,545+0,01 | +47,1+1,5
c
:LE: 4,0 318,7+8,3 | 0,512+0,08 | +435+0,8 1,0 196,3+20,3 | 0,543 +0,13 +94+17 1,0 506,5+20,7 | 0,559+0,12 | +42,4+0,6
3 4,5 396,7+6,9 | 0,349+0,04 | +30,4+0,6 1,5 216,9+0,8 0,266 + 0,01 +18,5+ 0,5 2,0 399,1+36 | 05551+0,10 | +40,1+1,4
§ 50 | 480,3+115 | 0,336 +0,03 | +21,1+3,6 2,0 239,3+3,0 0,417 £0,01 +26,1+1,2 3,0 3148+45 | 0474+0,06 | +33,7+0,4
55 5479+19 | 0,608+0,10 | +15,7+1,3 3,0 637,9+16,4 | 0,449 +0,03 +46,1+ 0,9 5,0 2451 +111 | 0,502+0,02 | +21,5+0,8
6,0 578,3+86 | 0,529+0,11 | -24+0,7 10 1352 +23 | 0,394+0,06 | +17,4+1,2
pH Diametro PDI Potencial | Concentragéo Diametro PDI Potencial Volume Diametro PDI Potencial
(nm) Zeta (mv) (mg/mL) (nm) zeta (mv) (mL) (nm) Zeta (mv)
© 3,5 171,8+44 | 0,481+0,01 | +56,5%0,6 0,5 195,1+8,3 0,640+0,14 | +27,1+0,9 0,5 271,8+134 | 0,516 +0,02 | +43,9+0,6
% 4,0 1749+29 | 0,482+0,01 | +48,2+19 1,0 206,3+9,6 0,790 £ 0,08 +30,4 +£0,6 1,0 2204+15 | 0,491+0,01 | +42,3+1,8
2 4,5 216,7+91 | 0,795+0,16 | +44,1+24 1,5 2349172 0,483 £ 0,05 +35,2+ 0,7 2,0 201,2+57 | 0,568+0,07 | +44,5+0,5
8 50 256,7+85 | 0,561+0,13 | +38,2+0,6 2,0 259,7+35 0,617 £ 0,05 +37,3+15 3,0 260,7+11,3 | 0,563+0,09 | +43,8+0,8
55 305,7+11 | 0,741+0,02 | +33,1+34 3,0 281,6+1,7 0,531 +£0,02 +48,4 + 0,6 5,0 184,9 +12,3 0,6+0,1 +41,3+1,8
6,0 343,3+76 | 0,579+0,11 | +30,2+£0,5 10 164,1+2,7 | 0,489+0,09 | +215+1,2

# analises em triplicatas, cada andlise representa a média de 12 analises, n=3
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Em solucGes em que a concentragdo da quitosana é mais elevada é possivel
produzir particulas de tamanho maior, assim como solu¢Ges em que ha variagdo no
volume de TPP e mudancas no pH podem afetar as propriedades fisico-quimicas, tais
como tamanho de particula, a intensidade da carga de superficie e a tendéncia de

agregacdo das particula (BAO et al., 2008).

5.5.1 Caracterizacao das nanoparticulas em relacédo ao efeito do pH da solucéo de

quitosana

Neste estudo foram observados as alteragdes no tamanho de formacdo das
nanoparticulas segundo a variacdo do pH entre 3,5 a 6,0 na solucdo de quitosana na
presenca e auséncia do surfactante, sob temperatura ambiente e volume constante de 10
mL de quitosana.

Na Figura 11 é possivel observar os efeitos ocasionados nas nanoparticulas em
decorréncia da dependéncia do pH para solucgdes de quitosana sem lecitina na formacao

de nanoparticulas.
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Figura 11 - Dependéncia do pH para a solugdo de quitosana sem lecitina na formagéo
de nanoparticulas

Para valores mais baixos de pH, foram observados uma diminui¢do no tamanho
médio das nanoparticulas devido & interacdo dos NH3 * da QTS com PO,* dos grupos
presentes no TPP, no qual o tamanho das nanoparticulas situam-se entre 283,8 nm (pH
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4,0) e 578,3 nm (pH 6,0). O valores de potencial zeta para 0s mesmos parametros
mostram as mudangas na carga de superficie das nanoparticulas. Os valores demonstram
uma diminuicdo no valor do potencial zeta @ medida em que o pH vai sendo aumentado,
tornando o valor da carga superficial das nanoparticulas mais negativo. Os valores
obtidos variam entre -2,4 mV(pH 6,0) e +50,6 mV (pH 3,5).

A presenca de cargas negativas das particulas indicam a redugdo nos valores da
carga superficial das nanoparticulas em decorréncia da desprotonacdo da quitosana com
a diminuicdo do grupo NHs" e aumento de NH, assim como sua interagcdo com o TPP.
Uma vez que o teor de grupos NHs;" diminui o reflexo da carga da superfice das
nanoparticulas se deve as cargas do TPP.

Em relacdo a polidispersdo, a melhor polidispersdo foi obtida para amostra com
pH 5,0 evidenciada por um PDI em torno de 0,336.

Foram observados ainda o comportamento no tamanho de formacdo das
nanoparticulas com a presenca do surfactante lecitina. A Figura 12 demonstra a

dependéncia do pH para solugdes de quitosana contendo lecitina.
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Figura 12 - Dependéncia do pH para a solugdo de quitosana contendo lecitina na formagao de
nanoparticulas

Para as amostras contendo lecitina observa-se que o tamanho das nanoparticulas
variam entre 171,8 nm (pH 3,5) e 343,3 nm (pH 6,0) conforme Tabela 1. A medida em
que ocorre um aumento no pH da solucdo polimérica constata-se um aumento no

tamanho da NPs assim como occorrido com as amostras na auséncia de lecitina, poréem
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guando comparados esses dois experimentos constata-se que as amostras contendo
lecitina sob as mesmas variacdes de pH demonstraram nanoparticulas de tamanhos
menores, confirmando assim a contribui¢do do surfactante no tamanho das NPs.

A diminuigdo no tamanho das NPs sob influéncia de lecitina pode ser explicado
pela interacdo eletrostdtica que ocorre entre a quitosana e o surfactante, na qual as
moléculas de lecitina, tendem a formar um ndcleo caracterizados pelas cadeias alifaticas
da lecitina enquanto as moléculas de quitosana formam uma camada hidrofilica
decorrente da interacdo da QTS com os grupos fosfatos da lecitina para protecdo da
estrutura interna (BAO et al., 2008).

Em relacdo a polidispersdo das amostras contendo lecitina obteve-se uma melhor
polidispersdo na amostra de pH 5,0 conforme Tabela 1. Em geral valores de PDI
menores 0,5 caracterizam-se como sistemas mais monodipersos.

Para valores de potencial zeta observa-se valores variando entre +30,2 mV (pH
6,0) e +56,5 (pH 3,5). Observa-se que os valores sdo mais positivos dos que os valores
encontrados sem o surfactante. Esse fato pode ser explicado em decorréncia da presenca
de um grupo NHs" na estrutura do surfactante que aumenta a densidade de cargas
positivas na superficie das NPs formadas.

Essas observacdes também foram feitas em outros trabalhos como relatam
Hafner e colaboradores (2011) em que o valor potencial zeta referente as nanoparticulas
de lecitina/quitosana apresentaram uma ligeira diminuicdo da carga apos algum tempo
de armazenamento em virtude da formacéo de ligagdes de hidrogénio entre a lecitina e
0S grupos aminos da quitosana carregadas positivamente, resultando assim na

neutralizacdo parcial de carga na superficie das NPs.

5.5.2 Caracterizacdo do tamanho das nanoparticulas em relacdo a variacdo na

concentracdo do polimero quitosana

A caracterizacdo do tamanho das nanoparticulas em relacdo a variacdo na
concentracdo do polimero quitosana foi feito mediante a variagdo de concentragdo entre
0,5 e 3,0 mg/mL, sob pH constante e temperatura ambiente. O experimento foi realizado
com e sem a adi¢do de surfactante.

A Figura 13 demonstra a variagdo da concentracdo de quitosana em solu¢do sem
adicdo de lecitina.



33

70

700

:

20

i/ {0

zoo_ #ﬁ/'/. _ 0

100 — 7
05 1,0 15 20 25 30

Diametro, nm
1
\m
1

1
)
Potencial Zeta, mV

:

Concentracéo de Quitosana, mg/mL
Figura 13 - Dependéncia da concentracdo de QTS em solugdo, sem lecitina

Variando a concentragdo de QTS sem adigdo de lecitina os resultados no
tamanho médio das nanoparticulas variaram em 187,1 nm (0,5 mg/mL) e 637,9 (3,0
mg/mL) conforme Tabela 1. Para valores mais elevados de concentracdo de QTS o
tamanho médio das nanoparticulas aumenta. Este resultado pode ser explicado em
decorréncia dos grupos amino carregados positivamente ao longo das cadeias de
polimero que se ligam com os fosfatos carregados negativamente de TPP por atracéo
eletrostatica. Em uma solucéo de maior concentragdo existem mais cadeias de quitosana
por volume resultando na formacdo de nanoparticulas de maior diametro hidrodinamico
(HAFNER et al., 2011; HENECZKOWSKI et al.,2001).

Em relacéo aos valores de PDI sem a presenca de lecitina, foi obtido uma melhor
polidispersdo para a amostra com concetracdo de 1,5 mg/mL de QTS, caracterizando-se
assim a boa monodisperséo em 0,266 conforme demonstra a Tabela 1.

A variacdo nos valores de potencial zeta sem a presenca de lecitina apresentaram
variacdes de -5,7 (0,5 mg/mL) e +46,1 (3,0 mg/mL). Assim como a presenca de valores
negativos na variagdo de pH da solugdo, os valores negativos obtidos em baixa
concetragdo no polimero demontram uma diminuicdo da carga da nanoparticula em
decorréncia da amenizagdo ocorrida pela diminuicdo da presengca dos grupos aminos

conjugados presentes na quitosana.
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O experimento também foi realizado com a adicdo do surfactante lecitina. A
Figura 14 demonstra a variagdo no tamanho das nanoparticulas em decorréncia da

adicdo do surfactante.
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Figura 14 - Dependéncia da concentracdo de quitosana em solucdo com lecitina

Na presenca de lecitina, foi observada uma maior agregacdo do sistema
desenvolvido, e o tamanho médio das nanoparticulas foi reduzido, variando entre 206,3
nm (Img/mL) a 281,6 (3,0 mg / mL) conforme Tabela 1. A lecitina nesse sistema tem
um efeito de um agente de reticulagdo ionica, e foi utilizado com éxito para formar
nanoparticulas estaveis.

Pode ser observado que as nanoparticulas formadas possuem uma tendéncia para
aumentar o didmetro médio hidrodindmico com o aumento da concentracdo de
quitosana tanto na presenca e na auséncia de lecitina. A presenca da lecitina pode
influenciar na diminuicdo do didmetro da nanoparticula devido a formacéo de maltiplas
camadas de lecitina na superficie da nanoparticula, levando a uma compactacdo do
sistema formado.

Segundo Souto et al. (2012) o tamanho das nanoesferas é determinado pela
concentracdo do polimero na fase interna da emulsdo. Para um determinado volume da
fase interna, o aumento da concentracdo do polimero aumenta a viscosidade dessa fase,
obtendo-se nanoesferas de maiores dimens@es, devido a maior dificuldade de dispersao

da fase interna na fase externa.
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Para a variagdo nos valores de PDI em relacdo a mudanca de concentragdo do
polimero com a presenca de lecitina a amostra com concentracdo de 1,5 mg/mL
demostrou ser mais polidisperso conforme demonstra Tabela 1. Este resultado confirma
a melhor polidispersdo da amostra com concentracdo de 1,5 mg/mL tanto com a
auséncia de lecitina como em sua presenca.

A variacdo nos valores de potencial zeta em referéncia a alteragdo na
concentracdo do polimero entre 0,5 mg/mL e 3,0 mg/mL com a presencga de lecitina,
apresentou valores variando entre +27,1 mV(0,5 mg/mL) e +48,4 mV (3,0 mg/mL).
Assim como as amostras sem a presenca de lecitina, 0 menor valor de potencial zeta
obtido em sistemas com a presenca do surfactante foi atribuido & menor concentragao
do polimero em decorréncia da minimizacdo da interferéncia dos grupos aminos

contidos na quitosana.

5.5.3 Caracteriza¢do do tamanho das nanoparticulas em relacdo a variacdo no

volume do gelatinizador

A caracterizacdo do tamanho das nanoparticulas em relacdo a variacdo no
volume do gelatinizador foram feitas mediante a variagéo de volume entre 0,5 e 10,0
mL sob pH constante e temperatura ambiente. O experimento foi realizado com e sem a
adicdo de surfactante conforme Figura 15 e 16.
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Figura 15 - Dependéncia do volume do TPP adicionado para formacdo de nanoparticulas
estaveis sem lecitina.
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Com relagdo ao tamanho das nanoparticulas sob influéncia da variacdo do
gelatinizador foram obtidos valores variando entre 135,2 nm (10,0 mL) e 519,2 nm (0,5
mL TPP).

Assim como o0 aumento do volume de TPP gera a diminui¢cdo no tamanho das
nanoparticulas, o potencial zeta diminuiu quase linearmente devido a neutralizacdo dos
grupos amino protonados por anions TPP.

Os valores obtidos para o potencial zeta variam entre +17,4 mV (10,0 mL TPP)
e +47,1 mV (0,5 mL TPP) conforme Tabela 1. A grande densidade de carga positiva,
devido ao elevado grau de desacetilagdo e protonacdo faz com que as moléculas de
quitosana tenham um grande nimero de potenciais sitios de ligacdo cruzada. Conforme
0 volume TPP aumenta na nanoparticula o tamanho diminui devido ao aumento da
densidade de interacdo entre quitosana e TPP.

Foi observado também a variacdo no tamanho da particula em decorréncia do
volume do gelatinizador com a adicdo de lecitina de acordo com a Figura 16. As
concentracOes elevadas de tensoativo reduzem a tensdo interfacial, aumentando a area
da superficie e consequentemente originando nanoparticulas de menores dimensdes
(WEN FAN et al. 2012).
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Figura 16 - Dependéncia do volume de TPP adicionado para formacao de nanoparticulas
estaveis com lecitina

Para as amostras contendo lecitina o tamanho das NPs variam entre 164,1 nm
(10,0 mL TPP) e 271,8 nm (0,5 mL TPP) conforme Tabela 1. E possivel observar que &

medida em que o volume de TPP aumenta o didmetro das particulas tende a diminuir
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ainda mais em decorréncia das interagcdes que ocorrem entre os grupos fosfatos contidos
no tripolifosfato com os grupos aminos da quitosana. A existéncia de maior quantidade
de grupos PO,* leva a um aumento de densidade de cargas opostas o que leva a uma
maior complexacdo envolvendo interacBes hidrofobicas e ligacBes de hidrogénio
associadas ao processo de gelatinizacdo da quitosana na formacdo da nanoparticulas
(WEN FAN et al. 2012).

A melhor polidispersdo do sistema na presenca de lecitina foi observado para a
amostra com maior volume de TPP, apresentando valor de 0,489 (10,0 mL TPP)
conforme Tabela 1, o que caracteriza um sistema bem monodisperso.

Os valores de potencial zeta com a presenca de lecitina também corroboram os
valores obtidos relacionados ao tamanho e PDI das NPs, Foram obtidos valores
variando entre +21,5 mV (10,0 mL TPP) e + 44,5 mV (2,0 mL TPP).

5.6 Caracterizacdo das nanoparticulas de QTS/TPP contendo o ativo quercetina

A caracterizacdo das nanoparticulas contendo quercetina foram feitas apenas em
decorréncia da dependéncia do pH variando em 4,0; 5,0 e 6,0.

A variacdo no tamanho das particulas também pode ser observado em relagdo a
mudanca de pH da solu¢do conforme descrito no item 5.5.1, porém com a adicdo do
ativo quercetina. A Tabela 2 mostra a variagéo nos valores do didmetro, PDI e potencial

zeta.



Tabela 2 - Propriedades para nanoparticulas QTS/TPP contendo Quercetina
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Amostras pH da solucéo de quitosana
4.0° 5.0° 6.0°

Diametro PDI Potencial Diametro PDI Potencial | Diametro PDI Potencial

(nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV) (nm) Zeta (mV)

Nanoparticula | 318,7+8,3 | 0,512 +0,08 | +43,5+0,8 | 480,3+11,5 | 0,336 +0,03 | +21,1 +3,6 | 578,3 +8,6 | 0,529 +0,11 | - 2,4 0,7
- & semativo

3 ‘5| Nanoparticulas | 431,2+1,3 | 0,453+0,04 | +51,7+3,5 | 527,1 12,4 | 0,520 £0,03 | +43,3 +4,3 | 610,9 £3,8 | 0,506 £0,02 | +31 £2,0
9 contendo
guercetina

Nanoparticula | 174,9+29 | 0,482 +0,01 | +48,2+19 | 256,7 +8,5 | 0,561 +0,16 | +38,2 +0,6 | 343,3 +7,6 | 0,579 +0,11 | +30,2 +0,5
£ £| semativo

2 ‘S| Nanoparticulas | 402,353 | 0,433+0,04 | +49,5+19 | 4422485 | 0,572+0,04 | +43,2+1,9 | 414,6 +4,8 | 0,463 +0,04 | +47,4 +0,9
9 contendo
guercetina

% analises em triplicata, cada analise representa a média de 12 analises, n=3
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De acordo Souto et al. (2011) quando o principio ativo se encontra disperso, em
lugar de dissolvido, na fase organica, a sua tendéncia para se difundir para a fase
aquosa € maior, reduzindo a sua incorporacdo nas nanoparticulas. A utilizagcdo de um
agente tensoativo na fase interna aumenta a molhabilidade das particulas solidas do
principio ativo, contribuindo para a sua permanéncia nesta fase e permitindo aumentar a
eficiéncia de encapsulacao.

Para as nanoparticulas sem lecitina e sem o ativo foi observado uma variacéo
nos valores das nanoparticulas entre 318,7 nm (pH 4,0) e 578,3 (pH 6,0). Para as
nanoparticulas com a presenca de lecitina porém sem o ativo obtém-se valores de
tamanhos entre 174,9 nm (pH 4,0) e 343,3 nm (pH 6,0). Tanto para as amostras
contendo lecitina como para as amostras sem lecitina observa-se que para valores
menores de pH, o tamanho das nanoparticulas é reduzido em decorréncia de uma maior
agregacao do sistema desenvolvido conforme observado na Tabela 2. A presenca de
lecitina contribui de forma mais significativa na redugdo do tamanho das NPs.

Para as nanoparticulas sem lecitina contendo quercetina obtem-se valores
referentes ao tamanho das nanoparticulas variando entre 431,2 nm (pH 4,0) e 610,9 nm
(pH 6,0). Para nanoparticulas com a presenca da lecitina e da quercetina observa-se
varia¢des no tamanho das NPs variando entre 402,3 nm (pH 4,0) e 414,6 nm (pH 6,0).
Nos dois experimentos observa-se reducdo nos valores das nanoparticulas em valores
menores de pH conforme observado na Tabela 2, porém quando se relaciona os
experimentos contendo ou ndo o surfactante lecitina, as amostras que as contém sofrem
reducéo bem maior.

Com relacdo a polidispersdo do sistema observa-se que para as amostras sem a
presenca de lecitina e quercetina a amostra com pH 5,0 apresenta melhor valor de PDlI,
0,336 conforme Tabela 2, evidenciando que sistemas com valores de PDI inferiores a
0,5 oferecem melhor monodispersdo e consequentemente melhor estabilidade. Para as
amostras sem lecitina, porém com a presenca do ativo quercetina a amostra com pH 5,0
oferece melhor polidisperséo.

Para os sistemas contendo lecitina, tanto para as amostras com a presenca da
quercetina como para as amostras sem a presenca do ativo observa-se uma melhor
polidispersdo para as amostras com menor pH, apresentando valores de 0,482 e 0,433
respectivamente.

Os valores de potencial zeta obtidos para as nanoparticulas sem a presenca de
lecitina sem o ativo quercetina variam entre -2,4 mV (pH 6,0) e +43,5 mV (pH 4,0).
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Para as amostras sem a presenca de lecitina contendo quercetina observa-se variagéo de
valores entre +31 mV (pH 6,0) e +51,7 mV (pH 4,0). Em ambos os experimentos
observa-se valores menores de potencial para pH 6,0. Os valores negativos observados
refletem a desprotonacdo da quitosana, com isso evidencia-se a presenga dos grupos
PO,4? contidos no TPP.

Com a presenca de lecitina, porém sem o ativo os valores obtidos de potencial
zeta variam entre +30,2 mV (pH 6,0) e +48,2 mV (pH 4,0). Para as amostras com a
presenca de lecitina e quercetina observam-se valores variando entre +47,4 mV (pH 6,0)
e +43,2 mV (pH 5,0).

5.7 Eficiéncia de encapsulagdo da quercetina (%EE)

A importancia do estudo da eficiéncia de encapsulacdo de um ativo, nesse caso a
quercetina, se d& pelo fato de se poder prever e estabelecer a concentracdo do ativo
presente na nanoparticula ao longo de uma série de variagGes. Essas variagdes podem,
por exemplo, refletir na atuacdo de um medicamento em um meio biolégico. A
eficiéncia de encapsulacdo pode ser influenciada por varios fatores como temperatura,
pH, concentracdo e natureza do polimero (LECORE et al., 1997).

Segundo Yang e colaboradores (2000) o efeito da temperatura na encapsulagéo
de um farmaco pode ser potencializada quando as nanoparticulas sdo submetidas a
temperaturas inferiores a 30°C e superiores a 80°C. Essa influéncia pode ser percebida
em decorréncia do enrijecimento da parede da nanoparticula que sera influenciada a
baixa temperatura pela diminuicdo de liberacdo do ativo durante a evaporagdo do
solvente ou em decorréncia da interacdo entre a nanoesfera e a 4gua a altas temperaturas
pela rapida evaporacdo do solvente.

Com relagdo a concentracdo do polimero, Lecore et al. (1997) afirmam que a
maior quantidade do polimero pode influenciar a eficiéncia de encapsulacéo.

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo da quercetina nas
nanoparticulas produzidas pelo método de gelatinizacdo idnica foram preparadas
amostras de nanoparticulas com a solu¢do de quitosana no pH 5,0 na auséncia e na
presenca de lecitina. Assim, a eficiéncia de encapsulacdo (%EE) do flavondide foi
calculada com uso da curva de calibragdo que relaciona a quantidade de quercetina
encapsulada e a quantidade total de quercetina usada no preparo das nanoparticulas. Os
dados estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Eficiéncia de encapsulagdo quercetina em NPs de QTS/TPP.

Amostra Quercetina Quercetina Eficiéncia de
adicionada (mg) incorporada (mg) | encapsulagdo (%EE)*?

Sem Lecitina 30,5mg+0,4 39mg+1,2 12,8+ 2,0%

Com Lecitina 30,7mg 0,3 153mg+1,8 49,8+1,3%

% realizado em triplicata, n=3.

A quercetina é um farmaco hidrofébico e pouco solivel em agua. A medida em
que as nanoparticulas sdo produzidas sem a presenca de um agente compatibilizante, um
surfactante, observa-se que o mesmo ndo aparece dissolvido a nivel molecular nos
sistemas desenvolvidos. Nas nanoparticulas sem lecitina observa-se baixa taxa de
incorporacgéo do quercetina.

A quantidade de quercetina incorporada pode ser aumentada se usassemos uma
temperatura superior.

Quando adicionamos lecitina, observou-se que a incorporagdo de quercetina nas
amostras é aumentado e o farmaco passa a estar mais dissolvido nas nanoparticulas

produzidas

5.8 Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia é o estudo das interacfes eletromagnéticas que ocorrem em
uma determinada matéria. Por meio dos resultados obtidos por essa técnica é possivel
identificar e analisar 0s grupos funcionais existentes na estrutura do composto
(PARIZE, 2009).

As Figuras 17 e 18 revelam espectros para nanoparticulas desenvolvidas na

auséncia e presenca de lecitina.
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Figura 17 - FTIR para as nanoparticulas desenvolvidas na auséncia de lecitina

(@) QTS, (b) QTS/TPP, (c) QTS/TPP/QTS/TPP/quercetina, (d) quercetina.

O espectro de quitosana revelou a presenga de algumas bandas caracteristicas em
3367 cm™(v-OH). Dentre as principais bandas percebe-se a amida | (deformacao axial C
= Q) situada em 1658 cm™ e em 1589 cm™ referente ao grupo NH, (Figura 17a). A
banda intensa em 3363 cm™ relaciona-se com a vibracéo de estiramento O-H e / ou N-
H, assim como as ligacBes de hidrogénio nas cadeias de polissacaridos. Em 1,377 cm™
observa-se uma faixa na deformacao angular CH; simétrica.

As bandas de absor¢do em 1153 cm™(estiramento assimétrico C-O-C) em 1,072
e 1,029 cm™(vibracdes envolvendo o alongamento C-O) de FTIR foi produzido porém
ndo demosntrado no trabalho.

O espectro mostrou TPP suas bandas caracteristicas nas regido de 1095 cm™
relacionadas ao grupo fosfato (P = O).

Na Figura 17b em 1644 cm™ observa-se a formacdo das nanoparticulas
QTS/TPP apés a formacdo, de nanoparticulas a banda de 1658 cm™ reduziu
drasticamente ou desapareceram e um novo pico foi formada em 1637 cm™. A amida I1
pico a 1589 cm™ foi deslocada para 1528 cm™ nas nanoparticulas confirmando que os

grupos amino foram envolvidos em ligacdo cruzada com fosfato. FTIR das NPs de QTS
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mostra um pico de absor¢do a 1217 cm™ o que indica P = O alongamento indicando a
presenca do grupo.

Na Figura 17c mostra o espectro das nanoparticulas de quitosana e tripolifosfato
de sédio contendo quercetina observa-se um aumento nas bandas de 2922 e 2852 cm™
caracterizando a presenca do flavandide nas nanoparticulas.

A banda em 1559 cm™ referente ao grupo NHs" é deslocada para 1565 cm™
indicando que a quercetina nas nanoparticulas associa-se via ligacdo de hidrogénio com
0 grupo NHs".

O espectro de infravermelho obtido pela quercetina (figura 17d) apresentou
picos caracteristicos em 3349 até 3290 cm™ (O-H fenol), 1667 cm™ (C = O carbonila de
cetona), 1616 cm™ (C = C de anel aromatico), 1359 cm™ (C-OH) e 1244 cm™ (C-O-C).
Estes valores também foram evidenciados no estudo de Borghetti e colaboradores
(2009).

Na Figura 18 observam-se os espectros de infravermelho contendo lecitina.

Na Figura 18 observam-se os espectros de infravermelho contendo lecitina.
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Figura 18 - FTIR para as nanoparticulas desenvolvidas na presenca de lecitina
(@) QTS, (b) QTS/TPP, (c) QTS/TPP/QTS/TPP/lecitina/quercetina, (d) quercetina.

Para as amostras contendo o surfactante lecitina observa-se o surgimento de
bandas em 3284 e 3171 cm™ referentes aos estiramentos do grupamento amina presentes
no surfactante. Adicionalmente observa-se na Figura 18b e Figura 18c o surgimento de
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uma nova banda em 1705 cm™ referente & carbonila dos &cidos graxos da lecitina. Desta
forma observa-se que o surfactante esta disperso em toda amostra e auxilia na dispersédo
do flavondide nas nanoparticulas. Esses dados indicam que a quercetina esta ligada a
quitosana via ligacdo de hidrogénio, onde os OH fendlicos se ligam aos grupos amino
da quitosana (PARIZE, 2009).

5.9 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A técnica de Termogravimetria € uma das analises térmica de suma importancia
para sistemas poliméricos. Por meio dessa analise € possivel observar a variacdo da
massa, seja essa por ganho ou perda, em funcdo do tempo/ temperatura quando esse
sistema é submetido a temperaturas pré-estabelecidas. Dessa forma é possivel avaliar as
alteracdes ocorridas na massa das substancias, a faixa de temperatura a qual as mesmas
adquirem estabilidade em relacdo a sua composicdo quimica, a temperatura em que
comegam a se decompor além do monitoramento de outras reacdes como oxidacao,
combustdo e desidratacdo (CANEVAROLO JR., 2004).

As Figuras 19 e 20 apresentam os dados referentes as curvas de TGA para as
amostras produzidas neste estudo. Os dados obtidos pela analise termogravimétrica
diferencial estdo apresentados na Tabela 4.
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Figura 19 - Andlises Termogravimétrica para amostras sem a presenca de lecitina
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Tabela 4 - Dados da Anélise Termogravimétrica Diferencial.

T
700

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Massa
Amostra residual,
(%)°
Tla P1b Tza sz T3a P3b
Quitosana 70,0 43 311,0 63,1 32,64
Sem Adi¢ao QTS/TPP 69,0 6,12 246,0 19,2 471,0 20,6 54,04
de Lecitina QT1S/TPP/ 51,0 3,04 154,0 7,87 283,0 54,6 34,20
QUERCETINA
Com Adicao QTS/TPP/ 78,0 2,6 256,0 16,5 474,0 29,3 51,57
de Lecitina QTS/TPP/ 51,5 1,5 250,0 11,7 476,0 30,2 56,66
QUERCETINA
Quercetina 356,0 63,9 36,1

# Temperatura de maxima velocidade de degradacéo, °C

® Porcentagem de perda de massa em cada estégio de degradagio
¢ Massa residual a 700°C

de massa, a primeira em 70°C referente & perda de &gua residual e a outra em 311°C

A partir da Tabela 4 verifica-se que a quitosana apresenta duas regides de perda

referente a

degradacéo

do

polimero.
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Para a quercetina foi desenvolvido apenas um pico em 356 °C. Sendo a quercetina um
composto hidrofébico ndo se observa uma quantidade significativa de 4gua em outros
estagios.

Para os sistemas formados sem a adi¢do de lecitina observa-se trés estagios de
perda de massa. Para o sistema formado por quitosana e TPP observa-se que no
primeiro e o segundo estagio ocorre a perda de massa em 69°C e 246°C atribuidos para
a perda de &gua, jA o terceiro estagio corresponde a decomposicdo (térmica) da
quitosana, a vaporizacgdo e eliminacdo de produtos volateis. Para o sistema formado por
QTS/TPP com a presenca do ativo quercetina observa-se também que no primeiro e no
segundo estagio ocorre perda de massa em 51°C e 154 °C referente a facilidade de
retirada de agua em virtude da hidrofobicidade da quercetina.

As perdas de massa referentes a perda de agua nos sistema justifica-se pela
afinidade dos polissacaridos com a &agua e, portanto, pela facilidade de hidratacéo,
resultando assim em macromoléculas com estruturas desordenadas observadas em todas
as amostras (DUDHANI; KOSARAJU, 2010). Considerando a estrutura da quitosana,
verifica-se que moléculas de agua sdo limitadas por dois grupos polares, hidroxila e
amina, presente nessa macromolécula.

A amostra (QTS/TPP) sem quercetina € mais estavel qguando comparada com a
amostra contendo o ativo conforme demostra a Tabela 3. Este fato pode ser explicado
pela falta de interagcéo entre o sistema QTS/TPP com a quercetina sem a presenca de
lecitina. Uma vez que o ativo ndo associa-se de forma eficaz, a amostra desestabiliza
apresentando baixa estabilidade térmica.

Para os sistemas formados com a adicdo de lecitina foram observados perdas de
massa na primeira fase referente a perda de agua. A segunda, corresponde a
decomposicdo (térmica e oxidativa) da quitosana assim como a vaporizagdo e
eliminacdo de produtos volateis. O terceiro estagio é representado pela decomposigdo
termica da amostra. Uma vez que a lecitina é adicionada a amostra observa-se que a
amostra contendo quercetina e lecitina tem sua estabilidade termica aumentada.

Perfis de TGA para nanoparticulas preparadas em presenca de lecitina apresentam

maior estabilidade térmica, assim como as amostras contendo quecetina e lecitina.
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5.10 Calorimetria diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € uma técnica temoanalitica

empregada de forma complementar a Termogravimetria (TG).
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Figura 21 - Termogramas obtidos por DSC para a quitosana (a), para QTS/TPP (b),
QTS/TPP/Quercetina (c), QTS/TPP/Lecitina (d), QTS/TPP/Lecitina/Quercetina (e)
QTS/TPP/lecitina/quercetina

Observa-se para QTS uma regido endotérmica entre 60 e 120°C referente a
retirada de agua da amostra evidenciadas sempre na primeira corrida. Pode-se ainda
observar que decomposicao do polimero quitosana pura por volta de 296°C.

Na regido localizada entre 60 e 120°C pode geralmente ser encontrada para
quitosana a sua temperatura de transicdo vitrea (Tg). Esta temperatura indica a saida da
quitosana de um sistema semicristalino para um sistema amorfo.

Dessa forma foi realizada a primeira corrida para remover a quantidade de agua
existente na amostra, destruindo sua historia térmica e possibilitando uma melhor
observacdo das caracteristicas das amostras analisadas que estdo apresentadas na Figura
21. Para a quitosana (Figura 21a) foi observado uma Tg em 123,2 °C, e foi observado
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que a quercetina apresenta um pico fino de fuséo em 351 °C (dados ndo apresentados),
como o observado por Yuying Zhang et al., 2008.

Para as nanoparticulas de quitosana/TPP (Figura 21b) foi observado uma Tg em
torno de 144,3 °C. esse valor indica que o TPP reticula a estrutura da quitosana
tornando a amostra mais rigida. Quando adicionamos lecitina a este sistema verifica-se
gue a mesma se posiciona entra as cadeias de quitosana durante o processo de
reticulacdo e formacdo das nanoparticulas, reduzindo a Tg para 129 °C.

Para as nanoparticulas de QTS/TPP/Quercetina a Tg foi observada em 135°C.
Para as nanoparticulas de QTS/TPP/lecitina/Quercetina observa-se que com 0 aumento
da eficiéncia de encapsulacdo a quercetina apresenta-se na forma semicristalina
apresentando seu ponto de fusdo em torno de 148°C. A adigdo de quercetina nas
amostras proporciona interagdo entre a quitosana e a quercetina, tornando as amostras

mais rigida.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados obtidos neste
trabalho, considera-se que:

e A quitosana € um biopolimero com importante custo beneficio utilizado
como agente encapsulante da quercetina;

e A preparacao das nanoparticulas por meio da técnica de gelatinizacao iénica
demonstrou ser eficiente, simples, rapida e de baixo custo.

e A dependéncia do pH da solucéo polimérica, a concentracao do polimero e a
varia¢do no volume do gelatinizador promovem alteracdes significativas no
tamanho, carga e polidispersdo das amostras

e A determinacgéo do grau de desacetilizacdo da quitosana evidenciou um
resultado de 81,86%, demonstrando assim resultados condizentes com o grau
apresentado pela quitosana comercial.

e A utilizagdo consorciada do gelatinizador TPP e o surfactante Lecitina
produzem significativa reducdo no tamanho das particulas;

e O tamanho das nanoparticulas sofrem aumento em decorréncia da maior
concentracdo do biopolimero usado em sua preparacao.

e A adicdo do surfactante lecitina produz significativa melhoria no tamanho,
polidispersédo e carga das NPs em todas as situac¢des variadas no estudo;

. A quercetina demonstrou maior incorporagdo com a presenca de lecitina

apresentando 49,7% de eficiéncia de encapsulacao;

e Os perfis de TGA para as nanoparticulas preparadas em presenga de lecitina
apresentam maior estabilidade térmica, assim como as amostras contendo

quercetina e lecitina.
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