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1. INTRODUCAO

Uma emulsdo pode ser definida como um material que contém pequenas
goticulas de Oleo dispersas em um meio aquoso (emulsdo 6leo em agua), ou
pequenas gotas de agua dispersas em um meio lipidico (emulsdo agua em 6leo),
no qual as fases sédo imisciveis. As nanoemulsdes consistem em dispersfes
nanomeétricas de goticulas oleosas em uma fase aquosa, estabilizadas por um
sistema tensoativo. As nanoemulsdes vém ganhando destaque por sua
capacidade de veicular substancias lipofiicas em um sistema disperso aquoso
(McCLEMENTS, 2012).

O oleo de pescado apresenta uma composicdo Unica, diferente de oleos
derivados de outros animais, devido ao seu elevado contetudo de acidos graxos
insaturados (AGI) associados a beneficios a saude humana (WALKER et al.,
2015). No entanto, a producdo de alimentos enriquecidos com esses 0leos é
tarefa dificil, devido a sua baixa solubilidade em &gua, instabilidade quimica e
baixa biodisponibilidade (KOMAIKO et al.,, 2016). Uma forma de tornar esses
compostos mais estaveis e disponiveis é incorpora-los a nanoemulsoes.

Muitas substancias podem ser usadas para revestir ou encapsular acidos
graxos insaturados. No entanto, apenas um numero limitado de materiais possui
certificados para aplicagbes em alimentos (GRAS) (FATHI et al.,, 2014).
Dependendo das propriedades do material de parede utilizado, é possivel a
elaboracdo de nanocapsulas com diferentes caracteristicas (KARTHIK;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016). A quitosana e a gelatina podem ser
utilizadas para preparar nanocapsulas com diferentes formas e tamanhos,
contribuindo para a vida util do produto, textura e estabilidade através de suas
propriedades de superficie (OWENS et al., 2018)

As nanoemulsdes ndo sdo termodinamicamente estaveis e sua formacéo
depende da temperatura, da pressdo, da composicdo das fases e dos
procedimentos experimentais utilizados para sua preparacdo (McCLEMENTS,;
WEISS, 2005). Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
estabilidade fisica de nanoemulsGes de Oleo de pescado com quitosana
preparados em presenca de tensoativos puros (tween 80) e suas misturas (tween
80+gelatina). Foram variadas as concentra¢gbes de quitosana na fase dispersa,
para verificar a sua influéncia nas caracteristicas das nanoemulsdes formadas.

2. METODOLOGIA
Material

O o6leo bruto foi extraido das visceras de carpa comum (Cyprinus carpio)
pelo método termomecanico. O 6leo bruto passou pelas etapas do processo de
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refino quimico (degomagem, neutralizacéo, lavagem, secagem e branqueamento)
(CREXI et al., 2010) para a obtencao do 6leo de pescado branqueado.

A quitosana foi produzida a partir de residuos de camardo (Penaeus
brasiliensis) (Rio Grande, RS, Brasil), os quais foram submetidos a reacfes de
desmineralizacédo, desproteinizacdo e desodorizacdo para a extracao da quitina
(WESKA et al., 2007). A quitina foi convertida em quitosana através de reacao de
desacetilacédo, seguida de purificacdo e secagem (DOTTO et al. 2011), obtendo-
se ao fim do processo a quitosana em poé (grau de desacetilagdo de 85 + 2% e
massa molar de 155 + 2 kDa).

A gelatina de pele suina (tipo A), grau alimenticio/farmacéutico, o
surfactante Tween 80 (Polyoxyethylen—20-sorbitan—monooleate, molecular weight
of 1310 g mol-1) e todos os outros reagentes utilizados para 0s experimentos
foram adquiridos da Sigma—Aldrich (Merck, Brasil). Todas as diluicbes foram
realizadas utilizando agua ultrapura.

Elaboracéao e caracterizagdo das nanoemulsdes

O método de emulsdo 6leo—agua foi usado para obter as emulsdes.
Inicialmente foram preparadas duas fases. Na fase aquosa, foram preparadas
solugbes de concentracdo 1, 2 e 3% (m/v) de quitosana. Na fase oleosa, o0s
concentrados de AGI (1% m/v) e o tensoativo Tween 80 (2 gotas) foram vertidos
na fase aquosa. Foi testada a adicéo de gelatina como co-surfactante (0,3 % m/v).
As solucdes foram homogeneizadas em agitador mecanico (Dremel, 1100-01,
Séo Paulo, Brasil) a 10.000 rpm por 20 min.

A estabilidade das emulsbes foi determinada pelo indice de separacéo
segundo ROLAND et al., (2003), em provetas durante 15 dias. A distribuicdo de
tamanho e indice de polidispersdo foram determinadas utilizando o método de
espalhamento de luz dindmico (Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments, UK)
logo ap6s o preparo (dia 0) e apdés 15 dias. A analise do potencial Zeta foi
utiizada para refletir o potencial de superficie das particulas. O pH foi
determinado com o auxilio de um pHmetro.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as nanoemulsdes formadas se mantiveram visualmente estaveis
apos 15 dias (Figura 1), sem separacdo de fases. Apdés 0 armazenamento,
guando existe separacdo de fases, as emulsfes ficam visualmente separadas em
uma camada opaca na superficie, uma camada com alta turbidez ao meio e/ou
uma camada ligeiramente turva na parte inferior. Devido ao seu pequeno tamanho
de goticulas, as nanoemulsdes aumentaram a estabilidade a separacdo ou
agregacao gravitacional.

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo de tamanho de particula e indice de
polidispersdo (IPD) ap6s a elaboracdo (dia zero) e apos 15 dias de
armazenamento a temperatura ambiente (25 °C), além do potencial Zeta e pH. A
estabilidade fisica, comportamento reoldgico e outras propriedades das emulsdes
foram determinados pelo tamanho das gotas da fase dispersa. Como pode ser
observado na Tabela 1, para todas as amostras, a menor concentracdo de
quitosana proporcionou menores tamanhos de particulas. Isso demonstra que o
tamanho de goticulas produzidas depende da composi¢do (concentracdo) das
fases. O uso de biopolimeros naturais (polissacarideos e proteinas) como co—
tensoativos pode ajudar a estabilizar as nanoemulsdes por adsorcdo a superficie
das goticulas, protegendo o 6leo da agregacdo e atuando como material de
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parede. Em alguns casos, a concentracao de polimero pode aumentar o tamanho
das particulas. No presente trabalho, as médias dos tamanhos de particula
variaram entre 294 e 845 nm, sendo que, durante o periodo de 15 dias nao foram
verificadas diferencas entre as amostras. Um fator que auxilia na estabilidade das
nanoemulsdes € a associacdo entre o pequeno tamanho das particulas e seu
movimento browniano caracteristico, o que leva a uma diminui¢do da atuacao da
forca da gravidade reduzindo processos de instabilidade.

Os valores de IPD indicam a homogeneidade de sistemas coloidais e
variam de 0 a 100%, sendo que no presente trabalho esses valores apresentaram
médias entre 19,0 e 24,5%, sem diferencas estatisticas significativas (p>0,05).
Sistemas com valores baixos de IPD (<30%) sdo menos susceptiveis ao

fendbmeno de Ostwald, considerado o maior mecanismo de instabilidade de
sistemas na escala nano.

Figura 1 — Nanoemulsbes formadas utilizando como surfactante (a) Tween 80 e
(b) Tween 80 + gelatina, apds 15 dias de armazenamento.
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Tabela 1 - Tamanho de particula, indice de polidisperséo (IPD), potencial Zeta e
pH das nanoemulsdes com diferentes concentracdes de quitosana e tensoativos.

o 50 om0V om” ERLOS P rue
(m/v) (dia 0) (15 dias)
1% T 294,3+4,9° 21,3+0,3% 296,3+12,6° 20,2+45% 9,5+0,5% 4,2+0,2%
2% T 410,7+ 2,4d 20,8 +0,5*° 400,3 12,8d 19,5+ 0,62 10,3+0,6° 4,3+0,2°
3% T 535,3+ 7,8b 22,0+ 05" 5451+ 9,4b 21,5+3,1°% 10,1+0,3* 4,5+0,3°
1% T+G 483,3+9,5° 245+15% 490,9+3,7° 19,0 + 4,22 11,6 £0,4* 4,0+0,4°
2% T+G 489,7+6,7° 216+35% 4879+11,4° 23,4+57° 10,6 £0,2* 4,3+0,1%
3% T+G 833,3+8,1* 230+24* 8457+14,6* 18,7+34% 10,1+0,2* 4,1+0,3°

* média + desvio padrao (n=3). T: Tween 80, G: gelatina.

O potencial Zeta reflete a composicdo interfacial das nanoemulsdes em
relacdo ao surfactante ou a presenca de moléculas com carga. O potencial Zeta
das nanoemulsdes apresentou valores positivos, que podem ser atribuidos a
quitosana que apresenta uma carga positiva ha molécula quando em um meio
acido (pH ~ 4,3). Nao houve diferencas significativas nos valores de pH das
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nanoemulsdes. O valor do pH é um importante parametro de monitoramento da
estabilidade de emulsdes, pois alteragbes no seu valor indicam a ocorréncia de
reacdes quimicas que podem comprometer a qualidade do produto.

4. CONCLUSOES

As nanoemulsdes de 6leo de pescado formuladas com quitosana
apresentaram excelente estabilidade fisica durante o armazenamento por 15 dias.
Além disso, o aumento da concentracdo de quitosana e a adicdo de gelatina
levaram ao aumento do tamanho das particulas em emulsdo. Assim, pode-se
afirmar que estes resultados sdo grande importancia para definicdo da aplicacao
destas nanoparticulas, uma vez que sistemas instdveis podem interferir na
qualidade final dos produtos.
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