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Avaliagao do Uso de Amidos Anionicos Hidrolisados
como Estabilizantes em Nanocapsulas Poliméricas
para Formulacoes Topicas

Ester P. dos Santos, Jayne C. S. Barbhoza
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Resumo: A proposta deste trabalho foi introduzir amidos modificados (anidnicos) hidrolisados como tensoativos em
uma formulacdo para a encapsula¢do da benzofenona-3 com uma matriz polimérica de poli(e-caprolactona) (PCL),
avaliando a influéncia deste componente nas caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas. As nanoparticulas
foram preparadas com a técnica de deposicao interfacial do polimero pré-formado, empregando-se um planejamento
de experimentos de mistura. Previamente, os amidos foram hidrolisados via processo enzimatico e medidas de tensdo
superficial foram realizadas para avaliar a capacidade tensoativa das solucdes aquosas dos amidos hidrolisados para
aplicacd@o nas formulagdes de nanocdpsulas. Os resultados indicaram que os amidos avaliados podem ser empregados
como tensoativos nas formulacdes, sem alterar significativamente propriedades, como diametro, polidispersdo e
percentual de encapsulacio.
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Evaluation of Anionic Hydrolyzed Starch as Stabilizers in Polymeric Nanocapsules for
Topical Formulations

Abstract: The purpose of this work was to introduce modified hydrolyzed starches (anionic) as surfactant in a
formulation for the encapsulation of benzophenone-3 with a polymer matrix of poly(e-caprolactone) (PCL), including
the study of the influence from the surfactant on the physicochemical characteristics of nanoparticles. The nanoparticles
were prepared via interfacial deposition of the pre-formed polymer, using an experiment design for the mixtures. The
starches were initially hydrolyzed via an enzymatic process and surface tension measurements were performed to
assess the ability of surfactant aqueous solutions of hydrolyzed starch for application in nanocapsule formulations.
The results indicated that the starches can be employed as surfactant in the formulations, without significantly altering

properties such as diameter, polydispersity and encapsulation efficiency.
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Introducao

A presenca de macromoléculas em dispersoes
coloidais pode fornecer tanto um efeito de estabilizacdo
quanto de desestabilizacio. A estabilizac@o ocorre devido
ao aumento da viscosidade da fase continua causada
pela presenca destas macromoléculas, mas também
pode ser atribuida a adsor¢do das macromoléculas na
superficie das particulas coloidais. Por outro lado, a
desestabilizacdo pode ocorrer se a camada superficial
adsorvida € insuficiente. As macromoléculas ndo
adsorvidas ficardo, entdo, nas proximidades da superficie
da fase dispersa, causando a floculacdo!'l. Compostos
de alta massa molecular, por exemplo, polissacarideos
podem proporcionar uma estabilizacdo estérica em
sistemas dispersos.

Dentre os polissacarideos existentes, o amido
tem despertado um grande interesse como agente
estabilizante. Um ntimero considerdvel de trabalhos
aponta a atuacdo de amidos modificados como agentes

estabilizantes em sistemas dispersos, principalmente
em emulsdes!. Porém, as aplicagdes dos amidos
nativos sdo limitadas devido a sua instabilidade durante
o armazenamento. Por esta razdo, foram desenvolvidas
técnicas para modifica-los, aumentando assim suas
propriedades e aplicagdes.

A atividade tensoativa dos amidos € obtida, por
exemplo, através de modificacio quimica a qual introduz
grupos hidrofébicos em sua estrutura polimérica. Uma
das técnicas de modificacdo quimica € o tratamento
destes amidos com anidrido octenil succinico, obtendo
assim os chamados amidos OSA!®. Esta modificagéo
fornece um carater anfifilico a molécula de amido e,
consequentemente, propriedades ativas de superficie.
Devido ao seu alto peso molecular e estrutura ramificada,
o amido modificado adsorvido a interface € capaz de
estabilizar emulsdes e outros sistemas dispersos por

impedimento estérico a baixas concentra¢oes'®).
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Devido ao comportamento anfifilico das moléculas
dos amidos modificados, algumas técnicas sdo
necessdrias para a determinac¢do de suas caracteristicas
ativas de superficie como, por exemplo, a concentragao
micelar critica (CMC). Visando determinar a CMC de
dois tipos de amidos OSA e suas interacdes com goma
xantana, Krstonosi¢ et al.”), utilizaram viscosimetria,
condutimetria, tensdo superficial e colorimetria para
verificar a capacidade tensoativa destes componentes. De
acordo com os resultados apresentados, os amidos OSA
reduziram significativamente a tensdo superficial da dgua,
assim como as respectivas misturas com goma xantana
confirmando sua aplicabilidade como agente ativo de
superficie em um sistema emulsionado.

Nanoparticulas poliméricas biodegraddveis possuem
um grande interesse na comunidade cientifica devido as
suas potencialidades teraputicas, a maior estabilidade
nos fluidos bioldgicos e durante o armazenamento.
Sa@o definidas como sistemas carreadores de farmacos
e moléculas ativas que apresentam didmetro de 10 a
100 nm. De acordo com sua composicdo/organizacao
estrutural e método de preparagdo podem ser classificadas
em nanocdpsulas (NC) e nanoesferas (NE). As NC sdo
compostas por uma matriz polimérica disposta ao redor
de um nicleo oleoso, podendo o ativo (droga) estar
dissolvido neste ntcleo oleoso e/ou adsorvido a parede
polimérica. J4 as NE, por sua vez, ndo apresentam
6leo em sua composicdo e sdo constituidas por um
invélucro polimérico, no qual o ativo pode ficar retido ou
adsorvido®?..

Uma aplicacdo de grande interesse das nanoparticulas
poliméricas € na drea cosmética como veiculos tépicos,
principalmente para fotoprotetores, com a intengdo de
prolongar o tempo de resisténcia dos filtros no estrato
cérneo, assim como evitar o processo de fotodegradacio
mantendo sua estabilidade!'""?. Por apresentarem um
tamanho reduzido, estes sistemas carreadores possibilitam
um maior contato das moléculas ativas com o estrato
corneo, além de facilitar sua formulacdo em produtos
dermatoldgicos e propiciar confortdvel aplicacio
cutinea*'. De acordo com Sinha et al.'"*!, a liberacao do
ativo, a degradacdo e estabilidade fisico-quimica das NP
podem ser moduladas com a escolha adequada de seus
componentes, potencializando suas aplicacdes.

Dentre os componentes de uma formulagio
de nanoparticulas poliméricas, os tensoativos sio
fundamentais para impedir sua agregacdo, apds o
preparo e durante o armazenamento por promoverem
a estabiliza¢do fisica e/ou quimica da suspensdo. Os
tensoativos mais utilizados sdo os de alta hidrofilia ndo
idnicos como os polisorbatos (Tween®) e, de acordo com
o método empregado para obten¢do de nanoparticulas,
também sdo utilizados tensoativos de baixa hidrofilia ndo
idnicos como os ésteres de sorbitana (Span®)!617],

Considerando a  potencialidade dos amidos
modificados atuarem como agentes estabilizantes,
principalmente em emulsdes, o objetivo deste trabalho
foi introduzir amidos modificados anidnicos, previamente
hidrolisados, como agentes tensoativos no sistema de
nanoparticulas poliméricas e avaliar sua influéncia nas
caracteristicas fisico-quimicas das mesmas.
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Experimental

Materiais e métodos

Solventes e reagentes

O amido modificado anidnico utilizado neste
trabalho foi o Superion 3050, com grau de substituicdo
DS = 0,045 mol/mol, cedido pela empresa Novo
Horizonte. Os amidos anidnicos hidrolisados aplicados
nas formulagdes foram denominados como: Amido
Anio6nico de Alta Massa Molar (AAAMM), com massa
molar ponderal média (I\Tw) de 2952,2 g/mol, massa
molar numérica média (1\7") de 1330,0 g/mol e indice
de polidispersio (IP) igual a 2,22; ¢ Amido Anidnico de
Baixa Massa Molar (AABMM) com ATW =1650,5 g/mol,
Hﬂ = 850,7 g/mol e IP = 1,94. A matriz polimérica,
poli(e-caprolactona) (PCL) foi sintetizada em
laboratério, via polimerizacdo em massal'8! e apresentou
os seguintes valores massas molares e polidispersao:
M, = 45654 g/mol, M, = 69926 g/mol e IP = 1,53.
Para a preparagdo das nanoparticulas empregaram-se
Miglyol 810® (mistura de triglicerideos dos &cidos
céprico e caprilico - Delaware); Benzofenona-3
(2-hidréxi-4-metéxi-benzofenona — Aldrich) e Span
60® (monoestearato de sorbitano — Aldrich). O
tensoativo sintético da formulagéo, Alkest TW 80 K©®
(polisorbato 80), foi fornecido pela empresa Oxiteno.
Os demais produtos quimicos e todos os solventes foram
utilizados sem tratamento prévio para purificagdo por
apresentarem grau de pureza analitico.

Medidas de tensao superficial dos amidos hidrolisados

As medidas de tensdo superficial foram conduzidas
em um tensiometro de anel 2-Hamburg 39 (Kruss)
(ASTM D 1331-56). Para realizacao das andlises, foram
preparadas solucdes aquosas dos amidos hidrolisados
nas seguintes concentragdes: 0,1; 0,25; 0,50 e 1,0%
m/m. Todas as medidas foram realizadas em triplicata,
mantendo-se a temperatura constante em 25 °C + 0,1 °C.

Preparagdo das nanocépsulas poliméricas

As suspensdes de nanoparticulas poliméricas
contendo BZ-3 foram preparadas de acordo com o método
de deposigao interfacial de polimeros pré-formados!'®.. O
filtro quimico foi dissolvido na fase orgdnica composta
por Miglyol 810® Span 60®°, PCL e acetona. A fase
organica foi vertida sobre a fase aquosa contendo Alkest
TW 80 K®, amidos hidrolisados e dgua Milli-Q®, através
de um funil de adi¢do e mantida sob agitacdo magnética
durante 10 min. As formulagdes foram preparadas ao
abrigo da luz e evaporadas em rotavapor sob a temperatura
de 35 °C até completa eliminag@o do solvente. Todas as
formulagdes foram diluidas em baldo volumétrico de
100,0 mL com dgua Milli-Q® e preparadas em duplicata.
A Tabela 1 apresenta as proporcdes dos reagentes
utilizadas nas formulacdes.

Para avaliar os efeitos quantitativos da adi¢do de
amidos hidrolisados como agentes tensoativos da fase
aquosa foi utilizado um planejamento experimental de
misturas do tipo simplex. Neste planejamento a fragdo
molar do tensoativo hidrofilico (Alkest TW 80 K®) foi
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Tabela 1. Formulagéo referéncia para o preparo das nanocdpsulas
poliméricas?’l.

Fase Componente Quantidade (mg)
Organica PCL 100
Miglyol 810° 313,5
Span 60° 76,6
BZ-3 50
Acetona 31600
Aquosa Agua Milli-Q® 53300
Polisorbato 80 76,6

variada, a qual foi substituida pelos amidos hidrolisados,
mantendo-se constante o numero de mol final de
tensoativos da fase aquosal®!. As andlises estatisticas
foram realizadas utilizando-se o software Minitab 15.

Caracterizagdo fisico-quimica das formulagées

A caracterizacdo fisico-quimica das formulac¢des
foi realizada imediatamente apds a preparacdo. As
formulagdes foram avaliadas com relagdo aos aspectos
macroscépicos, tamanho de particulas, polidispersdo, pH
e percentual de encapsulacio de benzofenona-3.

Andlise macroscopica

Cada formulagdo (3,0 mL) foi mantida em tubo de
vidro transparente e avaliada visualmente com relacéo a
cor, odor, presenca de precipitados ou separacdo de fases,
sob luz natural.

Analises de pH

As medidas de pH foram efetuadas diretamente nas
amostras utilizando-se um pHmetro FE20/EL20 (Mettler
Toledo), previamente calibrado com solucdes tampao
para calibracdo pH 4,0 e 7,0 (Merck).

Determinagao do tamanho de particulas e polidispersao

O diametro médio e a polidispersdo das
nanoparticulas em suspensdo foram determinados através
de espalhamento de luz utilizando-se um equipamento
Zetasizer 1000 (Malvern Instruments). As amostras
foram diluidas na propor¢ado 1:50 (v/v) em dgua Milli-Q®
e a distribui¢do de tamanho foi avaliada efetuando-se trés
varreduras com 10 leituras cada.

Extragdo liquido-liquido da benzofenona-3, BZ3, ndo
encapsulada

A BZ-3 ndo encapsulada (livre) foi removida da
suspensdo a partir da técnica de extracio liquido-liquido,
empregando-se hexano como solvente (ndo solvente do
polimero). A fracdo extraida (hexano/benzofenona-3)
foi tratada com sulfato de s6dio anidro para remocéo de
vestigios de dgua. Esta solug¢do foi filtrada e recolhida em
um frasco limpo e seco para posterior caracterizacao.

Determinagao do percentual de encapsulagao da benzofenona-3
nas nanocapsulas

Para a quantificagdo da BZ-3 livre, as solugdes de
BZ-3 em hexano foram secas no rotavapor para total
eliminagdo do solvente. Em seguida, toda a massa
contida no frasco foi dissolvida com acetonitrila e,
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posteriormente, transferida para um baldo volumétrico
de 50,0 mL. A quantidade do ativo nio encapsulado foi
determinada em um espectrometro de UV/VIS (Perkin
Elmer) em 289 nm. O percentual de encapsulagio
(E) foi determinado a partir da razdo entre a diferenca
da concentragdo total de benzofenona-3 na suspensio
(CT) e a concentracio de benzofenonas-3 livre (CL) e a
concentracdo total, multiplicada por 100" (Equac@o 1):
CT-CL
=—X
CcT

E 100 (1)

Resultados e Discussao

Tens&o superficial dos amidos anidnicos hidrolisados

Um dos pardmetros mais importantes para designar
a aplica¢do de um determinado composto como agente
tensoativo € sua tensdo superficial. Pode-se dizer que a
maioria das propriedades dos agentes tensoativos depende
de sua capacidade em reduzir a tensdo superficial, pois é
a relacdo entre a estrutura quimica, a velocidade e o grau
de adsor¢do na interface ou superficie, que diferencia
os vdrios tipos de tensoativos e, consequentemente,
determina sua aplicag@o.

A capacidade tensoativa de cada amido foi avaliada
plotando-se grificos de tensdo superficial versus
concentraciio. Estes resultados para os dois amidos
anionicos AAAMM e AABMM estdo apresentados nas
Figuras 1a, b, respectivamente.

De acordo com os testes tensdo superficial, os amidos
AAAMM (Figura 1a) e AABMM (Figura 1b) reduziram a
tensdo superficial dadgua. Krstonosic etal.!” determinaram
a CMC de dois diferentes amidos modificados (OSA)
por viscosimetria, condutimetria, tensdo superficial e
colorimetria. Os valores da CMC para os dois amidos
OSA (OS1 e 0S2) variaram de 0,050 a 0,088 g/100cm?
e de 0,041 a 0,081 g/100cm’, respectivamente,
dependendo da técnica aplicada. Nos testes de tensdo foi
observada a capacidade dos amidos OSA em diminuir
significativamente a tensdo superficial da &4gua, isto
é, a capacidade tensoativa da molécula. Segundo os
autores, os amidos OSA estudados podem atuar como
agentes tensoativos em um sistema de emulsdo O/A.
Analogamente, de acordo com os resultados obtidos,
ambos os amidos podem atuar como agentes ativos de
superficie no sistema de nanoparticulas poliméricas
por apresentarem uma redugdo significativa na tensdo
superficial. Segundo os resultados, o amido hidrolisado
AAAMM reduziu a tensdo superficial da dgua de
74 m.N/m para 61,8 m.N/m (por volta de 17%) e o amido
hidrolisado AABMM de 74 m.N/m para 56,5 m.N/m
(aproximadamente 24%), ambos para as solu¢des aquosas
contendo 1,0% m/m dos respectivos amidos.

Caracterizago fisico-quimica das formulagoes de
nanoparticulas poliméricas

Andlise macroscopica

Apds o preparo, as suspensdes de nanocdpsulas
apresentaram aparéncia macroscépica homogénea,
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Figura 1. Tensao superficial versus concentra¢do para os amidos anionicos hidrolisados: (a) Amido Ani6nico de Alta Massa Molar e

(b) Amido Anionico de Baixa Massa Molar.

aspecto leitoso, branco e opalescente. As suspensdes
exibiram reflexo azulado, devido ao movimento
browniano das nanoparticulas em suspensdo. O aspecto
visual das suspensdes de nanocdpsulas foi semelhante
ao descrito na literatura para diferentes sistemas
de nanocdpsulas obtidas pelo método de deposicio
interfacial de polimeros pré-formados!!!20-2224],

Andlises de pH

Todas as formulagdes de poli(e-caprolactona)
apresentaram pH 4cido (pH = 5,0), devido a presenca do
grupo éster, o qual sofrerd hidrélise ao longo do tempo,
reduzindo ainda mais o valor de pH™®!. Suspensdes de
nanocdpsulas de PCL contendo outros ativos também
exibiram caréter dcido!'”**2%, De acordo com Alves et al.
131 as suspensdes produzidas encontram-se coerentes
para este tipo de sistema e na faixa de pH adequada para
formulagdes de uso tépico (3 a 10), ndo interferindo nas
caracteristicas de permeacdo de moléculas lipofilicas,
como € o caso da BZ-3.

Avaliagdo dos pardmetros didmetro de particulas,
polidisperséo e percentual de encapsulagéo

Todas as formulacdes apresentaram particulas com
diametros entre 100 e 300 nm. Os didmetros médios
obtidos estdio de acordo com os dados relatados na
literatura para nanocdpsulas formadas pelo método de
deposicdo interfacial de polimeros pré-formados!'!2024, A
Figura 2 mostra o efeito dos amidos modificados anidnicos
hidrolisados sobre o didmetro médio de particulas.

Um parametro muito importante que afeta as
propriedades das nanoparticulas € a caracteristica
(natureza e concentragdo) do agente tensoativo
empregado na formulacdo. O aumento da concentragio
deste componente pode tanto aumentar, quanto diminuir
o didmetro das nanoparticulas, dependendo de sua
naturezal'®l,

A Tabela 2 apresenta os efeitos de cada fator (amidos
anidnicos hidrolisados e polisorbato 80) em rela¢do ao
diametro médio de particulas, polidispersdo e percentual
de encapsulacdo.

A anélise da Tabela 2 mostra que a menor contribui¢do
para o aumento do didmetro médio de particulas foi
devido aos componentes AABMM (103 = 75 nm) e
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Figura 2. Efeito dos amidos anidnicos sobre o didmetro médio
de particulas.

POLISORBATO 80 (113 + 75 nm), pois estes possuem
os menores coeficientes.

Neste trabalho foi possivel correlacionar a capacidade
tensoativa dos amidos anidnicos hidrolisados, ou seja,
a reducdo da tensdo superficial da dgua com a variagdo
nos didmetros médios das nanocdpsulas de BZ-3. Isto
¢, os amidos anidnicos os quais reduziram a tensdo
superficial contribuiram, de maneira nio significativa,
para o aumento do didmetro de particulas. Assim
como AAAMM que, apesar de reduzir pouco a tensio
superficial, ndo contribuiu de maneira significativa para
o aumento de DP.

De acordo com os resultados apresentados, os
diametros das nanocdpsulas de PCL/BZ-3 contendo
amidos anidnicos hidrolisados foram adequados para
aplicacdio de produtos tdpicos, visto que os didmetros
recomendados para este objetivo sdo inferiores a
600 nm!'!.

Ja em relacdo a polidispersdo, a Tabela 2 mostra que
os dois tipos de amidos anionicos hidrolisados, AAAMM
e AABMM, contribuem da mesma forma para o aumento
da polidispersdo.

O indice de polidispersdo, calculado pelo
equipamento, reflete o perfil de homogeneidade no
tamanho das nanoparticulas. Segundo a literatura,
um indice de polidispersdo até 0,3 € considerado
adequado para aplicagdo cutinea®. Entretanto, indices
de polidispersdo altos refletem a ampla variacio no
tamanho das nanoparticulas, isto €, uma falta de controle
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Tabela 2. Efeitos dos amidos aniénicos sobre didmetro médio de particulas, polidispersao e percentual de encapsulagio.

Fator Efeito sobre o diAmetro de particula  Efeito sobre a polidispersdo  Efeito sobre o percentual de encapsulagio
Valor (nm) Erro (= nm) Valor Erro (x) Valor (%) Erro (x%)
POLISORBATO 113 75 0,972 0,097 101 3
AABMM 103 75 0,831 0,097 100 3
AAAMM 281 75 0,856 0,097 101 3
POLISORBATO 80 com relacdo a estabilidade coloidal. Estes resultados
1 apenas confirmam que os amidos anionicos hidrolisados
Polidispersao o o .
-  oss utilizados neste trabalho podem substituir o tensoativo
085 - 090 sintético polisorbato 80, para a aplicagdo estudada,
W oo - 095 visando o desenvolvimento de novas formulacdes para
L > 0% protetores solares.
Agradecimentos
A CAPES pelo financiamento do projeto.
1 0 ! Referéncias Bibliograficas
AABMM AAAMM

Figura 3. Efeito dos amidos anidnicos sobre a polidispersao.

nos didmetros das particulas formadas, a qual pode ser
afetada por diversos fatores: natureza e concentragdo
do polimero e do farmaco, concentragdo de surfatantes,
proporgdo entre solvente organico e dgua, concentracio e
natureza do 6leo, além da velocidade de difusdo da fase
orgdnica na aquosa. A Figura 3 mostra os efeitos dos
amidos hidrolisados sobre a polidispersdo.

O método também foi validado, afirmando que a
variagdo da fracdo molar do tensoativo da fase aquosa niao
interfere na polidispersdo, apresentando um coeficiente
de correlagdo de 0,00%. De acordo com o modelo,
independente da fracdo molar de tensoativo da fase
aquosa, a polidispersdo apresentard sempre 0s mesmos
valores.

Diversosfatoressdocapazesdeinfluenciaraquantidade
de ativo associada aos sistemas nanoestruturados, dentre
0s quais se destacam as caracteristicas fisico-quimicas
do ativo, o pH do meio, as caracteristicas de superficie
das particulas ou a natureza do polimero, a quantidade
de ativo adicionada a formulacdo, a natureza do dleo
utilizado (no caso das NCs) e o tipo de tensoativo
adsorvido a superficie polimérica'®l.

Assim como nos resultados de polidispersdo,
todos os componentes contribuiram para o aumento do
percentual de encapsulacdo, ou seja, os amidos AABMM
(100 = 3%) e AAAMM (101 + 3%) e o tensoativo
sintético POLISORBATO 80 (101 + 3%). Como o erro
experimental dos coeficientes foi de + 3% nao hd diferenga
significativa entre eles, isto €, todas as formulagdes
apresentaram um percentual de encapsulacdo maior que
95%. O modelo indicou que a variagdo da fracdo molar
do tensoativo da fase aquosa representa 97,8% do efeito
sobre o percentual de encapsulagio observado.

Conclusao

A introducdo dos amidos anidnicos hidrolisados
nas formula¢des ndo acarretou mudanga significativa
nas propriedades das nanocdpsulas, principalmente
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