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Preparation of chitosan-tripolyphosphate nanoparticles stabilized by
Pickering emulsion

Rafaela Raiane dos Santos, Lilian Dusman Tonin, Rubia Michele Suzuki, Caroline Casagrande
Sipoli

RESUMO

Nas ultimas décadas, a preparac@o de emulsdes Pickering tem despertado consideravel interesse devido a
sua ampla aplicabilidade nas inddstrias cosmética, alimenticia e farmacéutica. O objetivo deste estudo foi
otimizar a preparacdo de emulsbes Pickering estabilizadas com nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato
(QUI-TPP) como um sistema de liberacdo de curcumina. As nanoparticulas de QUI-TPP (NPs) foram
preparadas por meio da técnica de gelificacéo ibnica entre a quitosana e o tripolifosfato (TPP), apresentando
uma 6tima resposta de 150 nm. Avaliamos também o impacto das condic6es de preparacdo e do tempo de
armazenamento na estabilidade da emulsdo Pickering. Posteriormente, conseguimos com sucesso
encapsular a curcumina na emulsédo Pickering, demonstrando a viabilidade dessas técnicas. No geral, os
resultados destacam a promissora eficicia dessas metodologias, representando avancos significativos na
busca por melhorias nessa area.
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ABSTRACT

In recent decades, the preparation of Pickering emulsions has garnered considerable interest due to its wide
applicability in the cosmetic, food, and pharmaceutical industries. The aim of this study was to optimize the
preparation of Pickering emulsions stabilized with chitosan-tripolyphosphate nanoparticles (CS-TPP) as a
curcumin delivery system. The CS-TPP nanoparticles (NPs) were prepared using the ionotropic gelation
technique involving chitosan and tripolyphosphate (TPP), resulting in an optimal size of 150 nm. We also
assessed the impact of preparation conditions and storage time on the stability of the Pickering emulsion.
Subsequently, we successfully encapsulated curcumin within the Pickering emulsion, demonstrating the
feasibility of these technigues. Overall, the results highlight the promising effectiveness of these
methodologies, representing significant advancements in the quest for improvements in this field.
KEYWORDS:Pickering emulsions; nanoparticles; chitosan.

INTRODUCAO

As emulsdes Pickering sdo um tipo de emulsdo que se diferencia das emulsdes
convencionais estabilizadas por surfactantes tradicionais, pois sdo estabilizadas por
particulas solidas (Schmitt; Destribats; Backov, 2014). Essas emulsdes estdo ganhando
crescente interesse devido a sua ampla aplicagcdo em setores como alimentos, produtos
farmacéuticos e cosméticos. Elas oferecem diversas vantagens sobre as emulsdes
tradicionais, como a reducdo dos problemas relacionados a toxicidade, a facilitacdo do
processo de eliminacdo e a minimizacdo das mudancas na tenséo superficial, entre outras.
(Frelichowska; Bolzinger; Pelletier; Valor e Chevalier, 2009).

Com o intuito de mitigar a instabilidade em sistemas emulsionados, foram entéo
desenvolvidas as emulsdes Pickering. A estabilidade dessas emulsfes € alcancada através
da ocorréncia de fendbmenos de adsor¢ao irreversivel de particulas coloidais na interface
entre dois fluidos ndo misciveis. (Binks & Lumsdon, 2001). Para desenvolver as emulsdes
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Pickering, uma variedade de particulas coloidais tem sido utilizadas com sucesso, incluindo
colbides inorganicos e poliméricos, como a silica. (Binks & Lumsdon, 2000). A quitosana
(QUI) € um dos biopolimeros naturais mais abundantes, derivado do exoesqueleto de
crustaceos, como camardes (Sogias, Williams e Khutoryanskiy, 2008). Possui diferentes
propriedades, incluindo biodegradabilidade, biocompatibilidade, mucoadesividade e baixa
toxicidade (Agnihotri; Mallikarjuna & Aminabhavi, 2004).

E umas das técnicas para a producdo de nanoparticulas de QUI é a gelificacédo
ibnica. Essa técnica forma nanoparticulas QUI-TPP através de interacdes eletrostaticas, o
tamanho das nanoparticulas pode ser controlado variando a proporcéo entre QUI e TPP,
massa molar da quitosana e as condi¢des de reacao sao suaves em termos de temperatura
e pH (Zhang; Oh; Allen e Kumacheva, 2004).

Através entdo, dessa nova vertente das emulsdes, o presente trabalho teve como
objetivo a preparacao de nanoparticulas de quitosana-tripolifosfato, preparadas através da
técnica de gelificardo ibnica, para encapsulamento de curcumina, através da emulsédo de
Pickering estabilizada, pois a curcumina apresenta consideraveis beneficios fisioldgicos,
como efeito antioxidante, anticancer, anti-inflamatorio e antienvelhecimento (Pan; Wu et al.,
2019), que juntamente com a técnica apresenta, evidencia perspectivas promissoras para
0s setores alimenticio, farmacéutico e cosmeético.

METODOLOGIA

PREPARO DOS RIZOMAS

Para o preparo da amostra, os rizomas (parte da planta utilizada do acafrao-daterra),
foram obtidos no comércio local, na cidade de Apucarana - PR. Deste modo, foram
adequadamente lavados, cortados em fatias finas, como demonstrado na Figura 1 abaixo
e secos em estufa com circulacdo e renovacao de ar (Solab SL-102) na temperatura de 40
°C, durante 24 h. ApOs a secagem, os rizomas foram triturados em um mini processador
(Black & Decker) para obtencéo do pé de rizoma, o qual foi embalado e mantido sob
refrigeracdo (2 — 8 °C) e isolado da interferéncia de luz para futuras analises.

PREPARO DAS NANOPARTICULAS QUI-TPP

As nanoparticulas QUI-TPP foram preparadas através da adaptagdo do método de
gelificacdo ibnica, conforme descrito por Konecsni, Low e Nickerson (2012), com pequenas
modificacdes. Em resumo, diferentes solu¢des de QUI (0,2% e 0,5% em peso) contendo
0,4 g e 1 g, respectivamente, foram preparadas dissolvendo a QUI em uma solucdo de
acido acético de 0,6 mL e 1,5 mL, que foram entdo diluidas com agua desionizada para
atingir um volume total de 200 mL. Essa mistura foi agitada por 8 horas a temperatura
ambiente (cerca de 25°C). Uma solucdo de TPP na concentracdo de 1,0 mg/ mL foi
preparada dissolvendo o p6 de TPP em agua ultrapura. As particulas foram entéo
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preparadas em diferentes razdes QUI:TPP de 5:1, 5:2, adicionando solucdo de TPP gota a
gota, lentamente por um periodo de 30 minutos, a solucdo de QUI sob agitacdo mecanica
em 1000 rpm constante. A formacdo de uma suspensao opalescente indica a formacao das
particulas.

PREPARACAO DE EMULSAO PICKERING

Foram preparadas emulsdes com teores fixos de acido N- Caprilico, sendo 5% e
10%, e suspensfes aquosas de diferentes concentracdes de NPs QUI-TPP (100%, 95%,
90%, 85% e 80% em volume). A mistura foi submetida a homogeneizagdo usando um
agitador mecanico a uma velocidade de 10.000 rpm por 10 minutos, e posteriormente,
passou por uma homogeneizacdo adicional com um equipamento banho ultrassénico
(SSBu) por 5 minutos. A emulsdo resultante foi entdo transferida para frascos ambar e
armazenada em temperatura ambiente, aproximadamente 25°C, para futuros estudos no
equipamento DLS (Dynamic Light Scattering) Litesizer 500 (Anton Paar).

ENCAPSULAMENTO DE CURCUMINA NA EMULSAO PICKERING

A curcumina foi adicionada a fase oleosa em uma concentracao determinada com
base nos melhores resultados obtidos na etapa anterior. Essa mistura foi aquecida em
banho-maria e agitada por 2 horas usando uma agitacdo magnética para assegurar a
completa dissolucdo da curcumina no acido N- Caprilico. Em seguida, a mistura foi
submetida a uma centrifugagdo a 14.000 g por 10 minutos para sedimentar qualquer
curcumina nao dissolvida. As emulsdes Pickering com curcumina foi obtida posteriormente,
combinando a fase oleosa contendo curcumina com a fase aquosa (NPs QUI-TPP),
seguindo o método descrito no paragrafo anterior, novos estudos foram realizados no do
equipamento DLS (Dynamic Light Scattering) Litesizer 500 (Anton Paar).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Entre os resultados observados, destacam-se trés caracteristicas fisico-quimicas
qgue fornecem informacgdes importantes sobre a estabilidade de uma emulsdo: o diametro
hidrodindmico, o indice de polidispersdao (PDI) e o potencial zeta ({). O diametro
hidrodindmico representa o tamanho das particulas, o PDI indica a distribuicdo de tamanho
das nanoparticulas e, geralmente, suspensdes coloidais com valores de PDI em torno de
20% sao consideradas indicativas de boa estabilidade (Lemarchand et al., 2003).

O indice de polidispersidade ocorre devido a variagdo no tamanho das particulas em
uma amostra, seja por aglomeracéo ou agregagao durante o isolamento ou analise. O PDI
é frequentemente determinado usando instrumentos que utilizam a técnica de
espalhamento dinamico de luz (DLS), que foi empregada neste estudo. O valor do PDI é
expresso em uma escala de 0 a 1 ou em porcentagem de 0 a 100%. Por outro lado, o
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potencial zeta € um parametro que reflete a carga superficial das particulas e valores (em
modulo (Mohanraj e Chen, 2006).

E nesta analise, foi possivel obter os seguintes resultados, com as devidas
concentracbes de QUI-TPP e variacdes de 0,4g e 1g. A Tabela 1 abaixo apresenta os
resultados obtidos no DLS, para didmetro, indice de polidisperséo e potencial zeta.

Tabela 1- QUI-TPP.

. indice de .
Variacao D'amft[;g () Polidisperséo (%) Po(tr?]rlglilDZ;ta
- +DP =
QUITPP-5:1(1g)  1920,93 + 697,53 28,66 + 7,32 36,03 + 1,38
QUI:TPP -5:2 (1 g) 607,13 + 121,04 28,36 + 4,94 23,9 + 0,59
QULTPP - 5:1 (0,4 9) 554 + 24,67 26,56 + 2,33 24 + 0,64
QULTPP - 5:2 (0,4 9) 153,73 + 0,60 23,63 + 0,33 20,96 + 0,19

Fonte: Elaborado pelos autores (2023).

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1, observou-se que a melhor
performance foi alcancada com a relacdo QUI:TPP de 5:2, evidenciada pelo diametro
hidrodinAmico mais satisfatorio em comparagdo com outras propor¢cées. Todos os valores
do indice de polidispersdo das nanoparticulas permaneceram entre 20% e 30%, 0 que
indica uma distribuicao estreita e homogénea de tamanhos (Sipoli et al., 2015). Além disso,
os valores de potencial zeta, que representam as cargas de superficie das particulas,
mantiveram-se em torno de 30 mV, indicando estabilidade na suspenso. E relevante notar
gue até mesmo os desvios padrao da relacdo QUIL:TPP de 5:2 sdo consistentes.

Neste estudo, a pesquisa concentrou-se na preparacao e na estabilidade da emulséo
de Pickering estabilizada com NPs QUI-TPP em diversas condi¢cdes, com o objetivo de
identificar as melhores condi¢cdes de preparacéo. Inicialmente, a emulséo foi criada com
uma baixa concentracdo de QUI em peso e varias propor¢cdes de emulsificante. Em
seguida, aumentou-se a concentracdo de em peso, e a concentracdo de emulsificante foi
ajustada diluindo a suspensao aquosa de NPs QUI-TPP com &gua ultrapura para obter
diferentes quantidades de emulsificante para a formagcao da emulsao (Ai Mey; Takashi; Isao
e Mitsutoshi, 2009).

A microestrutura das goticulas na emulséo foi analisada e ilustrada na Figura 1 para
fins de compreensdo do sistema. As goticulas apresentaram uma forma esférica, e
visualmente foi observado que o tamanho das particulas aumentou a medida que a
guantidade de emulsificante aumentou. Vale ressaltar que, devido a falta de uma barra de
escala no Microscopio Biolégico BEL (Photonics Technical), ndo foi possivel realizar uma
medicao precisa do diametro das gotas.

seisicite.com.br 4

PR

UNVERSIDADE TECHOLOGIGA FEDERAL 00 PARAN



SEI-SICITE

2023

5% MCT ‘ — 10% MCT
Fonte: (Ai Mey, Takashi, Isao e Mitsutoshi, 2009).

Em etapas subsequentes, ap0s a encapsulacdo da curcumina nas emulsées
Pickering e a variacdo da quantidade de curcumina nas NPs, o resultado mais promissor
foi obtido com a formulacdo que continha 90% de &cido N-Caprilico e 10% de curcumina
incorporada, apresentando um didmetro de 747 nm, e indice de polidispersdo de 19%.
Diversas combinagdes de curcumina com o &cido N-Caprilico foram testadas,
apresentando didmetros de até 3865 nm, mas propor¢cdo de 90% de acido N-Caprilico e
10% de curcumina demonstrou ser a mais eficaz com base nos parametros descritos na
literatura (Li et al., 2013).

CONCLUSAO

Realizamos uma otimizagédo na preparacao da emulsdo Pickering estabilizada com
NPs QUI-TPP. Inicialmente, as particulas foram preparadas com diferentes razdes de QUI-
TPP. Para aprimorar a formulagdo da emulsdo, experimentamos diferentes condi¢des de
preparacdo. Durante o armazenamento, observou-se uma variacdo significativa no
diametro das gotas.

Além disso, conseguimos encapsular com sucesso a curcumina no sistema de
emulsdo Pickering estabilizada com NPs QUI-TPP. Em conjunto, esses resultados indicam
gue a emulsao Pickering estabilizada por NPs QUI-TPP. No entanto, € importante destacar
gue sdo necessarios estudos adicionais, especialmente no que diz respeito a estabilidade
da emulséo ao longo do tempo, para avaliar ainda mais sua viabilidade e eficacia como
sistema de entrega.
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