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RREESSUUMMOO  
 

Partículas compartimentadas têm recebido considerável esforços para a 
sua elaboração, síntese e aplicação como sistemas carreadores de fárma-
cos. Uma estrutura multicompartimentada apresenta diversas vantagens 
sobre particular de um único compartimento, como por exemplo, encap-
sulação de uma grande variedade de compostos, tanto hidrofílicos quan-
to hidrofóbicos, em uma única partícula. Neste trabalho, um sistema 
contendo múltiplos compartimentos para encapsulação e liberação mo-
dificada de compostos hidrofílicos e hidrofóbicos foi proposto. Micro-
partículas múlticompartimentadas foram obtidas a partir da encapsula-
ção de nanocápsulas em micropartículas, permitindo a encapsulação 
simultânea de fármacos não-compatíveis em uma única estrutura. Nano-
cápsulas (NCs) de amido reticulado com núcleo aquoso e tamanho em 
torno de 200 nm foram preparadas a partir da polimerização interfacial 
com 2,4- tolueno diisocianato (TDI) usando a técnica de miniemulsão 
inversa. A estrutura casca-núcleo foi confirmada por microscopia ele-
trônica de varredura (SEM). Os resultados revelaram que as NCs apre-
sentaram alta eficiência de encapsulação de componentes hidrofílicos. 
As NCs foram encapsuladas em micropartículas (MPs) de poli(ácido 
láctico) PLLA. MPs monodispersas de PLLA com tamanho em torno de 
5 µm foram preparadas a partir da técnica de membrana porosa SPG 
seguida de evaporação de solvente. A investigação de eficiência de en-
capsulação (EE) das NCs em micropartículas (em torno de 85 %) foi 
possível com o uso de um marcador hidrofílico, sulforodamina 101, pre-
encapsulado nas NCs de amido reticulado. Espectroscopia de fluores-
cência, SEM e microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) foram 
essenciais na caracterização das micropartículas multicompartimentadas. 
Modificações na superfície das NCs foram realizadas, resultando em um 
aumento da EE, em torno de 90 %. Isoniazida e rifampicina foram os 
fármacos modelos coencapsulados. A biodegradabilidade do sistema 
multicompartimentado foi avaliada na presença de α-amilase e protei-
nase K. A escolha dos dois polímeros (amido e PLLA) para o desenvol-
vimento da partícula multicompartimentada proporcionou uma degrada-
ção enzimática seletiva. O sistema desenvolvido se apresentou versátil e 
potencial na coencapsulação e liberação combinada de compostos hidro-
fílicos e hidrofóbicos e/ou nanocápsulas desencadeada por degradação 
enzimática.  

 
Palavras chaves: polimerização em miniemulsão inversa, membrana 
porosa SPG, tuberculose. 



 

 



 

AABBSSTTRRAACCTT  
 

Compartiment particle have received considerable efforts for its elabora-
tion, systhesis and application as drug carriers systems. A multicompar-
timent structure offer several advantages compared to single compart-
ment particles, such as, encapsulation of a wide range of compounds, 
including hydrophilic and hydrophobic in the same particle. In the pre-
sent work, a modified drug delivery system for administration of hydro-
philic and hydrophobic drugs in the same device was proposed. Multi-
compartimentalized microparticles were achieved encapsulating 
nanocapsules into microparticles, allowing the simultaneous encapsula-
tion of non-compatible compounds in the same structure. 200 nm aque-
ous-core nanocapsules (NCs) composed of cross-linked starch, were 
prepared by inverse miniemulsion polymerization using 2,4-toluene dii-
socianate (TDI). The core-shell structure was confirmed by scanning 
electron microscopy (SEM). The results revealed that the obtained NCs 
acchieved high encapsulation efficiency of hydrophilic compound. The 
NCs were entrapped into poly(lactic acid) PLLA microparticles (MPs). 
Monodisperse PLLA MPs were prepared using SPG membrane ap-
proach followed by solvent evaporation technique. The evaluation of 
encapsulation efficiency (EE) of NCs into the MPs (around 85 %) was 
possible using a fluorescence dye, sulforhodamine 101, which was pre-
viously encapsulated into the NCs. Fluorescence spectroscopy, SEM 
and confocal laser scanning microscopy (CLSM) were essencial for the 
characterization of multiple compartiments particles. Surface modifica-
tion of NCs were performed and increased the EE of NCs into PLLA 
MPs to around 90 %. Isoniazid and rifampicin were the model drugs 
coencapsulated. The biodegradability of the multiple compartment sys-
tem was investigated in the presence of α-amylase and proteinase K. 
The choice of the polymers (starch and PLLA) for the development of 
the multicompartiment particle provided a selective enzymatic degrada-
tion. The developed system showed potencial for coencapsualtion and 
combined delivery of hydrophilic and hydrophobic drugs and/or 
nanocapsules triggered by enzymatic degradation.  

 
Keywords: inverse miniemulsion polymerization, SPG membrane, tu-
berculosis 
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IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  
 
Sistemas de liberação controlada representam uma alternativa 

promissora na administração de fármacos, devido as diversas vantagens 
já estabelecidas na literatura sobre a administração convencional. Pri-
meiramente, a aplicação de sistemas de liberação de fármacos foi pro-
posta com a finalidade de não apenas liberar o composto ativo de manei-
ra controlada, e.g. velocidade de liberação e período de tempo, mas 
também de manter a concentração do fármaco dentro da faixa terapêuti-
ca indicada (COELHO et al., 2010). Contudo, foi observado que estes 
sistemas também são capazes de promover a vetorização de fármacos a 
tecidos e células alvos (PANDEY et al., 2003; PANDEY & KHULLER, 
2006), além de proporcionarem uma proteção ao fármaco, diminuírem a 
dose administrada, o número de ingestões para manutenção da concen-
tração terapêutica e, consequentemente, os efeitos adversos associados, 
uma vez que permitem modificar as propriedades cinéticas e dinâmicas 
do fármaco (CHELLAT et al., 2005). Quando uma formulação de fár-
maco é elaborada de forma que a sua cinética e alvo de liberação sejam 
alterados, esta é denominada de sistema de liberação modificada. Con-
tudo, outros termos alternativos para este tipo de liberação podem ser 
encontrados na literatura, tais como, controlada, sustentada, pulsátil, 
lenta, estendida, prolongada e etc (PANDEY & AHMAD, 2011). 

Os procedimentos de encapsulação e vetorização de fármacos hi-
drofóbicos foram amplamente estudados e estão bem estabelecidos na 
literatura. Contudo, fármacos hidrossolúveis necessitam de uma estraté-
gia de encapsulação diferenciada dos demais fármacos de natureza hi-
drofóbica. A administração de fármacos hidrofílicos representa um desa-
fio inclusive em sua forma convencional, atribuído a sua fragilidade, 
fácil degradação e oxidação in vivo, a baixa absorção celular de macro-
moléculas e a rápida excreção renal (VRIGNAUD; BENOIT; 
SAULNIER, 2011). Consideráveis esforços têm sido feitos com a fina-
lidade de identificar estratégias para evitar a degradação e a oxidação 
destes compostos até que estes agentes ativos possam atingir o alvo de 
ação, e.g. o tecido doente. Altas eficiências de encapsulação de compos-
tos hidrofílicos foram relatadas utilizando a técnica de miniemulsão in-
versa para a preparação de nanopartículas poliméricas de núcleo aquoso 
(CRESPY et al., 2007; BAIER et al., 2010). Encapsulação destes com-
postos representa uma alternativa de proteção e de entrega eficiente de 
fármacos hidrofílicos ao tecido específico (VRIGNAUD; BENOIT; 
SAULNIER, 2011; BHARALI et al., 2003). Além de outras vantagens 
já citadas, tais como, redução de efeitos colaterais decorrentes de admin-
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istração direta, maior conforto do paciente com a diminuição de doses e 
melhora da farmacocinética, processo que abrange absorção, dis-
tribuição, biotransformação e excreção dos fármacos após a sua admin-
istração.  

A importância de nanopartículas poliméricas aplicadas como sis-
temas de liberação controlada de fármacos já está reconhecido na litera-
tura e, exemplos bem sucedidos de nanopartículas contendo um núcleo 
aquoso ou oleoso são facilmente encontrados (LIECHTY et al., 2010). 
Uma questão importante a ser respondida é quais os benefícios que os 
esforços adicionais na obtenção de estruturas multicompartimentadas 
proporcionam com relação a terapias realizadas com os sistemas de libe-
ração controlada já existentes, de um único compartimento.  

Partículas multicompartimentadas, inspiradas pela natureza, têm 
recebido considerável esforços para a sua elaboração e síntese. Células 
biológicas apresentam uma estrutura multicompartimentada particular, a 
qual possibilita a separação espacial de uma variedade de compostos, 
regula precisamente uma série de reações enzimáticas, síntese de proteí-
nas e permite o transporte de numerosos compostos (CHANDRAWATI 
et al., 2011; COSTA et al., 2013). A Figura 1.1 apresenta uma compara-
ção entre partículas compartimentadas e uma célula biológica. Contudo, 
a característica mais atrativa de sistemas compartimentados não neces-
sariamente envolve a sua habilidade em mimetizar as reações intracelu-
lares, tais como reações enzimáticas entre as partições (COSTA et al., 
2013). O desenvolvimento de tal estrutura com morfologia inspirada na 
natureza deve idealizar que, os diversos compartimentos exibam funções 
distintas, as quais não se combinariam naturalmente (COSTA et al., 
2013). Por exemplo, a possibilidade de encapsulação de uma grande 
variedade de compostos, tanto hidrofílicos quanto hidrofóbicos, em uma 
única partícula (CHANDRAWATI et al., 2011), devido a sua facilidade 
em combinar propriedades físico-quimicas (COSTA et al., 2013).  

Usualmente, partículas multicompartimentadas de tamanho acima 
de 4 µm são preparadas a partir da técnica camada-por-camada (layer-
by-layer, LbL), a qual se baseia na deposição sequencial de material 
sobre uma partícula precursora, seguida de sacrifício do núcleo 
(CHANDRAWATI et al., 2011; CHANDRAWATI et al., 2009; 

STÄDLER et al., 2009). Devido a habilidade de se organizar espontane-
amente, lipossomos e copolímeros de bloco com caráter anfifílico (po-
limerossomos) representam as matrizes comumente investigadas no 
desenvolvimento de sistemas multicompartimentados. Arquiteturas mul-
ticompartimentadas como vesossomos, obtido a partir da encapsulação 
de lipossomos por lipossomos (AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2007), 
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polimerossomos (polimerossomos-em-polimerossomos) (CHRISTIAN 
et al., 2009) e capsossomos (lipossomos-em-cápsulas poliméricas de 3 
µm) (CHANDRAWATI et al., 2009) são os exemplos bem sucedidos 
encontrados na literatura aplicados como carreadores de fármacos. Pou-
cos trabalhos objetivaram o desenvolvimento de sistemas subcomparti-
mentados com nanopartículas poliméricas.  

 
Figura 1.1 Ilustração esquemática e comparativa entre uma célula biológica 
(direita) e uma partícula multicompartimentada (esquerda). (i) Cápsulas de 

hidrogel polimérica formada pela técnica camada-por-camada. (ii) Subunida-
des mimetizando organelas celulares. (iii) Lipossomas incorporados na casca 

interior. 

 
Fonte: adaptado de Städler et al. (2009). 

 
A presença de compostos hidrofílicos e hidrofóbicos e, a separa-

ção espacial de diversos compostos dentro de um mesmo sistema com-
partimentado ampliam as oportunidades de aplicações, incluindo a pos-
sibilidade de encapsulação de um coquetel de fármacos, que usualmente 
consistem em compostos não compatíveis entre si (PALEOS et al., 
2013). Dentre as doenças que necessitam de tratamento com um coque-
tel de fármacos se encontra a tuberculose, sendo a sua principal forma 
pulmonar. A quimioterapia eficiente para o tratamento da tuberculose 
engloba a administração diária de um coquetel de fármacos ao longo de 
6 ou mais meses (KIM et al., 2006), composto por rifampicina, isoniazi-
da, pirazinamida e etambupol, sendo todos de caráter hidrofóbico, com 
exceção da isoniazida, que apresenta caráter hidrofílico. Diversos estu-
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dos relataram a dificuldade em atingir a concentração sanguínea do fár-
maco recomendada para o tratamento da tuberculose, sendo a mínima 
igual a 8 µg/ml após 2 horas de administração para a rifampicina 
(DONALD; MARITZ & DIACON, 2011) e 3 µg/ml, para isoniazida 
(BABALIK et al., 2013). 

A quimioterapia pode ser prejudicada devido à degradação dos 
fármacos antes de atingirem o alvo, baixo nível de permeabilidade celu-
lar às drogas ou, resistência primária ao fármaco (DEOL; KHULLER & 
JOSHI, 1997). De acordo com Angadi, Manjeshwar e Aminabhavi 
(2010), a isoniazida é caracterizada por ter uma meia-vida curta de dura-
ção entre 1 e 4 horas, enquanto que a rifampicina, entre 2 e 5 horas, de-
pendendo do metabolismo (DONALD; MARITZ & DIACON, 2011). 
Concentração inadequada dos fármacos no local da infecção, falta de 
penetração dentro dos macrófagos pelos fármacos e curto tempo de meia 
vida dos fármacos também devem ser considerados como razões para a 
falência da quimioterapia.  

Devido aos fatores descritos acima, muitos esforços foram reali-
zados na encapsulação de isoniazida e rifampicina. Dutt e Khuller 
(2001) encapsularam rifampicina e isoniazida em uma mesma partícula 
e compararam a eficiência de encapsulação de ambos os fármacos em 
lipossomas e em micropartículas. Os autores obtiveram eficiências de 
encapsulação em lipossomas (0,1 – 0,2 µm) em torno de 47% e 9% para 
a rifampicina e isoniazida, respectivamente. Enquanto que em micropar-
tículas de PLGA (na faixa de tamanho entre 51 e 75 µm), entre 3,5-4% e 
7% de eficienciância de encapsulação de rifampicina e isoniazida, res-
pectivamente.  

Administração a partir de inalação oral se tornou uma alternativa 
importante no tratamento de doenças pulmonares (ZENG; MARTIN & 
MARRIOTT, 1995). Contudo, sistemas particulados para liberação con-
trolada de fármacos administrados a partir de inalação oral devem apre-
sentar tamanhos de partícula específico. Segundo Kleinstreuer, Zhang e 
Donohue (2008), a baixa eficiência de liberação das formulações de ae-
rossóis se deve a presença de partículas com tamanho aerodinâmico 
acima de 5 µm, as quais são retidas na boca e esôfago, direcionadas ao 
sistema digestivo em vez dos pulmões. E devido a presença de partícu-
las muito pequenas (menores de 0,4 µm, tipicamente conhecidas como 
nanopartículas), as quais apresentam baixa deposição por serem facil-
mente expiradas ao longo da respiração. 

Com objetivo de satisfazer os requisitos com relação ao tamanho 
médio das partículas para aplicação como sistema de liberação controla-
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da administrado via inalação oral, Bharatwaj et al. (2010) incorporou 
nanocápsulas de poli(D,L-lactídeo-co-glicolídeo) de tamanho de aproxi-
madamente 240 nm em micropartículas de caráter polidisperso e tama-
nho entre 0,5 e 4 µm de um co-polímero quitosana-co-poli(ácido láctico) 
utilizando uma metodologia modificada de emulsificação seguido de 
difusão do solvente. A micropartícula resultante proposta pelos autores, 
apesar de apresentar uma estrutura subdividida, possibilita apenas a en-
capsulação de fármacos hidrofóbicos. Até o presente momento não há 
relatos na literatura da preparação de micropartículas multicomparti-
mentadas a partir da encapsulação de nanopartículas de núcleo aquoso 
em micropartículas.  

Explorando a técnica de polimerização interfacial via miniemul-
são inversa, nanocápsulas contendo núcleo aquoso são obtidas, otimi-
zando a encapsulação de compostos hidrofílicos. A partir de encapsula-
ção destas nanocápsulas em uma micropartícula composta por uma ma-
triz hidrofóbica, almeja-se a encapsulação simultânea de fármacos hi-
drofílicos e hidrofóbicos, satisfazendo os requisitos para aplicação de 
sistemas de liberação de fármacos para administração via inalação pul-
monar.  

 
11..11  OOBBJJEETTIIVVOOSS  GGEERRAAIISS  

 
A partir do exposto acima, este trabalho tem como objetivo prin-

cipal preparar micropartículas multicompartimentadas a partir da com-
binação de diversas técnicas de preparação de partículas e materiais bio-
degradáveis, visando a aplicação destas como sistema de liberação de 
um coquetel de fármacos. 

Para tanto, são objetivos específicos deste: 
 
1. Preparar nanocápsulas de núcleo aquoso a partir da técnica de 

polimerização em miniemulsão inversa; 
2. Avaliar a eficiênciade encapsulação e liberação controlada de 

compostos hidrofílicos em nanocápsulas de núcleo aquoso; 
3. Obtenção de micropartículas biodegradáveis e monodispersas; 
4. Desenvolvimento de micropartículas multicompartimentadas; 
5. Coencapsulação de fármacos hidrofílico e hidrofóbico em um 

único sistema multicompartimentado; 
6. Avaliação da cinética de liberação de fármacos encapsulados 

em sistema multicompartimentado. 
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Para facilitar a compreensão, este trabalho foi dividido em capítu-
los. Um panorama geral retratando a situação atual da doença e do tra-
tamento da tuberculose está descrito no Capítulo II. Além de uma revi-
são da literatura com relação a administração e encapsulação de fárma-
cos, partículas multicompartimentadas e as técnicas utilizadas neste tra-
balho para a obtenção de um sistema de liberação de coquetel de fárma-
cos. A preparação de nanopartículas via polimerização em miniemulsão 
inversa está descrita no Capítulo III e, a encapsulação de compostos hi-
drofílicos e a sua liberação desencadeada por degradação enzimática, em 
Capítulo IV. Um estudo na obtenção de micropartículas monodispersas 
está apresentado no Capítulo V. A obtenção de micropartículas multi-
compartimentadas está detalhada no Capítulo VI e, a coencapsulação de 
fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos em uma mesma partícula biodegra-
dável e sua cinética de liberação está demonstrada em Capítulo VII. Por 
fim, são apresentadas as considerações finais e perspectivas futuras.  
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RREEVVIISSÃÃOO  BBIIBBLLIIOOGGRRÁÁFFIICCAA  
 

22..11  TTUUBBEERRCCUULLOOSSEE  
 
Cinco décadas de programas para controle da tuberculose, apli-

cando-se fármacos efetivos, não obtiveram sucesso na redução dos casos 
da doença (TYAGI; NANGPAL & SATCHIDANANDAM, 2011) e o 
controle da tuberculose ainda representa um problema mundial. De 
acordo com o relatório emitido pela World Health Organization (WHO, 
2011), houve 8,8 milhões de incidentes de tuberculose (TB) em 2010 e, 
dentre estes, 1,1 milhões de mortes de pessoas negativas ao vírus causa-
dor da AIDS e 0,35 milhões de mortes relacionadas a pessoas positivas 
deste vírus. Apesar de o número absoluto de casos de tuberculose dimi-
nuir ao longo dos anos, desde 2006, esta doença continua sendo um pro-
blema mundial, agravado pela resistência do bacilo da doença aos diver-
sos tratamentos (WHO, 2011). 

Tuberculose é uma doença infecciosa causada pelo bacilo Myco-
bacterium tuberculosis (Mtb), sendo um dos bacilos mais perigosos para 
a espécie humana. Entre as várias formas da doença, tuberculose pulmo-
nar é a mais comum (DEOL & KHULLER, 1997). Nesta forma, macró-
fagos pulmonares apresentam numerosos bacilos tuberculosos. O Mtb é 
um patógeno intracelular que sobrevive dentro do compartimento fago-
somal do macrófago (RAMACHANDRA et al., 2005). Usualmente, 
após a fagocitose da maioria das bactérias, fagossomos se fundem prin-
cipalmente a endossomos e eventualmente a lisossomos para formar o 
fagolisossomos em um processo conhecido como maturação do fagos-
somos, acidificando o meio interno. Em contraste, Mtb e outras mico-
bactérias, como Mycobacterium bovis e Mycobacterium avium, modifi-
cam o meio interno fagosomal, diminuindo a acidificação e inibindo o 
processo de maturação do fagossomo. Dessa forma, a sua sobrevivência 
é assistida pelos macrófagos (RAMACHANDRA et al., 2005).  

A necessidade de administrar múltiplos fármacos diariamente é 
um problema comum relacionado com a falta de comprometimento do 
paciente (PANDEY & KHULLER, 2006). O uso de apenas um fármaco 
ou a administração inadequada dos fármacos pode ocasionar a seleção 
de bacilos mutantes resistentes e, consequentemente, a falha do trata-
mento. Segundo Mohamad, Ibrahim e Sadikun (2004), a era moderna da 
tuberculose tem sido caracterizada pelo aumento do número de casos de 
infecções causadas pela espécie Mtb resistente a múltiplos fármacos, 
especialmente em portadores do vírus da imunodeficiência humana 
(HIV). De acordo com o relatório emitido por WHO (2011), o diagnós-
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tico de Mtb multi-resistente é caracterizado pela resistência a dois fár-
macos amplamente utilizados: isoniazida e rifampicina. Para estes casos, 
WHO (2011) recomenda um tratamento de, no mínimo, 20 meses, os 
quais podem ser acompanhados de diversos efeitos colaterais e probabi-
lidade de cura de apenas 60 – 75%. 

Adicionalmente, a quimioterapia pode ser prejudicada devido à 
degradação dos fármacos antes de atingirem o alvo, baixo nível de per-
meabilidade celular às drogas ou, resistência primária ao fármaco 
(DEOL; KHULLER & JOSHI, 1997). De acordo com Angadi, 
Manjeshwar e Aminabhavi (2010), a isoniazida é caracterizada por ter 
uma meia-vida curta de duração entre 1 e 4 horas, enquanto que a rifam-
picina, entre 2 e 5 horas, dependendo do metabolismo (DONALD; 
MARITZ & DIACON, 2011).  

Diversos estudos e dentre estes, Donald, Maritz e Diacon (2011) 
relataram a dificuldade em atingir a concentração sanguínea dos fárma-
cos recomendada para o tratamento da tuberculose. Concentração inade-
quada dos fármacos no local da infecção, falta de penetração dentro dos 
macrófagos pelos fármacos e curto tempo de meia vida dos fármacos 
também devem ser considerados como razões para a falência da quimio-
terapia. Dessa forma, novas estratégias para tratamento da tuberculose 
são necessárias com a finalidade de não apenas simplificar o número de 
dosagens, porém melhorar a eficiência e tolerância do tratamento.  

 
22..22  AAPPLLIICCAAÇÇÃÃOO  PPUULLMMOONNAARR  DDEE  SSIISSTTEEMMAASS  DDEE  LLIIBBEERRAAÇÇÃÃOO  
MMOODDIIFFIICCAADDAA  

 
No caso da micobactéria da tuberculose, os pulmões são, se não 

os únicos, a principal porta de entrada para o desenvolvimento da doen-
ça (MISRA et al., 2011). Administração a partir de inalação oral se tor-
nou uma modalidade de tratamento importante no tratamento de doenças 
pulmonares (ZENG; MARTIN & MARRIOTT, 1995). Esta rota de ad-
ministração apresenta vantagens com relação às demais, tais como au-
mento da concentração de fármaco no local de ação e decréscimo dos 
possíveis efeitos colaterais (MANCA et al., 2008). Além destas vanta-
gens, apesar de o pulmão e o trato respiratório serem capazes de meta-
bolizar a dose de fármaco liberado, o pulmão apresenta uma grande área 
superficial absortiva, a qual permite uma grande quantidade de compo-
nentes na circulação sanguínea a taxas consideráveis (BYRON, 1990). 
Dessa forma, a administração por inalação oral não necesssariamente se 
limita a tratamento de doenças pulmonares, podendo ser explorada como 
porta de entrada para a circulação sanguínea de diversos outros fárma-
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cos. Esta rota de administração combinada a sistemas de liberação modi-
ficada de fármaco, aumentam as vantagens terapêuticas exponencial-
mente.  

No entando, elaborar e preparar um novo tratamento administra-
do por aerossóis é complexo e algumas variáveis devem ser exploradas. 
Segundo Hureaux et al. (2009), os sistemas de inalação devem satisfazer 
os seguintes requisitos: a) as propriedades do fármaco e de seu carreador 
devem se manter inalteradas durante o processo de nebulização; b) o 
aerossol deve ser composto de gotas com tamanho na faixa entre 1 a 5 
µm de diâmetro aerodinâmico e um período inferior a 15 minutos para 
se atingir a dose desejada e, c) a solução inalada deve apresentar pH e 
osmolaridade característicos precisos. 

Enfatiza-se que a baixa eficiência de liberação das formulações 
mais tradicionais de aerossóis se deve a presença de partículas com ta-
manho acima de 5 µm, as quais são retidas na boca e esôfago, direcio-
nadas ao sistema digestivo em vez dos pulmões. Por outro lado, partícu-
las muito pequenas (menores de 0,4 µm, tipicamente conhecidas como 
nanopartículas) também apresentam baixa eficiência de deposição por 
serem facilmente expiradas ao longo da respiração (KLEINSTREUER; 
ZHANG & DONOHUE, 2008).  

Dentre os sistemas de inalação oral se encontram os nebulizado-
res e inaladores de pó seco, tradicionalmente os mais estudados. Porém, 
inaladores pressurizados de dose medida (IPDm) representam um pro-
gresso inegável no tratamento de doenças respiratórias (IBIAPINA; 
CRUZ & CAMARGOS, 2004). Tecnologicamente, eles são de grande 
relevância, uma vez que, entre os inaladores, são os mais baratos, portá-
teis e de fácil utilização (BHARATWAJ et al., 2010). 

Sistemas particulados para liberação controlada de fármacos ad-
ministrados a partir de IPDm devem apresentar, além do tamanho espe-
cífico e outros pré-requisitos citados, uma química de superfície que 
permite tanto uma boa solvatação pelo propelente, quanto evite a agre-
gação das partículas (BHARATWAJ et al., 2010). Usualmente, a super-
fície externa das partículas deve apresentar duas características impor-
tante, a) deve ser insolúvel no propelente, mantendo a integridade do 
sistema particulado e b) se romper ao entrar em contato com água. Se-
gundo Bharatwaj et al. (2010), a solubilidade da casca polimérica em 
água é de grande relevância, uma vez que a micropartícula deve se de-
sintegrar, evitando-se o processo de fagocitose na região dos alvéolos 
pelos macrófagos pulmonares. 

O processo de fagocitose e a eliminação das micropartículas são 
uma preocupação da administração de sistemas de liberação de fármacos 
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via inalação oral. Mecanismos para diminuir o processo de fagocitose 
das micropartículas foram avaliados e o recobrimento da superfície ex-
terna das partículas com poli(etileno glicol) (PEG) é um exemplo bem 
sucedido (EVORA et al., 1998). Foi demonstrado que células fagocíti-
cas apresentam menor habilidade de internalizar partículas estericamen-
te estabilizadas com cadeias de PEG, comparada com aquelas estabili-
zadas com cargas iônicas. 

Todavia, o processo de fagocitose das micropartículas é desejado 
para garantir a eficácia do tratamento para tuberculose. Neste caso, a 
preparação das micropartículas não se limita a materiais hidrossolúveis e 
a modificação da superfície externa não é necessária. 

 
22..33  MMIICCRROOPPAARRTTÍÍCCUULLAASS  BBIIOODDEEGGRRAADDÁÁVVEEIISS  EE  MMOONNOODDIISS--
PPEERRSSAASS  

 
Poli(ácido lático) (PLLA) e poli(D,L–ácido lático-co-ácido glicó-

lico) (PLGA), Figura 2.1, são os polímeros sintéticos mais utilizados 
com amplas aplicações na área biomédica. Seu potencial para aplicação 
como sistema de liberação controlada e encapsulação de compostos ati-
vos se deve principalmente a sua biodegradabilidade e biocompatibili-
dade (VERT et al., 1992; GARLOTTA, 2001). A degradação destes 
polímeros ocorre de forma aleatória principalmente pela quebra de ca-
deia entre as ligações ésteres por hidrólise (TOMODA & MAKINO, 
2007) e não necessariamente na presença de enzimas (GARLOTTA, 
2001).  

 
Figura 2.1 Estrutura química de (a) PLLA e (b) PLGA. 

  
(a) (b) 

 
Para tratamentos específicos de doenças com fármacos de alto va-

lor agregado e/ou muito agressivos para as células saudáveis, uma veto-
rização adequada do composto ativo é necessária, e.g. garantir que o 
sistema de carreador libere o fármaco no local predeterminado. Deposi-
ção, acúmulo e absorção das partículas no corpo humano dependem 
primeiramente do tamanho médio das partículas. Para vetorização e libe-
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ração de fármacos anticânceres, por exemplo, em partículas com perfil 
de distribuição estreito, observou-se a diminuição dos efeitos colaterais 
dos agentes ativos, devido a redução do acúmulo indesejado (MA; 
NAGAI & OMI, 1999). A liberação de fármacos em locais específicos 
do sistema respiratório depende das características aerodinâmicas das 
partículas, consequentemente do local de deposição (KLEINSTREUER; 
ZHANG & DONOHUE, 2008). A Figura 2.2 apresenta a distribuição 
das partículas no sistema respiratório. Além de partículas monodispersas 
maximizarem a vetorização do fármaco para o local específico, elas 
também apresentam um único comportamento de liberação de fármacos. 
Partículas polidispersas apresentam diversas áreas superficiais entre elas 
e podem apresentar diferentes velocidades de liberação de fármaco de-
pendendo do seu tamanho (ITO & MAKINO, 2004). 

 
22..33..11  EEmmuullssiiffiiccaaççããoo  ppoorr  MMeemmbbrraannaa  SShhiirraassuu  PPoorroossaa  ddee  FFiibbrraa  ddee  

VViiddrroo  
 
Usualmente, micropartículas de PLLA e PLGA são obtidas utili-

zando uma técnica de emulsificação seguida da técnica de evaporação 
de solvente (PARK, 1995; MA; NAGAI & OMI, 1999; LAI et al., 2006; 
TOMODA & MAKINO, 2007). Para a obtenção de micropartículas com 
perfil de distribuição estreita, a técnica de emulsificação através de-
membrana microporosa é amplamente explorada e estabelecida na litera-
tura, sendo a membrana Shirasu porosa de fibra de vidro (SPG) a mais 
relatada e utilizada na literatura (BAO et al., 2007). 

 
Figura 2.2 Distribuição das partículas no sistema respiratório. 

 
Fonte: adaptado de Tomoda e Makino (2007) 
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Membrana SPG é produzida a partir de um sistema vítrio Na2O–

CaO–MgO–Al2O3–B2O3–SiO2 utilizando processo de decomposição 
espinodal (NAKASHIMA & SHIMIZU, 1986, apud 
VLADISAVLJEVIĆ; KOBAYASHI & NAKAJIMA, 2012). O sistema 
vítreo é preparado a partir de carbonato de cálcio, ácido bórico e Shirasu 
(KUKIZAKI & NAKASHIMA, 2004). Denomina-se de Shirasu, cinzas 
vulcânicas japonesa, a qual contém 77 % em massa de SiO2 e 10–15 % 
de Al2O3 e pequenas quantidades de outros óxidos inorgânicos 
(VLADISAVLJEVIĆ; KOBAYASHI & NAKAJIMA, 2012). Depois 
que o sistema vítreo é misturado, fundido a 1350 °C e moldado em for-
mato de tubos, este é submetido a um tratamento térmico de resfriamen-
to entre 650 e 750 °C por um período que varia de algumas horas a al-
gumas dezenas de horas. O tratamento térmico causa a separação entre o 
ácido solúvel Na2O–CaO–MgO–B2O3 e o ácido insolúvel Al2O3–SiO2. 
Este sistema heterogêneo é então imerso em uma solução de ácido hi-
droclorídrico, a qual dissolve o Na2O–CaO–MgO–B2O3, formando uma 
membrana porosa de Al2O3–SiO2 com porosidade de 50 – 60 %. A es-
trutura porosa de uma membrana SPG foi observada por microscopia 
eletrônica de varredura (SEM) por Vladisavljević et al. (2007) e está 
apresentada na Figura 2.3.  

 
Figura 2.3 Imagem obtida por SEM da superfície polida da membrana SPG 

com tamanho de poro médio 15 µm. 

 
Fonte: adaptado de Vladisavljević et al. (2007). 

 
A membrana SPG se encontra comercialmente disponível em ta-

manhos de poro que variam de 50 nm a 20 µm, e são amplamente util i-
zadas nos processos de emulsificação de óleo em água e dispersão de 
gases (KUKIZAKI, 2009). 

O processo de emulsificação por membrana se baseia na adição 
de uma fase dispersa em uma fase contínua pressionando-a contra uma 
membrana (VLADISAVLJEVIĆ; KOBAYASHI & NAKAJIMA, 
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2012). Pequenas gotas são formadas na interface entre a membrana e a 
fase contínua (VLADISAVLJEVIĆ; SHIMIZU & NAKASHIMA, 
2006), como apresenta o esquema ilustrativo da Figura 2.4a. Durante o 
processo de formação da gota, o surfatante livre na fase contínua é ab-
sorvido na nova interface hidrofílica-hidrofóbica formada, reduzindo a 
tensão interfacial e, consequentemente, facilitando a formação da gota 
(OH et al., 2011). Para garantir uma dessorção homogênea das gotas da 
face externa do poro da membrana, uma força de cisalhamento é neces-
sária na interface entre membrana e fase contínua, promovida a partir de 
agitação magnética ou recirculação da fase contínua 
(VLADISAVLJEVIĆ; SHIMIZU & NAKASHIMA, 2006). 

As gotas formadas são estabilizadas com um surfatante solúvel na 
fase contínua. A escolha do surfatante é de fundamental importância na 
obtenção de micropartículas monodispersas, sendo que surfatantes ca-
tiônicos devem ser evitados ao se utilizar membranas hidrofílicas. Os 
grupos funcionais hidrofílicos do surfatante utilizado não deve apresen-
tar carga oposta à da membrana, que apresenta potencial zeta negativo 
em pH entre 2 e 8, devido a dissociação de grupo silanol em sua superfí-
cie (OH et al., 2011).  

 
Figura 2.4 (a) Esquema ilustrativo do princípio da emulsificação por membra-

na SPG e (b) imagens obtidas por SEM de micropartículas de PLGA. 

 
 

(a) (b) 
Fonte: adaptado de Ito e Makino (2004). 

 
As características da membrana utilizada variam de acordo com a 

emulsão formada. Para emulsões diretas com fase contínua aquosa, a 
membrana deve ser igualmente hidrofílica (VLADISAVLJEVIĆ; 

KOBAYASHI & NAKAJIMA, 2012). Para emulsão de água em óleo, 
membras hidrofóbicas são necessárias. Por exemplo, a água que compõe 
a fase contínua encharca a membrana hidrofílica, garantindo que a fase 
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dispersa oleosa ultrapasse a membrana apenas pelos poros de tamanho 
específico. A força motriz que promove a adição da fase dispersa à fase 
contínua é pressão fornecida por um gás inerte à fase dispersa, usual-
mente nitrogênio.  

A partir de microscopia eletrônica de varredura (SEM), Ito e 
Makino (2004) comprovaram a obtenção de micropartículas monodis-
persas de PLGA a partir de emulsificação com membrana SPG. A Figu-
ra 2.4b apresenta o resultado obtido pelos autores.  

 
22..44  PPRREEPPAARRAAÇÇÃÃOO  DDEE  NNAANNOOPPAARRTTÍÍCCUULLAASS  

 
A síntese de nanocápsulas pode ou não envolver uma etapa onde 

o núcleo é sacrificado, ou seja, a casca polimérica da nanocápsula é ori-
ginada a partir de núcleo mineral ou de sílica orgânica, onde a polimeri-
zação ocorre sobre a superfície deste núcleo. Após esta etapa, a remoção 
do núcleo pode ser realizada a partir de procedimentos físicos ou quími-
cos, como por exemplo, processos de calcinação ou dissolução, resul-
tando em nanocápsulas ocas. Dessa forma, procedimentos que não en-
volvem o sacrifício do núcleo apresentam mais benefícios, uma vez que, 
além de sintetizar a nanocápsula com menos etapas, resultam no encap-
sulação de um material, o qual se encontra no interior da nanopartículas 
desde o início do processo de formação da nanocápsula.  

Dentre os diferentes processos de encapsulação de materiais, a 
polimerização via miniemulsão é o que mais se destaca, devido à possi-
bilidade de obtenção de nanocápsulas em apenas uma etapa. Adicional-
mente, dependendo da escolha do monômero e do tipo de reações quí-
micas envolvidas no processo, permitem a obtenção de nanocápsulas 
com núcleo hidrofóbico ou hidrofílico, dependendo da hidrofobicidade 
do monômero escolhido. 

 
22..44..11  PPoolliimmeerriizzaaççããoo  eemm  MMiinniieemmuullssããoo  IInnvveerrssaa  

 
Diversos trabalhos disponíveis na literatura vêm mostrando que 

as características da polimerização em miniemulsão apresentam vanta-
gens em relação às outras técnicas, tais como suspensão e emulsão, 
quando utilizada como um método de encapsulação (FONTENOTT & 
SCHORK, 1993; TIARKS; LANDFESTER & ANTONIETTI, 2001; 
ANTONIETTI & LANDFESTER, 2002; PARK & KIM, 2005). Tal 
idealização se deve, principalmente, ao fato de a miniemulsão gerar duas 
fases imiscíveis, uma delas formada por pequenas gotas estáveis de mo-
nômero, as quais são nucleadas e sofrem a polimerização, resultando no 
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látex final. Classicamente, miniemulsões são definidas como dispersões 
aquosas de gotículas de óleo relativamente estáveis, dentro de uma faixa 
de tamanho de 50 - 500 nm, preparadas por um sistema contendo óleo, 
água, um surfatante e um co-estabilizador (LANDFESTER et al., 1999). 
Portanto, na primeira etapa do processo de polimerização em miniemul-
são, gotas submicrométricas são formadas pela dispersão de uma fase 
dispersa em uma fase contínua, a qual contém o surfatante. 
(LANDFESTER, 2006). Para fazer esta dispersão é necessário aplicar 
um mecanismo de alto cisalhamento para alcançar um equilíbrio entre a 
taxa de rompimento e coalescência.  

Uma vez alcançado um estado de pseudo-equilíbrio, o qual é ca-
racterizado pela taxa de fissão e fusão, como apresentado pela Figura 
2.5, após a etapa de sonicação. Devido ao pequeno diâmetro médio das 
gotas, logo grande área superficial total, a maior parte do surfatante pre-
sente se encontra adsorvido na surperfície das nanogotas, não havendo 
surfatante em excesso para a formação de micelas. Dessa forma, a poli-
merização pode ocorrer predominantemente nas nanogotas monoméricas 
aquosas, independente do tipo de reação, porém dependendo da estabili-
dade das gotas. A estabilidade das nanogotas depende principalmente do 
processo de homogeneização e das atuações do co-estabilizador e surfa-
tante. A partir de um processo de homogeneização eficiente, obtém-se 
uma distribuição de nanogotas estreita, evitando-se dessa forma a pre-
sença de nanogotas de monômero maiores, consequentemente, a degra-
dação difusional (HUANG et al., 1997). 

 
Figura 2.5 Apresentação da dinâmica de formação de uma miniemulsão até 

atingir o estado estacionário obtida pela aplicação de ultrassom (US) 

 

Fonte: adaptado de Antonietti e Landfester (2002). 
 
Dependendo da polaridade do meio contínuo e da fase dispersa, 

miniemulsões direta ou inversa podem ser obtidas. Dessa forma, as for-
mulações são drasticamente diferentes para ambos os processos, contu-
do o conceito de estabilidade se aplica da miniemulsão direta a inversa. 
A Figura 2.6 apresenta uma comparação entre a miniemulsão direta e 
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inversa, onde se observa que uma miniemulsão inversa apresenta nano-
gotas aquosas dispersas em uma fase contínua orgânica. 

Particularmente, nanocápsulas poliméricas estáveis contendo um 
núcleo aquoso são de extrema importância para a proteção, estocagem e 
liberação de compostos hidrofílicos. Com o objetivo de se produzir na-
nocápsulas com núcleo hidrofílico, a técnica de miniemulsão inversa 
pode ser aplicada, a qual é gerada a partir da sonicação de uma fase po-
lar, contendo monômero hidrofílico, água e co-estabilizador em uma  
fase apolar contínua composta de solvente orgânico e surfatante 
(CAPEK, 2010). 

 
Figura 2.6 Representação esquemática de miniemulsão a) direta e b) inversa. 

 

 

(a) (b) 
 
Todavia, o problema essencial na preparação de miniemulsões 

inversas é a estabilidade antes e durante a polimerização das nanogotas 
monoméricas. Tal dificuldade maior encontrada em emulsões inversas 
quando comparada a diretas se deve ao fato de o surfatante organo-
solúvel se encontrar menos agregado na surperfície da partícula e o mo-
nômero se encontrar dissolvido na fase aquosa.  

Os surfatantes usualmente utilizados em miniemulsões inversas 
são essencialmente hidrofóbicos e apresentam valores de HLB em torno 
de 4 e 6. Os valores HLB, o qual envolve a proporção entre a parte hi-
drofílica e lipofílica de um surfatante, foram propostos por Griffin 
(1949, apud PASQUALI; TAUROZZI & BREGNI, 2008) para obter 
uma estimativa quantitativa da eficiência emulsificante. Estes valores 
são atribuídos em uma escala unidimensional, onde o HLB de um surfa-
tante aumenta proporcionalmente ao aumento da polaridade da molécu-
la, ou seja, ao aumento da solubilidade do surfatante no meio aquoso.  

Com o objetivo de se aumentar a estabilidade da miniemulsão, 
um co-estabilizador é aplicado, sendo que na miniemulsão inversa, este 
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é um agente lipofóbico, o que além de retardar a degradação difusional 
monomérica das nanogotas, mantém o tamanho das pequenas gotas es-
táveis presentes e geradas na etapa de homogeneização do sistema. Em 
miniemulsões inversas, sais hidrofílicos são extensamente aplicados 
como agentes lipofóbicos para aumentar a estabilidade das gotas, sendo 
os sais de sódio os predominantemente utilizados (CAO et al., 2010). 
Devido à presença destes agentes lipofóbicos, ou ainda, agentes osmóti-
cos, os quais não se difundem de uma gota para outra, a energia de 
Gibbs nas nanogotas é diminuída, dessa forma, diminuiu-se a força mo-
triz que levaria a difusão do monômero para a fase contínua, prevenindo 
a degradação difusional (CAPEK, 2010). 

 
22..44..22  EEssttaabbiilliiddaaddee  ddaass  NNaannooggoottaass  

 
A estabilidade de miniemulsões inversas é de extrema importân-

cia devido ao fato desta influenciar na nucleação das gotas. Dessa for-
ma, tanto a estabilidade no período entre a formação da miniemulsão e a 
polimerização, quanto durante o processo de polimerização, devem ser 
controladas e acompanhadas. A princípio, existem dois mecanismos que 
podem alterar o número e o tamanho das gotículas: a degradação difusi-
onal (Ostwald ripening) e a coalescência entre as gotas.  

Com relação aos co-estabilizadores aplicados em miniemulsões 
inversas, Cao et al. (2010) investigaram o efeito de diferentes tipos de 
sais metálicos hidrofílicos, incluindo tetrafluoroboratos (BF4

-) e nitratos 
(NO3

-) ligados a diferentes cátions, tais como ferro, cobalto, zinco e co-
bre, sobre a estabilidade e diâmetro médio das nanogotas na polimeriza-
ção em miniemulsão inversa do 2-hidroxietil metacrilato (HEMA). 

Os autores observaram que tanto para os sais de nitratos quanto 
para os de tetrafluoroboratos, o diâmetro médio das nanogotas não foi 
influenciado pelo tipo de cátion que formava o sal, mas sim, pela con-
centração de sal aplicado e pelo tipo de ânion que continha o sal. Sendo 
que os autores observaram que para ambos os tipos de ânions, a depen-
dência do tamanho das partículas e a distribuição do tamanho com a 
concentração do co-estabilizador aplicado, foi semelhante. O tamanho 
das gotas inicialmente aumentou com o acréscimo da concentração de 
co-estabilizador até um diâmetro máximo e, posterior, diminuiu para um 
valor constante. Os autores não justificaram tal fato. 

Por outro lado, Cao et al. (2010) observaram que, para se obter 
um miniemulsão inversa estável é necessário uma concentração maior 
de sal de nitrato do que de sal de tetrafluoroborato. Os autores afirmam 
que tal fato se deve a maior habilidade de o ânion BF4

- estabilizar a pres-
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são osmótica dentro das nanogotas, devido a maior habilidade de disso-
ciação do BF4

-. Medidas de condutividade de eletrólito, para determinar 
o grau de dissociação, confirmam que, para uma mesma concentração 
molar e com um mesmo cátion, os sais de tetrafluoroborato apresentam 
maior capacidade de dissociação, enquanto que a interação entre o grupo 
NO3

- e o cátion é mais forte (CAO et al., 2010). 
Além de estabilizar a pressão osmótica no interior das nanogotas, 

os sais hidrofílicos em miniemulsões inversas também influenciam for-
temente as propriedades interfaciais entre a fase continua e a fase dis-
persa. Dessa forma, uma vez que haja tensões interfaciais no sistema 
entre polímero e água, ocorre a separação de fases e a formação de na-
nocápsulas. 

 
22..44..33  NNuucclleeaaççããoo  ddaass  NNaannooggoottaass  

 
Apesar de a estabilidade ser a principal responsável pelo locus da 

polimerização ser as nanogotas, outros fatores propiciam mecanismos de 
nucleação não desejáveis. Assim como na polimerização em miniemul-
são direta, na miniemulsão inversa almeja-se a nucleação das nanogotas. 
Para tanto, garante-se que a concentração de surfatante livre na fase con-
tínua se encontre abaixo da concentração micelar crítica, CMC. A CMC 
é a concentração acima da qual o agente de superfície apresenta a pri-
meira formação de micelas na solução. Exatamente nesta concentração, 
mudanças abruptas em diversas propriedades da solução são observadas, 
tais como tensão interfacial, turbidez e condutividade elétrica, caso o 
surfatante seja iônico. Sendo que para determinar a CMC, medidas de 
tensão interfacial são usualmente utilizadas, uma vez que a técnica e o 
procedimento operacional do tensiômetro são bastante simples e os re-
sultados de fácil análise e confiáveis. Para as miniemulsões diretas, as 
medidas de tensão interfacial entre a água e o ar são utilizadas para es-
timar a CMC, enquanto que nas miniemulsões inversas, as tensões inter-
faciais entre a água e solvente orgânico determinam a percentagem de 
cobertura das gotas pelo surfatante e o ponto da CMC (CAPEK, 2010). 

Uma vez que a concentração do surfatante livre na fase contínua 
se encontra abaixo da CMC, caso o iniciador aplicado seja solúvel na 
fase contínua, a fração de partículas formadas a partir de nucleação das 
gotas depende essencialmente dos valores das taxas de entrada dos radi-
cais nas gotas e da velocidade de propagação na fase orgânica, para mi-
niemulsão inversa, enquanto que a fração resultante sofre precipitação 
na fase orgânica, nucleação homogênea. (ASUA, 2002). 
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Cao, Ziener e Landfester (2010) investigaram a polimerização em 
miniemulsão inversa de N-isopropilacrilamida (NIPAM) aplicando-se 
diferentes tipos de iniciadores, hidrossolúvel e hidrofóbico e, diferentes 
concentrações do sal hidrofílico tetrafluoroborato de cobalto II hexahi-
dratado (Co(BF4)2.6H2O, ou ainda, CoTFB). A partir de análise do diâ-
metro por espalhamento dinâmico de luz (DLS) e microscopia eletrônica 
de transmissão (TEM), os autores observaram que o tipo de iniciador 
altera a fração de nanopartículas formadas a partir de nucleação homo-
gênea.  

Devido a presença de um iniciador hidrofóbico na fase contínua, 
esta se torna o locus de iniciação, resultando em nanopartículas forma-
das a partir de nucleação homogênea. Asua (2002) estudou a polimeri-
zação via radicais livres em miniemulsão direta e concluiu que, quando 
iniciadores solúveis na fase contínua são usados, a nucleação de partícu-
las envolve uma seqüência de processos paralelos. Primeiramente ocorre 
a formação do radical a partir da decomposição do iniciador que se en-
contra na fase contínua, os quais não são capazes de entrar nas gotas 
monoméricas ou ainda nas micelas. A polimerização dos radicais então 
ocorre na fase contínua a partir do monômero solúvel na fase contínua, 
resultando em oligômeros e, no decorrer do crescimento destes radicais, 
estes vão se tornando insolúveis na fase contínua. A partir do momento 
em que os oligômeros tornam-se suficientemente desconfortáveis na 
fase contínua, adquirem a capacidade de entrar nas gotas monoméricas, 
caracterizando a nucleação das gotas, ou ainda, entrar nas micelas, de-
nominada nucleação micelar. Considerando a ausência de micelas, Coen 
et al. (2006) descreveram o comprimento crítico de radicais oligoméri-
cos na fase contínua para diversos monômeros e, observou que caso o 
radical ultrapasse esse comprimento, o mesmo poderá entrar tanto em 
uma partícula pré-existente, como descrito por Asua (2002), quanto em 
uma gota submicromética. Caso este radical continue crescendo na fase 
contínua até atingir um segundo tamanho crítico, este precipitará, dando 
origem a novas partículas, caracterizando a nucleação homogênea. 

Sabendo-se que a nucleação das gotas é almejada em polimeriza-
ção a partir de miniemulsão, a nucleação homogênea pode ser suprimida 
aumentando-se a estabilidade das gotas, reduzindo a degradação difusi-
onal e a concentração de monômero na fase contínua, a partir do aumen-
to da área interfacial total das nanogotas, favorecendo a entrada de radi-
cais nas gotas e também, aplicando-se um iniciador solúvel na fase dis-
persa, reduzindo a geração de oligômeros na fase contínua. 
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22..44..44  MMeeccaanniissmmooss  ddee  PPoolliimmeerriizzaaççããoo  
 
Devido a principal característica da polimerização em miniemul-

são, tal como, mecanismo de nucleação, uma grande variedade de siste-
mas coloidais poliméricos pode ser obtida por diferentes tipos de poli-
merização. Na literatura, síntese de nanopartículas a partir de polimeri-
zação em miniemulsão via radicais livres é amplamente estudada. Tal 
fato se deve a facilidade e altas conversões atingidas a partir deste me-
canismo. Em trabalhados anteriores, as polimerizações de metacrilato de 
metila e do acetato de vinila foram realizadas aplicando-se um iniciador 
organo-solúvel via miniemulsão direta (STEINMACHER et al., 2010). 
As etapas envolvidas na inicialização por radicais livres foram bem es-
tabelecidas a partir de estudos em miniemulsão direta. E, apesar deste 
mecanismo de polimerização ser intensivamente aplicado para síntese de 
nanopartículas em miniemulsão, esta técnica se destaca pela possibilida-
de de diversos mecanismos de polimerização.  

As polimerizações em etapa em miniemulsão mais comuns na li-
teratura envolvem a síntese de poliuretanos (CRESPY & 
LANDFESTER, 2010; BAIER et al., 2010; CRESPY et al., 2007; 
ROSENBAUER; LANDFESTER & MUSYANOVYCH, 2009). Neste 
caso, a maioria das polimerizações ocorre na interface formada entre as 
nanogotas aquosa e o solvente orgânico, a partir de um monômero hi-
drofílico, o qual compõe a gota, e um monômero secundário solúvel no 
solvente orgânico. Segundo Crespy et al. (2007), devido a tendência de 
o monômero hidrofílico e o monômero secundário lipofílico formarem 
um polímero, a separação de fases ocorrerá e o polímero formado se 
encontrará na interface, responsável pela morfologia de nanocápsulas.  

Dentro os monômeros secundários solúvel no solvente orgânico, 
tolueno 2,4-diisocianato (TDI) é mais aplicado, o qual apresenta alta 
reatividade com grupos hidroxilas e aminas. Dessa forma, TDI foi apli-
cado na polimerização interfacial de 1,6-diaminohexano 
(ROSENBAUER; LANDFESTER & MUSYANOVYCH, 2009), amido 
(BAIER et al., 2010 e CRESPY et al., 2007), dietilenotriamina e dextri-
na (CRESPY et al., 2007). Uma vez que esta reação envolve monômero 
altamente reativo, a reação ocorre instantaneamente (WAGH; 
DHUMAL & SURESH, 2009), impossibilitando a determinação de sua 
cinética. Contudo, sabe-se que o polímero precipita na interface nas na-
nogotas, resultando em nanocápsulas. Diversos trabalhos comprovam a 
formação do polímero a partir de análise de espectroscopia de infraver-
melho por transformada de Fourier, o qual precipita na interface, carac-
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terizando a obtenção de morfologia de nanocápsulas, comprovada a par-
tir de microscopia eletrônica de transmissão. 

Segundo Morgen (1965, apud WAGH; DHUMAL & SURESH, 
2009), o locus da polimerização interfacial ocorre na parte orgânica da 
interface formada, sem evidências de reação secundária com a fase 
aquosa. Dessa forma, a formação de uma casca polimérica a partir de 
polimerização interfacial é governada pela difusão do monômero hidro-
fílico para a fase orgânica a partir da interface (ZYDOWICZ; 
CHAUMONT & SOTO-PORTAS, 2001). 

 
22..55  SSÍÍNNTTEESSEE  DDEE  NNAANNOOCCÁÁPPSSUULLAASS  VVIIAA  PPOOLLIIMMEERRIIZZAAÇÇÃÃOO  EEMM  

MMIINNIIEEMMUULLSSÃÃOO  IINNVVEERRSSAA  
 
Diversos estudos envolvendo a morfologia final das nanopartícu-

las obtidas em polimerização via radical livre em miniemulsão direta são 
encontrados na literatura (HERRERA et al., 2006; TIARKS; 
LANDFESTER & ANTONIETTI, 2001).  

Cao; Ziener e Landfester (2010) foram os primeiros a analisar a 
síntese de nanopartículas com núcleo aquoso a partir de polimerização 
em miniemulsão inversa, baseados em análises de microscopia eletrôni-
ca de transmissão (TEM). A análise foi de extrema importância para 
avaliação da morfologia das nanopartículas poliméricas de poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM) obtidas. Nanopartículas compreendem 
tanto morfologia de nanoesferas, quanto de nanocápsulas, as quais se 
diferenciam entre si pela presença de um núcleo envolto por uma casca 
polimérica em nanocápsulas, enquanto que nanoesferas compreendem 
uma matriz polimérica. Os autores observaram que, a partir da polimeri-
zação da acrilamida, a morfologia final resultante é de nanoesferas. Tal 
fato se deve a hidrossolubidade do polímero formado na fase dispersa. 
Segundo Tiarks; Landfester e Antonietti (2001), a imiscibilidade do po-
límero formado na fase dispersa é o principal fator responsável para a 
formação de nanocápsulas.  

Neste sentido, Cao, Ziener e Landfester (2010) observaram que o 
aumento na concentração do co-estabilizador salino favoreceu a forma-
ção de nanocápsulas no sistema devido ao aumento da tensão interfacial 
entre a fase contínua e a mistura polar. Dessa forma, as tensões interfa-
ciais entre polímero - solvente orgânico e polímero - solução aquosa 
salina se tornam menores que a tensão interfacial entre solvente orgâni-
co - solução aquosa salina. Por conseguinte, as moléculas poliméricas se 
difundem para a interface fase orgânica - solução aquosa salina com o 
objetivo de diminuir a energia livre de Gibbs do sistema. Nestas condi-
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ções, observa-se a formação das interfaces polímero – solvente orgânico 
e polímero - solução aquosa e, finalmente, o polímero propaga-se conti-
nuamente na interface com solvente orgânico, resultando em uma nano-
cápsula com núcleo hidrofílico.  

Por outro lado, Cao, Ziener e Landfester (2010) observaram que o 
teor de água na miniemulsão inversa também afetou a morfologia final 
das nanopartículas. Os autores observaram a partir de análise em mi-
croscopia eletrônica de transmissão que, ao se diminuir a concentração 
de água na miniemulsão inversa, nanoesferas de PNIPAM foram obti-
das. Os resultados confirmaram a presença de, não apenas partículas 
pequenas, mas de nanopartículas sólidas sem a morfologia de nanocáp-
sula, o que pode tanto indicar a formação de nanopartículas por nuclea-
ção homogênea, quanto a diminuição das tensões interfaciais. Dessa 
forma, diminuiu-se a força motriz para que os oligômeros e as cadeias 
poliméricas migrem para a interface fase orgânica - fase aquosa. En-
quanto que com o aumento do teor de água, aumentou-se também a es-
tabilidade das nanogotas e reduziu-se a formação de partículas pequenas 
provenientes de nucleação secundária (CAO; ZIENER & 
LANDFESTER, 2010).  

Já para polimerização interfacial, a separação de fases não é um 
pré-requisito, sendo a síntese de nanocápsulas governada pela precipita-
ção do polímero na interface das nanogotas. Uma vez que o monômero 
secundário, tal como o TDI, é preferencialmente solúvel na fase orgâni-
ca e altamente reativo com grupos amina e hidroxilas presentes no inte-
rior das nanogotas, assume-se que a reação ocorre rapidamente e há pre-
cipitação do polímero na interface, formando uma casca polimérica. 
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SSÍÍNNTTEESSEE  DDEE  NNAANNOOCCÁÁPPSSUULLAASS  BBIIOODDEEGGRRAADDÁÁVVEEIISS  CCOONNTTEENN--
DDOO  NNÚÚCCLLEEOO  AAQQUUOOSSOO  AA  PPAARRTTIIRR  DDEE  PPOOLLIIMMEERRIIZZAAÇÇÃÃOO  EEMM  

MMIINNIIEEMMUULLSSÃÃOO  IINNVVEERRSSAA  
 

33..11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  
 
Miniemulsões são obtidas a partir da aplicação de uma força de 

cisalhamento em um sistema composto por uma fase contínua, uma fase 
dispersa, um surfatante (prevenindo coalescência entre as gotas) e um 
co-estabilizador (ou agente osmótico, para retardar a degradação difusi-
onal de gotas menores) (CAPEK, 2010), resultando em nanogotas está-
veis com tamanho entre 50 – 500 nm (ASUA, 2002), permitindo dife-
rentes mecanismos de polimerização no interior da gota (TIARKS; 
LANDFESTER & ANTONIETTI, 2001) e/ou na sua interface (BAIER 
et al., 2010, 2013). Os principais exemplos encontrados na literatura são 
de polimerização por via de radical livre (ROMIO et al., 2009), aniônica 
(LIMOUZIN et al., 2003), enzimática, poliadição e policondensação 
(VALÉRIO; ARAÚJO & SAYER, 2013). Consequentemente, uma 
grande variedade de sistemas coloidais poliméricos pode ser obtida.  

Em apenas uma única etapa, a polimerização em miniemulsão re-
sulta em altas eficiências de encapsulação em nanopartículas e nanocáp-
sulas contendo núcleo tanto oleoso (STEINMACHER et al., 2010) 
quanto sólido (STAUDT et al., 2013). Numerosos trabalhos foram reali-
zados no Laboratório de Controle de Processos (LCP), no Departamento 
de Engenharia Química e Engenharia de Alimentos da UFSC, objeti-
vando-se a obtenção de nanopartículas poliméricas, a partir da técnica 
de polimerização em miniemulsão. Romio et al. (2009) e Steinmacher et 
al. (2010) obtiveram nanocápsulas poliméricas biocompatíveis de po-
li(metacrilato de metila) (PMMA) e poli(acetato de vinila) (PVA), aptas 
para aplicação na área biomédica. Bernardy et al. (2010) obtiveram altas 
eficiência de encapsulação de quercetina, um flavonoide com proprieda-
de antitumoral, antioxidante e anti-inflamatória, em nanocápsulas de 
PMMA. Cardoso, Araújo e Sayer (2013) encapsularam óleos vegetais, 
tais como óleos de jojoba e de andiroba, em nanocápsulas de poliestire-
no, promissoras para o carreamento de compostos ativos hidrofóbicos. 
Valério, Araújo e Sayer (2013) prepararam nanopartículas de poli(uréia-
uretano) contendo óleo de açaí. Leimann et al. (2013) exploraram a téc-
nica de preparação de miniemulsão seguida de evaporação de solvente 
para a preparação de nanopartículas biodegradáveis de po-
li(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato). Nanopartículas obtidas por mini-
emulsão também se apresentaram eficientes na encapsulação de materi-
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ais sólidos. Nanopartículas orgânicas-inorgânicas foram preparadas a 
partir da encapsulação de nanopartículas de níquel em partículas de po-
liacrilamida e poli(metacrilato de metila) (ROMIO et al., 2013; 
STAUDT et al, 2013).  

A partir dos resultados encontrados na literatura e obtidos pelo 
grupo de pesquisa, observa-se o amplo leque de oportunidades na elabo-
ração de sistemas particulados e a infinidade de compostos que podem 
ser encapsulados e que podem ser escolhidos de acordo com a aplicação 
desejada. Contudo, os diversos trabalhos acima mencionados investiga-
ram a aplicação de nanopartículas principalmente como sistemas de li-
beração, prevalecendo no grupo, a encapsulação de compostos hidrofó-
bicos.  

Aplicando-se a polimerização interfacial combinada à técnica de 
miniemulsão inversa, obtem-se partículas com morfologia casca-núcleo 
com núcleo composto de água, otimizando-se a encapsulação de com-
postos hidrofílicos (ROSENBAUER; LANDFESTER & 
MUSYANOVYCH, 2009). A polimerização interfacial ocorre entre um 
monômero solúvel na fase contínua orgânica, geralmente, tolueno diiso-
cianato (TDI) e um monômero hidrossolúvel na fase dispersa contendo 
grupos amina ou hidroxilas, como por exemplo, 1,4-diaminobutano 
(DAB) (CRESPY et al., 2007) e 1,6-diaminohexano (HMDA) 
(ROSENBAUER; LANDFESTER & MUSYANOVYCH, 2009), e po-
límeros hidrofílicos, tais como amido, (BAIER et al., 2010), hidroxietil 
amido (HES) e ácido hialurônico (BAIER et al., 2013). 

O mecanismo destas reações já está estabelecido na literatura. A 
reação entre os grupos amina e hidroxilas com o grupo isocianato do 
TDI ocorre rapidamente na interface entre a nanogota e a fase contínua. 
O polímero é formado simultaneamente a partir de reação de poliadição 
e precipita na camada interfacial das nanogotas (ROSENBAUER; 
LANDFESTER & MUSYANOVYCH, 2009). Este procedimento resul-
ta em nanocápsulas com morfologia casca-núcleo (BAIER et al., 2010). 
Observou-se que a casca polimérica resultante das nanocápsulas consis-
te de grupos de urea e uretano (BAIER et al., 2010, 2013; CRESPY et 
al., 2007;) e a espessura da casca polimérica depende das quantidades de 
monômero (CRESPY et al., 2007) e TDI (BAIER et al., 2010). 

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se a síntese de nanopartículas de 
amido reticulado a partir de polimerização interfacial em miniemulsão 
inversa, elucidando os procedimentos para preparação de miniemulsões 
inversas estáveis e morfologia final das nanopartículas. Para tanto, um 
série de procedimentos e formulações foram avaliadas e a polimerização 
foi realizada a diferentes temperaturas. 
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33..22  PPRROOCCEEDDIIMMEENNTTOOSS  EEXXPPEERRIIMMEENNTTAAIISS  
 
33..22..11  MMaatteerriiaaiiss  

 
Para realizar as polimerizações interfaciais em miniemulsão in-

versa, amido de batata solúvel e 2,4- tolueno diisocianato (TDI) foram 
adquiridos da Sigma-Aldrich. Polirricinoleato de poliglicerol (PGPR, 
Dhaymers) foi aplicado como surfatante na obtenção de miniemulsões. 
O surfatante escolhido é amplamente aplicado na indústria alimentícia, 
principalmente na indústria de chocolates como substituto da lecitina de 
soja, possui caráter hidrofóbico e oligomérico (WILSON et al., 1998). A 
Figura 3.1 apresenta a estrutura molecular do surfatante. 

 
Figura 3.1 a) Estrutura molecular geral do polirricinoleato de poliglicerol 
(PGPR) com n=3, e R1, R2 e R3 podem ser hidrogênios ou polímero linear 

apresentados em b), onde m assume valor entre 5 e 8. 

 
Lauril sulfato de sódio (SLS, Vetec) foi aplicado como surfatante 

de caráter hidrofílico na etapa de redispersão das nanopartículas para 
uma solução aquosa. Cloreto de sódio (NaCl, Vetec) e sulfato de cobre 
II pentahidratado (CuSO4.5H2O, Cromoline) foram utilizados como 
agentes osmóticos. A fase contínua da miniemulsão inversa foi compos-
ta principalmente por ciclohexano (Vetec), enquanto a fase dispersa, 
água destilada. Todos os reagentes foram utilizados sem nenhum proce-
dimento de purificação. 

 
33..22..22  PPrroocceeddiimmeennttooss  EExxppeerriimmeennttaaiiss  
 

As nanopartículas de amido reticulado foram sintetizadas a partir 
de polimerização por etapa, a qual ocorre na interface das nanogotas 
aquosas formada a partir da técnica de miniemulsão inversa, de acordo 
com o procedimento proposto por Crespy et al. (2007) e Baier et al. 
(2010), exceto pelo fato de que neste trabalho, a fase dispersa foi prepa-
rada gelatinizando o amido por 30 min a 90 ºC em uma mistura de água 
e sal, como cloreto de sódio ou sulfato de cobre. Estudo sobre a gelatini-

(a) (b) 
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zação do amido em água e efeito do tempo de sonicação sobre o diâme-
tro médio e distribuição de tamanho das nanogotas se encontram em 
Informações de Suporte, no final deste capítulo.  

Os procedimentos de caracterização do grânulo de amido estão 
descritos em Informações de Suporte. A fase orgânica, composta por 
ciclohexano (7,5 g) e PGPR, foi formada a partir da solubilização do 
surfatante no solvente orgânico por 20 minutos sob agitação magnética e 
temperatura ambiente. Posterior a esta etapa, a fase orgânica foi adicio-
nada à fase dispersa, também denominada fase aquosa, com auxílio de 
agitação magnética a 500 rpm (IKA Werke ETS-D5) por 1 hora a tem-
peratura ambiente.  

As nanogotas aquosas contendo o amido solúvel de tamanho en-
tre de 50 e 500 nm foram formadas por uma elevada força de cisalha-
mento do tipo sonicador de ultrassom acoplado a uma ponteira (Fisher-
Scientific – Ultrasonic Dismembrator 500) por 3 minutos com amplitude 
de 70 % em um regime de pulso (20 segundos de sonicação e 10 segun-
dos de pausa). Uma vez obtida as nanogotas aquosas estáveis, 2,4-
tolueno diisocianato (TDI), previamente dissolvido em ciclohexano (5 
g) e PGPR (30 mg) por 20 minutos em agitação magnética, foi gotejado 
a miniemulsão durante aproximadamente 1 minuto. A polimerização 
interfacial ocorreu a 60 ºC por 2 horas com agitação magnética de 500 
rpm em um frasco de vidro de 40 ml com tampa de rosca, como apre-
senta na Figura 3.2. Quando utilizados temperatura e tempo de reação 
diferentes será mencionado no texto. 

 
3.2.2.1 ESTABILIDADE DAS MINIEMULSÕES INVERSAS 

 
O efeito da concentração de amido gelatinizado, de sais e de sur-

fatante PGPR sobre a estabilidade das gotas foi avaliado. As miniemul-
sões inversas foram formadas aplicando-se 3 minutos de ultrassom com 
70 % de amplitude. Para avaliar a estabilidade das miniemulsões nestas 
condições, diferentes concentrações de surfatante entre 5 e 20 % em 
massa com relação a fase aquosa e, duas quantidades de amido iguais a 
0,1 g e 0,2 g foram utilizadas. Para tanto, a quantidade de fase contínua 
(7,5 g de ciclohexano) e cloreto de sódio (50 mg) foram mantidas cons-
tantes, de acordo com as formulações apresentadas na Tabela 3.1.  

Após a etapa de ultrassonicação, a miniemulsão inversa foi man-
tida a temperatura constante de 60 ºC sob agitação magnética de 500 
rpm sem ocorrer a reação. Dessa forma, TDI não foi adicionado a mini-
emulsão. A estabilidade das nanogotas foi avaliada de acordo com a 
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evolução do tamanho médio das nanogotas ao longo de 3 horas por aná-
lise em espalhamento dinâmico de luz. 

 
Figura 3.2 Esquema do processo de polimerização interfacial em miniemulsão 

inversa. 

 
 

 
Tabela 3.1 Formulação das miniemulsões inversa de amido gelatinizado para 

avaliação da estabilidade a 60 °C. 

  Referência PGPR (mg) PGPR (%)a 

Amido (g) 0,1 ES_0 75 5 

Água (g) 1,3  ES_1 149 10 

  ES_2 215 15 

  ES_3 286 20 

Amido (g) 0,2 EAm_1 149 10 

Água (g) 1,2 EAm_2 215 15 

  EAm_3 286 20 
a) % mássica com relação à fase aquosa 
 

 
3.2.2.2 REDISPERSÃO DAS NANOCÁPSULAS SINTETIZADAS EM 

ÁGUA 
 
Com a finalidade de tornar as nanocápsulas viáveis para aplica-

ção na área biomédica, o solvente orgânico foi evaporado a partir da 
substituição da fase orgânica por uma fase aquosa, segundo o procedi-
mento: 1,0 g de nanocápsulas dispersas em ciclohexano foram adiciona-
dos por agitação magnética por 10 minutos em 6 g de uma solução 
aquosa contendo 15 mg de SLS (lauril sulfato de sódio), seguida de uma 
etapa de sonicação por 1 minuto com uma amplitude de 70 % em um 
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regime de pulso (20 segundos sonicando, 10 segundos de pausa). Segue-
se com a evaporação do solvente por 3 horas a 60 °C sob agitação mag-
nética de 500 rpm. 

 
33..22..33  CCaarraacctteerriizzaaççããoo  

 
3.2.3.1 TAMANHO MÉDIO  

 
O tamanho médio das nanocápsulas de amido foi determinado 

por espalhamento dinâmico de luz (DSL), utilizando o equipamento Ze-
tasizer, Nano Series – Malvern Intruments, o qual se baseia na taxa de 
difusão das partículas através do fluido para mensurar o diâmetro médio 
das partículas. Para realizar esta análise, 0,25 ml das amostras retiradas 
foram diluídas em 2,5 ml de ciclohexano quando dispersas em solvente 
orgânico. Quando as nanopartículas se encontram já transferidas para a 
fase aquosa, 0,25 ml da amostra são diluídos em 2,5 ml de água destila-
da. 

 
3.2.3.2 COMPOSIÇÃO DA CASCA POLIMÉRICA 

 
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

(FT-IR) foi utilizada para determinar a composição da casca polimérica 
e avaliar a reação entre o TDI e grupos de hidroxilas durante a polimeri-
zação em miniemulsão inversa. A amostra, previamente liofilizada du-
rante 24 horas a -60 ºC sob pressão reduzida, foi pressionada com KBr 
para formar uma pastilha. Espectros entre 4000 e 400 cm-1 foram obtidos 
usando um espectrômetro Bruker IFS 113V alocado no Instituto Max 
Planck para Pesquisa em Polímeros (MPIP, Mainz – Alemanha).  

Quando mencionado a utilização do módulo de refletância total 
atenuada (ATR), um filme foi obtido a partir de secagem da amostra em 
uma estufa de convecção forçada a 60 ºC. As análises foram conduzidas 
em espectrômetro Tensor 27 da Bruker alocado no Departamento de 
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Santa Catarina 
(UFSC, Florianópolis – Brasil). Para a análise foi utilizada uma resolu-
ção de 4 cm-1, com 16 varreduras entre a faixa de 4000 a 600 cm-1. 

 
 

3.2.3.3 MORFOLOGIA DAS PARTÍCULAS 
 
A morfologia das nanocápsulas de amido foi investigada a partir 

de análises em um microscópio eletrônico de transmissão (TEM - JEOL 
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JEM 1011) alocado no Laboratório Central de Microscopia Eletrônica 
(LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina e a partir de mi-
croscopia electrônica de varredura (SEM) utilizando um microscópio de 
emissão de campo (LEO (Zeiss) 1530 Gemini, Oberkochen, Alemanha) 
a uma voltagem de aceleração de 0,5 kV alocado no MPIP (Mainz, 
Alemanha). 

Para as análises em TEM, 0.5 ml da amostra foi diluído em 5 ml 
de ciclohexano ou de água destilada, quando as nanopartículas já foram 
transferidas para fase aquosa. Após esta etapa, uma gota da amostra com 
volume igual a 5 µl foi depositada sobre uma grade (grid) de 300 mesh 
de cobre recoberta com filme de carbono e, seca a temperatura ambiente 
por um dia. Foram observadas por análise no mínimo 8 (oito) regiões 
diferentes da grade de forma a certificar que os resultados apresentados 
são representativos da amostra. 

Para as análises em SEM, as amostras foram preparadas diluindo-
se as nanocápsulas em ciclohexano e uma gota de amostra foi colocada 
em placas de sílica e secas sob condições normais de ambientes. 

 
33..22..44  PPrroocceeddiimmeennttoo  EEssttaattííssttiiccoo  

 
Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância 

(ANOVA) e quando necessário o teste de Tukey para comparação de 
médias e verificação de diferenças significativas foi aplicado com auxi-
lio de Kaleida Graph v. 4 (Synergy Software, 2005), com nível de confi-
ança em 95 %. Todas os ensaios foram realizados em triplicata. 

 
33..33  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 
A estabilidade das nanogotas foram avaliadas aplicando cloreto 

de sódio (NaCl) como co-estabilizador e polirricinoleato de poliglicerol 
(PGPR) como surfatante, em miniemulsão com fase contínua ciclohexa-
no e fase dispersa composta por amido gelatinizado. Uma vez que a es-
tabilidade do sistema é diretamente afetada pela temperatura 
(BOHÓRQUEZ & ASUA, 2008), as estabilidades foram avaliadas na 
temperatura de reação, 60 ºC, durante o período equivalente ao de rea-
ção, igual a 2 horas. 

A Figura 3.3 apresenta os resultados obtidos para diâmetro inicial 
(‘a’ e ‘c’, para as miniemulsões com 0,1 e 0,2 g de amido, respectiva-
mente) e evolução do diâmetro médio ao longo do tempo das nanogotas 
(‘b’ e ‘d’, para as miniemulsões com 0,1 e 0,2 g de amido, respectiva-
mente). Observa-se que o diâmetro médio inicial das nanogotas depende 
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da concentração de surfatante e quantidade de amido presentes na for-
mulação (Figura 3.3a).  

 
Figura 3.3 Diâmetro médio das nanogotas em função da concentração de surfa-

tante (a) 0,1 g e (c) 0,2 g de amido. Análise feita em triplicata para cálculo do 
desvio padrão. Evolução do diâmetro médio das nanogotas ao longo de tempo 
de reação a 60 ºC (b) 0,1 g e (d) 0,2 g de amido. Letras diferentes indicam dife-

renças significativas de acordo com método de Tukey de comparações múltiplas 
(p < 0,05). 
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Nanogotas aquosas menores foram obtidas ao se aumentar a con-

centração de surfatante, quando 0,1 g de amido são aplicados, como 
apresenta a Figura 3.3a. A diminuição do tamanho de partículas foi pro-
nunciada a baixas concentrações de surfatante e, em seguida, atinge um 
diâmetro mínimo, com concentração de surfatante em 15 % em massa 
com relação à fase aquosa, o qual não pode ser significantemente redu-
zido (p = 0,89) com o aumento da concentração de surfatante. Asua 
(2002) atribui este comportamento ao fato de que o diâmetro não pode 
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ser reduzido ao tamanho crítico proporcionado pela etapa de homoge-
neização. Dessa forma, o autor propõe que para diminuir o tamanho das 
partículas além do atingido é necessário aumentar a energia adicionada 
ao sistema. A partir disto, acredita-se que com 15 % em massa de surfa-
tante (ES_2), o diâmetro crítico foi atingido. 

Ao avaliar a evolução do diâmetro ao longo do tempo (Figura 
3.3b), miniemulsão formada com 5 % de surfatante (ES_0) apresentou 
coalescência e os resultados não foram apresentados. Tal fato se deve a 
baixa concentração de surfatante, a qual não é suficiente para evitar a 
degradação da miniemulsão ao longo do tempo. Aumentando-se a con-
centração de PGPR, observou-se que o diâmetro médio ao longo do 
tempo apresentou uma queda significativa para as miniemulsões ES_1 e 
ES_2, e ao final de duas horas, as três miniemulsões resultaram em na-
nogotas de tamanho em torno de 104 nm.  

Por outro lado, quando utilizado uma quantidade maior de amido 
(0,2 g), o aumento da concentração de surfatante de 10 % para 15 % não 
apresentou efeito significativo sobre o diâmetro inicial das nanogotas (p 
< 0,05), como pode ser observado na Figura 3.3c. Neste último caso, 
acredita-se que o diâmetro inicial maior pode ser atribuído a maior vis-
cosidade da fase dispersa, a qual aumenta a resistência de fissura das 
nanogotas durante a etapa de ultrassonicação, proporcionando um tama-
nho crítico atingido maior. Dessa forma, é possível afirmar que o au-
mento da viscosidade resulta em uma processo de homogeneização me-
nos eficiente. Adicionalmente, acredita-se que o aumento da concentra-
ção de PGPR torna a fase contínua também mais viscosa , sendo a prin-
cipal fonte de variação observada em EAm_3 e o aumento significativo 
do diâmetro médio inicial. Ao longo do tempo de avaliação da estabili-
dade, ambas as três miniemulsões resultaram em nanogotas de tamanhos 
similares ao inicial, como apresenta a Figura 3.3d, podendo-se afirmar 
que todas as formulações avaliadas são estáveis. 

 
33..44  SSÍÍNNTTEESSEE  DDEE  NNAANNOOPPAARRTTÍÍCCUULLAASS  DDEE  AAMMIIDDOO  RREETTIICCUULLAA--

DDOO  
 
Nanopartículas de amido reticulado foram sintetizadas a partir de 

polimerização interfacial em etapas, a qual ocorre entre os grupos hidro-
xilas (OH) presentes no amido e surfatante e os grupos de isocianato 
(NCO) do reticulante, como apresenta a Figura 3.4.  

Uma série de nanocápsulas de amido reticulado foi sintetizada 
aplicando-se diferentes concentrações de surfatante, reticulante e amido 
a partir de polimerização por etapas. Para avaliar o efeito da concentra-
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ção e tipo de co-estabilizador, cloreto de sódio e sulfato de cobre foram 
os sais utilizados em diferentes concentrações. O efeito do tempo de 
adição da solução de TDI à miniemulsão está apresentado em Informa-
ções de Suporte. 

 
Figura 3.4 Polimerização interfacial por etapas via miniemulsão inversa para 

síntese de nanopartículas de amido reticulado com TDI. 

 
 
 

33..44..11  EEffeeiittoo  ddaa  CCoonncceennttrraaççããoo  ddee  SSuurrffaattaannttee  
 
O efeito da concentração de surfatante sobre o diâmetro médio 

das nanopartículas foi avaliada para duas quantidades de amido, 0,1 e 
0,2 g de amido, na fase dispersa composta por água e 50 mg de cloreto 
de sódio. A quantidade utilizada para a fase contínua da miniemulsão foi 
igual a 7,5 g de ciclohexano. As reações foram realizadas a partir da 
adição da solução de reticulante composta de 5,0 g de ciclohexano, 30 
mg de PGPR e 120 mg de TDI. A concentração de surfatante variou 
entre 10 a 20 % em massa com relação à fase aquosa (Tabela 3.2). 

Para confirmar a reação entre os grupos OH e NCO, assim como 
para avaliar a composição da casca polimérica formada, análises em 
espectroscopia de FT-IR foram realizadas. Como estabelecido na litera-
tura, reações de isocianato e hidroxilas resultam na formação de ligações 
de poliuretano e poliuréia, dependendo da origem da hidroxila.  
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Tabela 3.2 Formulação das miniemulsão inversa do amido posteriormente po-
limerizadas com 120 mg de TDI. 

  Referência PGPR (mg) PGPR (%)a 

Amido (g) 0,1 S_1 149 10 

Água (g) 1,3  S_2 215 15 

  S_3 286 20 

Amido (g) 0,2 Am_1 149 10 

Água (g) 1,2 Am_2 215 15 

  Am_3 286 20 
a) % mássica com relação à fase aquosa.  
 
Sabe-se que a banda característica do isocianato se encontra em 

2235 cm -1 (ZANETTI-RAMOS et al., 2006), como apresenta a Figura 
3.5, indicando consumo completo do isocianato ao longo da reação. To-
das as amostras apresentaram uma forte banda de vibração em 3260 cm-
1, a qual pode ser tanto caracterizada pela vibração de N-H presente na 
poliuretana e poliuréia, as quais consistem no produto final, quanto de 
O-H presente no amido desde o início da reação (Figura 3.5a). Além 
destas, também foram observadas vibrações em 3016 cm-1 e 1601 cm-1 
referente às ligações C-H e C=C presentes no anel aromático, respecti-
vamente. De fato, estes picos característicos não indicam sucesso duran-
te as reações de polimerização na obtenção de produtos finais. 

Vibrações devidas os grupos C=O e N-H em 1720 cm-1 e em 
1539 cm-1, respectivamente, evidenciam a formação de poliuretano e, 
são detalhadas em Figura 3.5b. Paralelamente, vibrações em 1640 cm-1 
foram devido à formação de um grupo carbonila presente na poliuréia, 
consequência de reação secundária do isocianato com água. Dessa for-
ma, estes picos característicos confirmam a reticulação do amido com 
TDI e, a formação de ligações poliuretano e poliuréia. 

A razão entre as áreas dos picos referentes ao poliuretano (1720 
cm-1) e a poliuréia (1640 cm-1) indica se as condições do sistema favore-
ceram as ligações de poliuretano ou de poliuréia. A Figura 3.6 apresenta 
a razão entre as áreas relativas ao pico do poliuretano e poliuréia das 
nanopartículas sintetizadas com diferentes concentrações de surfatante. 
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Figura 3.5 Resultados obtidos em análise de espectroscopia de FT-IR em ATR 
(a) espectro geral e (b) espectro na faixa que evidencia a obtenção de nanopar-

tículas de amido reticulado. 
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Figura 3.6 Composição da casca polimérica. Razão entre áreas dos picos carac-

terísticos de poliuretano e poliuréia. 
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Observa-se que a maior concentração de surfatante (S_3, 20 % 

em massa de PGPR) favorece a formação de poliuretano. Tal fato se 
deve ao menor diâmetro obtido das nanopartículas. Morgen (1965, apud 
WAGH et al., 2009) sugeriu que o locus da polimerização interfacial 
ocorre na parte orgânica da interface formada, sem evidências de reação 
secundária com a fase aquosa. Dessa forma, quanto menor o diâmetro 
das nanopartículas, maior a superfície interfacial entre a gota e solvente 
orgânico para a adsorção do monômero adsorvido na monocamada, fa-
vorecendo a formação de poliuretano. 

Ao se transferir as nanopartículas para a solução aquosa e evapo-
ração do solvente, a partir de resultados de análise de FT-IR (Figura 3.7) 
das nanopartículas S_1, observa-se que esta etapa não influencia a com-



 
Nanocápsulas Biodegradáveis de Núcleo Aquoso  65 

 

 

posição da casca polimérica e nem a morfologia das nanopartículas. 
Imagens obtidas a partir de microscopia eletrônica de transmissão 
(TEM) da amostra S_1 são apresentadas na Figura 3.8. 

 
Figura 3.7 Resultados obtidos em análise de espectroscopia de FT-IR em ATR 
(a) espectro geral e (b) espectro na faixa que evidencia a obtenção de nanopar-

tículas de amido reticulado segundo a formulação S 1. 
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Figura 3.8 Micrografias obtidas por TEM das nanopartículas sintetizadas a 

partir da reação S_1 dispersas em (a) ciclohexano e (b) em solução aquosa de 
SLS. 

  
(a) (b) 

 
Devido as características da polimerização interfacial, as nano-

partículas obtidas apresentam estrutura de nanocápsulas. Tal afirmação é 
baseada em resultados de microscopia eletrônica de transmissão e como 
se pode observar, as nanopartículas apresentam em sua composição dois 
materiais de contraste distinto, sendo a casca polimérica caracterizada 
pela borda mais escura e o núcleo aquoaso, pelo material cinza claro. 
Nanocápsulas foram observados tanto em amostras dispersas em ciclo-
hexano (Figura 3.8a) quanto em solução aquosa (Figura 3.8b). Os pon-

Ciclohexano Solução Aquosa 
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tos pretos são resultado da cristalização do sal após o período de seca-
gem durante a preparação e análise da amostra. 

A Tabela 3.3 apresenta os resultados de diâmetro médio das na-
nopartículas dispersas em ciclohexano e em água e os seus respectivos 
índices de polidispersão obtidos a partir de DSL. Observa-se que ao se 
aumentar a concentração de surfatante, diminui-se o tamanho das nano-
partículas dispersas em ciclohexano para 0,1 g de amido (S_1, S_2 e 
S_3).  

 
Tabela 3.3 Características das nanopartículas de amido reticulado obtidos com 

diferentes concentrações de surfatante e 120 mg de TDI. 

Ref 
PGPR 
(%)* 

Amido 
(g) 

Diâmetro médio (nm) / (IPd)** 

Ciclohexano Solução aquosa*** 

S_1 10 0,1 200 ± 1 (0,197) 197 ± 2 (0,184) 

S_2 15  181 ± 3 (0,125) 194 ± 3 (0,175) 

S_3 20  159 ± 2 (0,145) 230 ± 7 (0,221) 

Am_1 10 0,2 272 ± 2 (0,194) 177 ± 1 (0,201) 

Am_2 15  261 ± 1 (0,144) 179 ± 1 (0,225) 

Am_3 20  368 ± 5 (0,215) 193 ± 1 (0,238) 
* % mássica com relação a fase aquosa. ** Experimento realizado em triplicata. *** Nanocáp-
sulas redispersas em solução aquosa contendo 0,25 % em massa de SLS em razão de 6:1 de 
amostra. 
 

A concentração de surfatante aplicada para a síntese das nanopar-
tículas também influenciou o diâmetro médio das nanopartículas quando 
redispersas em solução aquosa de SLS (Tabela 3.3). A Figura 3.9 a 
apresenta os diâmetros médio finais das partículas quando dispersas em 
ciclohexano e após a etapa de redispersão em água. 

Observa-se que, aumentando-se a concentração de surfatante, 
aumenta-se também o diâmetro das nanopartículas redispersas em solu-
ção aquosa, com exceção da amostra S_1, a qual não apresentou varia-
ção significativa no diâmetro médio das nanopartículas dispersas em 
diferentes meios contínuos, partículas das amostras S_2 e S_3 apresen-
taram um aumento significativo de diâmetro após redispersão em água. 

O aumento de tamanho das partículas das reações S_2 e S_3 se 
deve, possivelmente, ao intumescimento das nanopartículas durante a 
etapa de transferência para a solução aquosa e evaporação do ciclohexa-
no. Devido a maior área interfacial total, decorrente do menor tamanho 
médio das nanogotas, uma casca polimérica mais fina pode ser formada 
e juntamente com a pressão osmótica consequente da concentração de 
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sal NaCl no interior da partícula, favorecem o intumescimento das na-
nopartículas, resultando em um aumento significativo de diâmetro após 
a transferência em solução aquosa. 

 
Figura 3.9 Efeito da concentração do surfatante sobre as propriedades das na-
nopartículas sintetizadas com (a) 0,1 g e (b) 0,2 g de amido. Letras diferentes 

indicam diferenças significativas de acordo com método de Tukey de compara-
ções das médias (p < 0,05). 
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Baier et al. (2010) também sintetizaram nanopartículas de amido 

reticulado aplicando-se TDI como agente reticulante e diferentes con-
centrações de surfatante, no entanto, os autores não observaram este 
intumescimento das nanopartículas. Por outro lado, a partir de análise 
em microscopia eletrônica de transmissão (TEM), os autores observa-
ram que com maiores concentrações de surfatante, mais fina é a espes-
sura da casca polimérica obtida. Tal efeito obtido pelos autores corrobo-
ra com os resultados obtidos nesta etapa deste trabalho. 

Este mesmo fenômeno de intumescimento, porém, não é obser-
vado quando utilizado uma quantidade de amido maior (0,2 g), devido a 
maior concentração de amido, a qual favorece a reticulação. Em Figura 
3.9b observa-se que não há diferença significativa entre os diâmetros 
finais com diferentes concentrações de surfatante (p < 0,05), novamente 
indicando que a maior viscosidade da fase dispersa é o fator limitante 
para o diâmetro de partícula médio obtido para a amostra Am_3. Contu-
do, as nanopartículas sintetizadas com 0,2 g de amido após a etapa de 
redispersão em água apresentaram uma redução do tamanho (Figura 
3.9b) de aproximadamente 100 nm. Tal fato pode ser explicado levando-
se em consideração o caráter hidrofóbico predominante do PGPR.  

As moléculas do surfatante estão projetadas livremente na fase 
contínua composta de ciclohexano, aumentando ilusoriamente o diâme-
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tro médio dinâmico das partículas, como esquematizado na Figura 3.10. 
Contudo, ao se transferir as nanopartículas para um meio aquoso, acre-
dita-se que as moléculas de PGPR se reorganizam para o mais próximo 
da superfície da nanopartículas, consequentemente, uma diminuição 
significativa do diâmetro médio é observada e o valor do diâmetro mé-
dio real foi obtido. 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3.3, o tama-
nho médio das partículas foi em torno de 190 nm. 

 
Figura 3.10 Esquema da orientação de duas moléculas de PGPR in uma mini-
emulsão inversa absorvida na interface ciclohexano e gota aquosa. 
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A Tabela 3.3 apresentou o efeito da concentração de amido sobre 

o diâmetro médio das nanopartículas. Para investigar o efeito da concen-
tração de amido sobre a composição da casca polimérica e morfologia 
da partícula, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fou-
rier (FT-IR) e microscopia eletrônica de transmissão (TEM) foram reali-
zadas, respectivamente.  

A Figura 3.11 apresenta um estudo comparativo entre as morfo-
logias das partículas obtidas com 0,1 e 0,2g de amido, reações S_1 e 
Am_1 (Tabela 3.2)., respectivamente. A concentração de amido não 
apresentou influência sobre a morfologia obtida, sendo que ambas apre-
sentaram morfologia de nanocápsulas contendo um núcleo aquoso e boa 
estabilidade. 

 

Região de Interface 

Gota 
 Aquosa Fase Contínua  

Diâmetro Medido 
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Figura 3.11 Imagens obtidas a partir de microscopia eletrônica de transmissão 
de nanopartículas obtidas a partir de reações com (a) 0,1 g e (b) 0,2 g de amido.  

  
(a)  

   
(b)  

 
A partir da Figura 3.12 o efeito da concentração de amido sobre a 

composição da casca polimérica foi investigado. A Figura 3.12a apre-
senta os espectros em FT-IR na região de interesse, enquanto que a Fi-
gura 3.12b apresenta a razão entre as áreas relativas ao pico do poliure-
tano (1720 cm-1) e poliuréia (1640 cm-1). A razão entre as áreas dos pi-
cos referentes ao poliuretano e a poliuréia indica se as condições do sis-
tema favoreceram a formação de poliuretano ou de poliuréia. Os resul-
tados obtidos evidenciam, como esperado, que uma maior concentração 
de amido beneficia a formação de poliuretano e evita a reação secundá-
ria do TDI com água.  

 
33..44..33  EEffeeiittoo  ddoo  TTiippoo  ee  CCoonncceennttrraaççããoo  ddee  CCoo--eessttaabbiilliizzaaddoorr    

 
Na técnica de miniemulsões inversas, sais são extensivamente 

utilizados como co-estabilizadores, aumentando a estabilidade das na-
nogotas. Cloreto de sódio é o sal mais amplamente utilizado na polime-
rização em miniemulsão inversa. Contudo, sais formados a partir de cá-

Am_1 Am_1 

S_1 S_1 
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tions de metais de transição, tais como Fe+2, Ni+2, Co+2 e Cu+2 apresen-
tam diversas vantagens sobre os sais de sódio para posterior aplicação 
(CAO et al., 2010). 

 
Figura 3.12 Resultados obtidos em análise em espectroscopia FT-IR em ATR 

(a) espectro na região de interesse e (b) composição da casca polimérica. Razão 
entre áreas dos picos característicos de poliuretano e poliuréia. 
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Na série de síntese de nanopartículas a seguir, cloreto de sódio foi 

parcialmente substituído por sal de cobre, como apresenta a Tabela 3.4. 
O efeito do tipo de co-estabilizador foi avaliado variando-se a quantida-
de mássica de TDI entre 80 mg e 120 mg, mantendo-se a quantidade 
mássica de surfatante igual a 149 mg de PGPR. Adicionalmente, o efeito 
da concentração de NaCl foi investigado com duas concentrações iguais 
a 50 mg e 70 mg (C_11 e C_8).  

 
Tabela 3.4 Formulação das miniemulsões inversa de amido obtidas com 7.5 g de 

ciclohexano e posteriormente polimerizadas a 60 °C por 2 horas. 

Reagentes 
 

Referência NaCl (mg) CuSO4 (mg) TDI (mg) 

Amido (g) 0,1 C_11 70 - 80 

Água (g) 1,3 C_8 50 - 80 

PGPR (mg) 149 S_1 50 - 120 

  C_5 40 7 120 

  C_9 40 7 80 
 
As quantidades de amido e surfatante foram mantidas constantes 

e iguais a 0,1 g e 149 mg, respectivamente, e as reações foram iniciadas 
a partir da adição da solução de reticulante composta de 5,0 g de ciclo-
hexano, 30 mg de PGPR e TDI. 
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A Tabela 3.5 e a Figura 3.13 apresentam os resultados de tama-
nho de partículas. Nanopartículas com distribuição de tamanho mono-
modal foram obtidas com índices de polidispersão em sua maioria pró-
ximos de 0,2, os quais confirmam uma distribuição relativamente larga 
de tamanho de partículas.  

 
Tabela 3.5 Características das nanopartículas de amido reticulado obtidos com 

diferentes tipos de co-estabilizador. 

Ref. TDI (mg) 
Diâmetro médio (nm) / (IPd)* 

Ciclohexano Solução Aquosa** 

  NaCl (50 mg) 

S_1 120 200±2 c (0,195) 195±2 c (0,186) 

C_8 80 209±1 d (0,188) 213±4 d (0,192) 

  NaCl (70 mg) 

C_11 80 189±5 e (0,163) 188±1 e (0,168) 

  NaCl / CuSO4 (40 mg / 7 mg) 

C_5 120 139±2 f (0,086) 181±2 g (0,162) 

C_9 80 135±1 f (0,075) 181±2 g (0,158) 
* Experimento realizado em triplicata. ** Nanocápsulas redispersas em solução aquosa con-
tendo 0,25% em massa de SLS em razão de 6:1 de látex. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas de acordo com método de Tukey de comparações das médias (p < 0,05). 
 

 
Figura 3.13 Efeito da (a) concentração de sal sobre nanopartículas de amido 
reticuladas com 80 mg de TDI e (b) tipo de co-estabilizador. (■) NaCl e ( ) 

NaCl e CuSO4 na composição de nanopartículas sintetizadas com 0,1 g de ami-
do dispersas em ciclohexano e, (□) NaCl e ( ) NaCl e CuSO4 sobre a identidade 

das nanopartículas dispersas em solução aquosa. 
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Para um aumento de 40 % em massa de cloreto de sódio, foi ob-
servada tanto uma redução de 20 nm no diâmetro médio final, quanto 
uma distribuição de tamanho de partículas mais estreita (amostras C_8 e 
C-11). Tal fato se deve ao aumento da estabilidade da miniemulsão, 
proporcionada pelo aumento de pressão osmótica no interior das nano-
gotas, neutralizando a pressão de Laplace. Todavia, a diminuição do 
tamanho de partículas foi ainda mais pronunciada com a substituição 
parcial do sal de sódio por sulfato de cobre (Figura 3.13b). 

Sais hidrofílicos têm habilidade de se dissociar em solução aquo-
sa, a qual pode ser um fator relevante de influência sobre as proprieda-
des das nanopartículas e estabilidade coloidal da miniemulsão. Diferen-
tes habilidades de dissociação de sais proporcionam diferentes pressões 
osmóticas (CAO et al., 2010). 

Sabendo-se que a concentração molar para substituição de 10 mg 
de NaCl por CuSO4 foi calculada levando em consideração a igualdade 
das forças iônicas, a quantidade molar de sal de cobre foi em torno de 72 
% menor que a concentração de sal de sódio substituído (1,71 x 10-4 
moles de NaCl foram substituídos por 4,82 x 10-5 moles de CuSO4). O 
fato de uma menor concentração molar de sal de cobre aumentar a esta-
bilidade e resultar em um menor diâmetro médio final de partículas pode 
ser atribuído tanto a maior habilidade de dissociação iônica do sal de 
cobre comparada a do sal de sódio, quanto a possibilidade de diminuir a 
tensão interfacial. Segundo Cao et al. (2010), além de estabelecer a 
pressão osmótica dentro das gotas aquosas, sais hidrofílicos podem atuar 
sobre as propriedades interfaciais entre a fase contínua e dispersa. Con-
tudo foi observado que a concentração e tipo de co-estabilizador não 
influenciam significativamente a tensão interfacial entre as fases. Os 
resultados estão apresentados em Informações de Suporte. Dessa forma, 
pode-se assumir que a maior estabilidade dos nanopartículas sintetizadas 
com a combinação de sal de cobre e sal de sódio se deve ao fato de o 
primeiro apresentar uma maior habilidade de dissociação iônica, conse-
quentemente, maior pressão osmótica. Contudo, este mesmo acréscimo 
na pressão osmótica pode ser responsável pelo aumento de diâmetro das 
nanopartículas ao transferi-las para a solução aquosa (C_5 e C_9, ambas 
com CuSO4 como co-estabilizador), favorecendo o processo de osmose, 
o qual não é impedido pelo aumento de concentração de TDI. Podendo-
se afirmar que as cascas poliméricas formadas apresentam permeabili-
dades semelhantes. Análise estatística corrobora com tais resultados, 
indicando que não há diferença significativa (p = 0,92) entre os diâme-
tros obtidos em C_5 e C_9. 
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O efeito do tipo de co-estabilizador sobre a composição da casca 
polimérica foi verificado a partir de espectroscopia FT-IR. A Figura 
3.14a apresenta os espectros na região de interesse. As razões entre as 
áreas dos picos característicos da poliuretana e poliuréia (Figura 3.14b) 
indicam que reações sintetizadas com sal de sódio parcialmente substitu-
ído pelo sal de cobre favorecem a síntese de poliuretana. Enquanto que a 
reação S_1 apresentou uma razão entre poliuretana e poliuréia em torno 
de 1, a reação C_5 apresentou o dobro de poliuretana com relação a po-
liuréia. Tal fato se deve ao menor diâmetro final da nanopartículas obti-
das no final da reação C_5, consequentemente, maior área interfacial 
formada. 

 
Figura 3.14 Resultados obtidos em análise em espectroscopia FT-IR em ATR 

(a) espectro na região de interesse e (b) composição da casca polimérica: razões 
entre áreas dos picos característica de poliuretano, poliuréia e isocianato resi-

dual. 
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33..44..44  EEffeeiittoo  ddaa  CCoonncceennttrraaççããoo  ddee  TTDDII  

 
Para satisfazer os pré-requisitos requeridos para aplicação das na-

nopartículas na área biomédica, é necessário reduzir o diisocianato em 
excesso. Dessa forma, a menor quantidade de TDI suficiente para esta-
bilizar as nanopartículas foi determinada a partir da série de experimen-
tos realizados segundo as formulações apresentadas em Tabela 3.6. O 
efeito da concentração de TDI foi avaliado com variação em quantida-
des mássicas entre 80 a 160 mg, mantendo-se as quantidades de sal de 
cloreto, amido, água, PGPR e ciclohexano constantes. As reações foram 
iniciadas a partir da adição da solução de reticulante composta de 5,0 g 
de ciclohexano, 30 mg de PGPR e TDI. 
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Tabela 3.6 Formulação das miniemulsões inversa de amido obtidas com 7,5 g de 
ciclohexano e posteriormente polimerizadas a 60 °C por 2 horas. 

Reagentes  Referência TDI (mg) 

Amido (g) 0,1 C_8 80 

Água (g) 1,3 TDI_1 100 

NaCl (mg) 50 S_1 120 

PGPR (mg) 149 TDI_2 140 

  TDI_3 160 

  TDI_4 200 
 
A Tabela 3.7 apresenta os diâmetros médios finais obtidos, onde 

é possível observar que concentrações acima de 120 mg de TDI, tem-se 
um aumento significativo do diâmetro das nanopartículas (p < 0,05). 
Como discutido anteriormente, o excesso de TDI presente na fase orgâ-
nica pode reagir com as hidroxilas presentes no surfatante, ocasionando 
esta variação de diâmetro, como pode ser melhor observado em Figura 
3.15. 

 
Tabela 3.7 Características das nanopartículas de amido reticulado obtidos com 

diferentes concentrações de surfatante. 

Ref. TDI (mg) 
Diâmetro médio (nm) / (IPd)* 

Ciclohexano Solução aquosa ** 

C_8 80 209±1 a,b (0,188) 209±1 a,b (0,188) 

TDI_1 100 215±1 b (0,195) 215±1 b (0,195) 

S_1 120 200±1 a (0,195) 200±1 a (0,195) 

TDI_2 140 251±4 c (0,205) 202±3 a (0,197) 

TDI_3 160 284±3 d (0,220) 184±1 e (0,187) 
* Experimento realizado em triplicata. ** Nanocápsulas redispersas em solução aquosa con-
tendo 0,25% em massa de SLS em razão de 6:1 de látex. Letras diferentes indicam diferenças 
significativas de acordo com método de Tukey de comparações das médias (p < 0,05). 

 
Devido o caráter hidrofóbico predominante do PGPR, as molécu-

las de surfatante projetam-se livremente na fase contínua composta de 
ciclohexano. Novamente, o mesmo efeito de contração foi observado ao 
se transferir as nanopartículas para um meio aquoso, devido a hidrofobi-
cidade das moléculas de PGPR. A partir de imagens obtidas por micros-
copia eletrônica das amostras TDI_3, Figura 3.16, observa-se que o ta-
manho das nanocápsulas foi em torno de 200 nm. 
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Figura 3.15 Efeito da concentração de TDI sobre nanopartículas de amido reti-
culadas com 0,1g de amido dispersas em (■) ciclohexano e ( ) solução aquosa. 
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Figura 3.16 Imagens obtidas nanopartículas TDI_3 a partir de microscopia 
eletrônica de (a) transmissão, TEM e de (b) varredura, SEM. 

  
(a) (b) 

 
A Figura 3.17 apresenta o efeito da concentração de TDI sobre a 

composição da casca polimérica. A Figura 3.17a apresenta os picos ca-
racterísticos, enquanto que na Figura 3.17b, observa-se o efeito do au-
mento da concentração de TDI sobre a composição da casca polimérica. 
Uma maior fração de poliuréia foi observado com o aumento da quanti-
dade de TDI, devido a reação unilateral secundária com água. Tais re-
sultados divergem com os obtidos por Baier et al. (2010), os quais não 
observaram efeito da concentração de TDI sobre a composição da casca 
polimérica. 
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Figura 3.17 Resultados obtidos em análise em espectroscopia FT-IR (a) espec-
tro na região de interesse e (b) composição da casca polimérica: razões entre 
áreas dos picos característica de poliuretano, poliuréia e isocianato residual. 
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33..44..55  AAvvaalliiaaççããoo  TTeemmppeerraattuurraa  ddee  RReeaaççããoo  
 

Nanocápsulas de amido reticulado foram preparadas por polime-
rização interfacial a duas temperaturas diferentes, de 60 e 25 °C, com 
diferentes tempos de reação, 2 horas e 24 horas, respectivamente de 
acordo com a formulação TDI_3 apresentada na Tabela 3.6. FT-IR con-
firmou a reação química entre grupos OH presente no amido e no sur-
factante com o grupo NCO presente no TDI. Figura 3.18 apresenta o 
espectro referente a nanocápsulas de amido reticuladas, cuja casca poli-
mérica é composta de grupos uretano e uréia. A vibração da carbonila 
em 1734 cm-1 e da vibração N-H em 1544 cm-1 é uma forte evidência de 
formação de poliuretanos.  

A banda característica de NCO do TDI é observada em 2276 cm-

1. Pode ser observada na Figura 3.18 que, ao diminuir a temperatura para 
25 °C, um pico acentuado de NCO residual foi observado após 24 horas 
de reação, devido ao consumo incompleto de grupos NCO do reticulan-
te. Além do fato de que, a velocidade de reação pode ser mais lenta a 25 
ºC, a viscosidade dentro das gotas aquosa a uma temperatura mais baixa 
é maior do que a 60 ºC, sendo este efeito acentuado pela etapa de gelati-
nização do amido a 90 ºC. A viscosidade mais elevada é devida ao esta-
belecimento de amido de formar um gel viscoso com a água, quando 
aquecida, seguido por resfriamento (NGUYEN & KRISTENSEN, 
1998). A formação desse gel viscoso a 25 ºC pode reduzir a mobilidade 
do amido no interior da gotícula de solução aquosa, resultando numa 
menor concentração de hidroxilas na interface da gota e, por conseguin-



 
Nanocápsulas Biodegradáveis de Núcleo Aquoso  77 

 

 

te, de uma maior quantidade de isocianato residual após a polimerização 
interfacial. 

 
Figura 3.18 Resultados obtidos em análise em espectroscopia FT-IR de nano-

cápsulas preparadas com 160 mg de TDI em diferentes temperaturas (a) 60 °C 
e (b) 25 °C. Ambas com amido previamente gelatinizado. 
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Segundo Baier et al. (2010), a síntese de nanopartículas de amido 

reticulado a temperatura mais amenas proporcionam uma ótima vanta-
gem de encapsular agentes ativos sensíveis a temperatura. A partir disto, 
reações de polimerização interfacial foram realizadas a 60, 40 e 25 °C, 
aplicando-se quantidades de amido (0,2 g), PGPR (149 mg), cloreto de 
sódio (50 mg) e TDI (120 mg) constantes, segundo a Tabela 3.8. 

 
Tabela 3.8 Formulação das reações de polimerização do amido com TDI em 

miniemulsão inversa em diferentes temperaturas. 

Reagentes 
 

Referência TReação (°C) Teor de Sólidos (%) 

Amido (g) 0,2 Am_1a 60 4,49 

Água (g) 1,2 Temp_1 60 2,82 

NaCl (mg) 50 Temp_2 40 2,72 

PGPR (mg) 149 Temp_3 25 2,55 

TDI (mg) 120    
Amido disperso em água a temperatura ambiente, com exceção de a) amido gelatinizado a 
90°C. 

 
Enfatiza-se que, visando a encapsulação de agentes ativos sensi-

tivos a temperatura, a etapa de gelatinização de amido a 90°C não foi 
efetuada, com exceção da reação Am_1.  

2276 cm-1 
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A partir dos dados apresentados na Tabela 3.8, observa-se que o 
processo de solubilização do amido em água apresenta forte influência 
sobre o teor de sólidos final da miniemulsão. Nota-se que teor de sólidos  
experimental foi diferente do teórico (4 % em massa de sólidos), com 
exceção da reação Am_1, basicamente devido à baixa solubilidade do 
amido a temperatura ambiente, havendo perda de material. 

A Figura 3.19 apresenta o efeito da etapa de gelatinização sobre a 
composição da casca polimérica obtida. Devido a perda de material e 
dimuição do teor de sólidos, o procedimento de dispersão do amido em 
temperatura ambiente, sem gelatinização, propicia a formação de poliu-
réia, como apresenta a Figura 3.19b. 

 
Figura 3.19 Efeito da etapa de gelatinização do amido na composição da casca 
polimérica das NCs. (a) espectros na região de interesse obtidos em análise FT-

IR (b) razões entre áreas dos picos característica de poliuretano e poliuréia. 
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A Figura 3.20 apresenta uma comparação entre as diferentes tem-

peraturas de reações quando o amido se encontra apenas disperso na 
fase aquosa. A partir dos dados de razão entre as áreas dos picos carac-
terísticos dos grupos uretano e uréia, foi possível observar que a tempe-
ratura de reação mais baixa favorece a formação de poliuréia, Figura 
3.20b. Tal fato pode ser devido a maior reatividade do TDI com amido 
em temperaturas mais elevadas e igual a 60 °C. 

A Tabela 3.9 apresenta o efeito da etapa de gelatinização e tem-
peratura de reação sobre o diâmetro médio das partículas. A diferença 
entre os teores de sólidos (TS) e viscosidade da fase dispersa é a princi-
pal fator fonte de variação (p < 0,05) entre os diâmetros obtidos em 
Am_1 e Temp_1, Figura 3.21a. 
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Figura 3.20 Efeito da temperatura de reação com amido disperso na fase dis-
persa (a) espectros na região de interesse obtidos em análise FT-IR (b) razões 

entre áreas dos picos característica de poliuretano e poliuréia. 
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Tabela 3.9 Características das nanopartículas de amido reticulado obtidos com 

diferentes concentrações de surfatante. 

Ref T (°C) TS (%) 
Diâmetro médio (nm) / (IPd)a 

Ciclohexano Solução aquosac 

Am_1b 60 4,49 272±2 (0,194) 177±1 (0,201) 

Temp_1 60 2,82 238±3 (0,265) 172±4 (0,181) 

Temp_2 40 2,72 235±2 (0,240) 161±5 (0,198) 

Temp_3 25 2,55 242±4 (0,265) 157±2 (0,171) 
a) Experimento realizado em triplicata. Amido disperso em água a temperatura ambiente, com 
exceção de b) amido gelatinizado a 90 °C. c) Nanocápsulas redispersas em solução aquosa 
contendo 0,25% em massa de SLS em razão de 6:1 de látex.  

 
As diferentes temperaturas de reação não apresentaram efeito 

significativo sobre o diâmetro final das nanopartículas (p = 0,23) disper-
sas em ciclohexano e (p = 0,07) em solução aquosa, Figura 3.21b. 

A única etapa que não foi adaptada para encapsulação de com-
postos sensíveis a temperatura foi a transferência das nanopartículas do 
solvente orgânico para solução aquosa com SLS, a qual foi realizada a 
60 °C. Contudo, novamente, ambas as reações apresentaram efeito do 
surfatante, causando diferenças significativas nos diâmetros médios en-
tre fases contínuas, a qual as nanopartículas estão dispersas.  
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Figura 3.21 Efeito da (a) condição de solubilização do amido em água e (b) 
temperatura de reação sobre nanopartículas de amido reticuladas dispersas em 
(■) ciclohexano e ( ) solução aquosa. Letras diferentes indicam diferenças sig-
nificativas de acordo com método de Tukey de comparações das médias (p < 

0,05). 

0

50

100

150

200

250

300

350
Ciclohexano
Solução Aquosa

D
iâ

m
et

ro
 (

nm
)

Amido

(a)

(b)

(c) (d)

Disperso Gelatinizado

 

0

50

100

150

200

250

300

350

25 40 60

Ciclohexano
Solução Aquosa

D
iâ

m
et

ro
 (

nm
)

Temperatura (0C)

(a) (a) (a)

(b) (b) (b)

 
(a) (b) 

 
33..55  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 
No presente trabalho, formulações estáveis de miniemulsões in-

versas foram obtidas com diferentes concentrações de surfatante e ami-
do. O estudo da estabilidade das miniemulsões inversas foi uma etapa de 
extrema importância, pois na ausência de tal avaliação se tornaria difícil 
estabelecer uma boa reprodutibilidade das polimerizações em miniemul-
sões subsequentes. 

Nanopartículas de amido reticulado com 2,4 – tolueno diisociana-
to foram obtidas com sucesso. A influência de diferentes parâmetros foi 
avaliada, tais como concentração de surfatante, amido, co-estabilizador, 
TDI e tipo de sal aplicado sobre o diâmetro médio das nanopartículas e 
composição da casca polimérica. Foi observado que a concentração de 
TDI influência na determinação do diâmetro médio hidrodinâmico, re-
sultando em um valor acima do real. Já com relação a concentração de 
surfatante, foi observado que quanto maior a sua concentração, menor o 
diâmetro médio final obtido. E, diferentes tipos de sais com valências 
diferentes, devido as diferentes taxas de dissociação, possivelmente po-
dem resultar em pressões osmóticas maiores, resultando em um diâme-
tro menor quando as nanopartículas estão dispersas em ciclohexano. 

Em geral, foi observado que o diâmetro das nanogotas obtidas in-
fluencia a composição da casca polimérica. Quanto menor o diâmetro 
inicial das nanogotas, maior a concentração de poliuretano na composi-
ção da casca polimérica. Acredita-se que tal fato se deve ao aumento da 



 
Nanocápsulas Biodegradáveis de Núcleo Aquoso  81 

 

 

área interfacial total, favorecendo a polimerização interfacial entre TDI 
e amido.  

Todas as reações apresentaram morfologia de nanocápsulas, con-
tendo núcleo aquoso, representando um potencial na encapsulação de 
compostos hidrofílicos.  

 
33..66  IINNFFOORRMMAAÇÇÕÕEESS  DDEE  SSUUPPOORRTTEE  

 
33..66..11  CCaarraacctteerriizzaaççããoo  ddoo  AAmmiiddoo  

 
3.6.1.1 MORFOLOGIA DO GRÂNULO DE AMIDO 

 
Suspensões aquosas de amido solúvel com concentrações iguais a 

7,14 % em massa, escolhida aleatoriamente, foram mantidas a tempera-
tura constante igual a 25 °C por 30 minutos, com agitação branda (IKA 
Werke ETS-D5). Após esta etapa, a amostra foi seca sobre uma lâmina 
de microscópio e analisadas em um microscópio ótico trinocular (Bioval 
modelo L-2000A) com magnificação igual a 100x. As imagens foram 
adquiridas a partir de uma câmera fotográfica Sony Cyber-shot (DSC-
S650/S700).  

 
3.6.1.2 ÍNDICE DE SOLUBILIDADE DO AMIDO 

 
O índice de solubilidade foi determinado por análise de gravime-

tria. Este procedimento foi realizado em triplicata. Suspensões aquosas 
de amido solúvel com concentrações iguais a 7,14 % em massa foram 
mantidas a temperatura constante iguais a 50, 70, 80 e 90 ºC por 30 mi-
nutos, com agitação branda. Posteriormente, as amostras foram centrifu-
gadas a 8,000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi separado para análise 
de teor de sólidos.  

 
33..66..22  GGeellaattiinniizzaaççããoo  ddoo  AAmmiiddoo  
 

A síntese de nanopartículas poliméricas e a encapsulação de 
agentes ativos a partir da técnica de miniemulsão somente são possíveis 
devido à estabilidade das nanogotas, a qual depende da homogeneidade 
da fase contínua e da fase dispersa. Embora o amido seja um polímero 
hidrofílico, o mesmo não é solúvel em água fria, se apresentando em 
forma de grânulos, como apresenta a Figura 3.22.  
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Figura 3.22 Imagem obtida por microscópio óptico dos grânulos de amido solú-
vel de batata dispersos em água por 20 minutos a temperatura ambiente. 

  
 
Para atender a máxima solubilização do amido, o mesmo deve ser 

disperso em excesso de água sob aquecimento. Para obter uma fase dis-
persa homogênea, um estudo preliminar da solubilidade do amido foi 
realizado. Entende-se por solubilidade como a quantidade máxima de 
amido que pode ser obtida em um volume específico de água 
(MUKERJEA et al., 2007). 

A solubilidade do amido em água depende principalmente de dois 
fatores: (1) a quantidade de amido no volume de água e (2) a temperatu-
ra de solubilização (JOHNSTON et al., 2011). Para determinação do 
índice de solubilidade, temperaturas entre 50 e 90ºC foram estudadas e a 
concentração de amido em água foi mantida constante e igual a 76,75 
mg.ml-1, a qual também foi a concentração proposta inicialmente da fase 
dispersa das miniemulsões inversas. A Figura 3.23 apresenta os resulta-
dos obtidos para o índice de solubilidade em função da temperatura. 

A partir da concentração inicial da suspensão aquosa de amido 
solúvel de batata e considerando o índice de solubilidade médio, em 30 
minutos com agitação branda sob temperatura constante, a solubilidade 
do amido em água foi igual a 1,02; 16,64; 68,93 e 81,27 mg.ml-1, para as 
temperaturas igual a 50, 70, 80 e 90 ºC, respectivamente. Dessa forma, 
pode-se afirmar que o percentual de material solúvel de amido aumenta 
significativamente com a temperatura. 

Este resultado está de acordo com os obtidos por Johnston et al. 
(2011) e se deve ao fato de o aquecimento causar o rompimento do grâ-
nulo de amido, iniciando o processo de gelatinização, resultando em 
uma maior solubilidade e um aumento da viscosidade a temperaturas 
mais altas.  
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Figura 3.23 Índice de solubilidade do amido de batata solúvel em função da 
temperatura e concentração constante. 
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Uma propriedade relacionada ao processo de gelatinização é o 

processo de retrogradação, o qual ocorre quando a solução de amido é 
resfriada e as cadeias do amido tendem a se reorganizar novamente a 
partir de ligações de hidrogênio entre grupos hidroxilas da amilose, 
principalmente, formando um gel, aumentando novamente a viscosidade 
da pasta e dificultando a evaporação da água. Devido ao processo de 
resfriamento e à formação de uma pasta viscosa, o erro experimental foi 
maior para as análises de gravimetria após gelatinização com temperatu-
ras iguais a 80 e 90 ºC, resultando em um índice médio de solubilidade 
do amido em 105 % em massa para a temperatura de 90 ºC, solubilizan-
do completamente o amido. 

 
33..66..33  OObbtteennççããoo  ddee  MMiinniieemmuullssõõeess  EEssttáávveeiiss  

 
3.6.3.1 TEMPO DE ULTRASONICAÇÃO 

 
Para avaliar o efeito do tempo de ultrassonificação sobre o diâme-

tro inicial médio das nanogotas, miniemulsões foram formadas contendo 
teor de sólidos igual a 4,7 % em massa com três repetições, conforme a 
Tabela 3.10.  

Enfatiza-se que o amido foi gelatinizado previamente em solução 
aquosa contendo o sal durante 30 minutos sob temperatura constante de 
90 ºC. O tempo de ultrassom variou entre 1 a 4 minutos com uma inten-
sidade constante igual a 70 %. A Figura 3.24 apresenta as médias dos 
resultados obtidos para diâmetro médio e índice de polidispersão (IPd) 
das nanogotas. 
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Tabela 3.10 Formulação das miniemulsão para avaliação do efeito do ultrassom 
sobre a identidade das nanogotas. 

Reagentes 
Repetição 

1 2 3 
Fase Aquosa    

NaCl (g) 0,056 0,053 0,053 

Amido (g) 0,099 0,104 0,099 

Água (g) 1,342 1,325 1,346 

Fase Orgânica    

PGPR (g) 0,284 0,286 0,288 

Ciclohexano (g) 7,541 7,575 7,511 
 

Figura 3.24 Efeito do tempo de ultrassonificação sobre o diâmetro inicial e ín-
dice de polidispersão (IPd) das nanogotas aquosas de amido. Letras diferentes 
indicam diferenças significativas de acordo com método de Tukey (p < 0,05).  
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A partir dos resultados, pode-se observar que ao aumentar-se o 
tempo de ultrassom, menor é o diâmetro médio das gotas e o índice de 
polidispersão obtidos, devido a maior exposição a energia ultrassônica. 
Observa-se que, inicialmente, se tem uma diminuição aparente do diâ-
metro médio, seguido de um valor praticamente constante. Aumentan-
do-se o tempo da etapa de ultrassonificação de 1 para 2 minutos, as na-
nogotas formadas são menores, porém sem diferença significativa (p = 
0,22) entre os diâmetros. Enquanto que o aumento do tempo para 3 mi-
nutos apresentou diferença significativa (p < 0,05), resultando em um 
diâmetro médio menor e igual a 110 ± 3,6 nm. Porém, a partir de 3 mi-
nutos, o diâmetro inicial das nanogotas não apresentou mais diferença 
significativa (p = 0,86). 
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Tal fato pode ser explicado a partir do recobrimento superficial 
das nanogotas pelo surfatante. Acredita-se que entre 1 e 3 minutos de 
ultrassom, o surfatante está recobrindo a maior área superficial possível. 
Contudo, aumentando-se o tempo da etapa de ultrassonificação de 3 
para 4 minutos, o recobrimento proporcionado pelo surfatante já não é 
mais suficiente. Uma vez que, imediatamente após o término da etapa de 
ultrassonificação, as nanogotas atingem um pseudo-equilíbrio entre coa-
lescência e fissura, sendo que a falta de recobrimento total da área su-
perficial das nanogotas propicia a coalescência, não havendo diferença 
significativa (p = 0,86) do diâmetro médio entre 3 (110 ± 3,6 nm) e 4 
(106 ± 3,8 nm) minutos de ultrassom.  

 
33..66..44  PPoolliimmeerriizzaaççããoo  eemm  MMiinniieemmuullssããoo  IInnvveerrssaa  

 
3.6.4.1 INFLUÊNCIA DO TEMPO DE GOTEJAMENTO DO TDI 

 
Para investigar se o tempo de gotejamento do reticulante é um fa-

tor influente nas características finais das partículas obtidas, miniemul-
sões foram formadas contendo 7,5 g de ciclohexano e 3,5% em massa 
de sólidos. As reações foram iniciadas a partir da adição da solução de 
reticulante composta de 5,0 g de ciclohexano, 30 mg de PGPR e 120 mg 
de TDI. A solução de TDI foi alimentada em diferentes tempos imedia-
tamente após a etapa de ultrassonificação, 1 a 5 minutos. A Figura 3.25 
apresenta os resultados de diâmetro das nanopartículas após 2 horas de 
reação. 

Observa-se que todos os diâmetros finais das nanopartículas obti-
dos foram em torno de 200 nm, não havendo diferença significativa (p < 
0,05). Dessa forma, pode-se afirmar que o tempo de adição da solução 
de reticulante não é um fator fonte de variação. Sendo assim, a solução 
de reticulante foi gotejada a miniemulsão em 1 minuto. 
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Figura 3.25 Efeito do tempo de alimentação da solução de TDI sobre o diâme-
tro final das nanopartículas de amido reticulado após 2 horas de reação a 60 
ºC. Letras diferentes indicam diferenças significativas de acordo com método 

de Tukey de comparações (p < 0,05). 
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3.6.4.2 EFEITO DO TIPO E CONCENTRAÇÃO DE CO-ESTABILIZADOR 
 
Para realizar as medidas de tensão interfacial entre as fases que 

compõem a miniemulsão inversa foi utilizado um tensiôme-
tro/goniômetro (Ramé-Hart, modelo 250). O procedimento adotado foi o 
da gota pendente na condição de equilíbrio de dois líquidos não miscí-
veis.  

A gota composta por água e sal foi formada com o auxílio de uma 
microseringa contendo um tubo capilar submersa em uma solução de 
ciclohexano e surfatante (1,98% em massa de PGPR com relação ao 
solvente orgânico), que se encontra homogênea em um cubeta de vidro. 
Com a utilização de uma câmera, o equipamento registra a forma da 
gota em função do tempo com o auxílio do software DROPimage Ad-
vanced. 

A tensão interfacial foi calculada a partir da equação de Laplace, 
a qual correlaciona a diferença de pressão ao longo de uma interface 
com a tensão interfacial e o raio de curvatura desta interface formada 
dois líquidos imiscíveis. As análises foram realizadas com três repeti-
ções para verificar a confiabilidade. 

Observou-se que os diferentes tipos de co-estabilizador não influ-
enciaram significativamente a tensão interfacial entre as fases (p = 
0,36). 

Enfatiza-se que análises de tensão interfacial entre fase aquosa 
contendo amido gelatinizado e fase orgânica composta de ciclohexano e 
surfatante foram realizadas, contudo, não houve reprodutibilidade devi-
do o processo de retrogradação. 



 
Nanocápsulas Biodegradáveis de Núcleo Aquoso  87 

 

 

Tabela 3.11 Influencia do tipo e concentração de co-estabilizador sobre a tensão 
interfacial entre gota de solução salina e ciclohexano com surfatante. 

Látex NaCl (mol/g)* CuSO4 (mol/g)* γ (mN/m) 
C_8 6,58 x 10-4 - 3,04±0,09 
C_11 9,21 x 10-4 - 3,08±0,03 
C_9 5,26 x 10-4 4,82 x 10-5 3,56±0,02 

* Concentração molar com relação a água. 
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EENNCCAAPPSSUULLAAÇÇÃÃOO  EE  LLIIBBEERRAAÇÇÃÃOO  DDEE  CCOOMMPPOOSSTTOOSS  HHIIDDRROOFFÍÍ--
LLIICCOOSS  EEMM  NNAANNOOCCÁÁPPSSUULLAASS  BBIIOODDEEGGRRAADDÁÁVVEEIISS  

 
44..11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 
Novas estratégias para administração de fármacos hidrofílicos 

têm recebido grande atenção na área de pesquisa e desenvolvimento. 
Fármacos de caráter hidrofílico ainda representam um desafio, atribuído 
a sua fragilidade, fácil degradação e oxidação in vivo e a baixa penetra-
ção celular de macromoléculas, tais como ácidos nucleicos, peptídeos e 
proteínas, utilizadas no tratamento de uma grande variedade de doenças, 
como câncer (VRIGNAUD; BENOIT & SAULNIER, 2011). Conside-
ráveis esforços têm sido feito com a finalidade de identificar estratégias 
para evitar a degradação e a oxidação destes compostos até que estes 
compostos possam atingir o alvo de ação, o tecido doente. Encapsulação 
destes compostos representa uma alternativa de proteção e de entrega 
eficiente de fármacos hidrofílicos ao tecido específico (VRIGNAUD; 
BENOIT & SAULNIER, 2011; BHARALI et al., 2003; CRESPY et al., 
2007; BAIER et al., 2010). Além de outras vantagens, tais como, redu-
ção de efeitos colaterais decorrentes de administração direta, maior con-
forto do paciente com a diminuição de doses e melhora da farmacociné-
tica, processo que abrange absorção, distribuição, biotransformação e 
excreção dos fármacos após a sua administração.  

Entre os diferentes sistemas carreadores de fármacos, a importân-
cia de nanopartículas poliméricas na elaboração de sistemas de liberação 
controlada é atualmente reconhecida (BATHFIELD; GRAILLAT & 
HAMAIDE, 2005; VRIGNAUD; BENOIT & SAULNIER, 2011). Con-
tudo, técnicas usualmente utilizadas e já bem estabelecidas na literatura 
para a encapsulação de compostos hidrofóbicos não se aplicam na en-
capsulação eficiente para compostos hidrofílicos. Técnicas de dupla 
emulsão com difusão de solvente e emulsão seguida evaporação de sol-
vente são comumente investigadas na encapsulação destes compostos. 
Contudo, estas técnicas resultam em uma baixa eficiência de encapsula-
ção de moléculas hidrofílicas devido à rápida partição do fármaco para a 
fase aquosa externa (COHEN-SELA et al., 2009; HANS & LOWMAN, 
2002).  

A técnica de polimerização em miniemulsão inversa apresenta 
uma oportunidade promissora de preparação de nanopartículas com nu-
cleo-aquoso. Estas nanopartículas apresentam morfologia de casca-
núcleo, onde o núcleo é composto de água, aumentando a solubilidade 
do fármaco dentro das nanocápsulas, resultando em uma alta eficiência 
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de encapsulação. Esta tecnologia relativamente recente foi desenvolvida 
para a encapsulação de compostos hidrofílicos, visando a aplicação na 
área biomédica como sistemas de liberação controlada de fármacos. Para 
tal aplicação, é necessário garantir que as nanopartículas apresentem 
superfície biocompatível, sejam preparadas a partir de materiais não-
tóxicos e também biodegradáveis (LANDFESTER, 2003). Dessa forma, 
a utilização de materiais biocompatíveis e biodegradáveis para a prepa-
ração de sistemas de liberação de fármaco tem se tornado um atrativo.  

Consideráveis estudos utilizam polímeros naturais na preparação 
de nanopartículas. Biopolímeros provenientes de fontes renováveis, tais 
como celulose, chitosana e amido são os mais comumente usados. Ami-
do está entre os biopolímeros mais promissores devido a sua biodegra-
dabilidade inerente, abundância e de fonte renovável (ZANETTI-
RAMOS, 2011; KIM et al., 2012). Encontrado em raízes, caules, semen-
tes agrícolas e alimentos básicos como arroz, milho, trigo, mandioca e 
batata, é composto principalmente de dois homopolímeros de D-glicose: 
amilase, uma cadeia linear de α-D(1,4)-glicose e amilopectina, contendo 
a mesma espinha dorsal que a amilose, mas também com ligações α-
D(1,6), como apresenta a Figura 4.1. 

 
Figura 4.1 Estrutura molecular (a) amilose, cadeia linear (Glu-Glu α-1,4) e (b) 

amilopectina, cadeia ramificada (Glu-Glu α-1,4 e α-1,6). 

  
(a) (b) 

 
O amido é o único polissacarídeo organizado em discretas partícu-

las, conhecidas como grânulos, cujo tamanho, morfologia, forma, com-
posição e estrutura supramolecular dependem do tipo de fonte botânica. 
O tamanho dos grânulos pode variar entre 2 a 100 µm de diâmetro e a 
sua composição, em sua maioria, é composta de 72 a 82 % em massa de 
amilase e 18 a 28 % em massa de amilopectina (LE CORRE; BRAS & 
DUFRESNE, 2010). 
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Amido é hidrolisado a glucose, maltose e malto oligossacarídeos 
pela α- e β-amilases e outros enzimas similares (SARIKAYA et al., 
2000). A hidrólise enzimática do grânulo de amido não ocorre homoge-
neamente (HELBERT; SCHÜLEIN & HENRISSAT, 1996). Foi obser-
vado que a degradação enzimática do grânulo de amido começa em um 
ponto aleatório da superfície e continua radialmente, resultando na for-
mação de poros (HELBERT; SCHÜLEIN & HENRISSAT, 1996). De-
vido a rápida degradação enzimática do amido nativo, consequentemen-
te uma rápida liberação de muitos fármacos, a sua aplicação em sistema 
de liberação controlada de fármaco não é adequada (BENEKE; 
VILJOEN & HAMMAN, 2009). Com a finalidade de inibir ou reduzir a 
degradação enzimática, nanopartículas foram preparadas usando amido 
modificado, tal como amido hidroxietil (HES) (BAIER et al., 2012) e 
amido reticulado (HAMDI; PONCHEL & DUCHÊNE, 1998; HAMDI 
& PONCHEL, 1999). Adicionalmente, amido vêm sendo combinado a 
outros polímeros para obter as propriedades desejadas (AZEVEDO & 
REIS, 2009). 

Foi demonstrado que o perfil de degradação de partículas prepara-
das com amido reticulado depende da concentração de α-amilase 
(HAMDI; PONCHEL & DUCHÊNE, 1998; RAHMOUNI et al., 2001). 
Micropartículas de amido reticulado de tamanho em torno de 5 µm fo-
ram preparadas a partir da técnica de emulsão inversa usando uma mis-
tura de ciclohexano e clorofórmio como fase contínua e epicloroidrino 
como agente reticulante (HAMDI; PONCHEL; DUCHÊNE, 1998; 
HAMDI & PONCHEL, 1999). A degradação enzimática por α-amilase 
das partículas foi investigada in vitro em pH 7,4, contendo 0,132 g/l de 
cálcio a 37 °C. Foi observado que, devido a insolubilidade das partículas 
de amido reticulado em água, juntamente com a difusão limitada da en-
zima na partículas, a qual depende da quantidade de poros, a degradação 
das partículas de amido é um mecanismo controlado pela área superfí-
cial total e que ocorre na interface líquido-sólido entre a fase contínua e 
a partícula (HAMDI; PONCHEL & DUCHÊNE, 1998), e acredita-se 
que pode ser afetado pelo teor de reticulação.  

A partir do exposto, a encapsulação de compostos hidrofílico foi-
investigada em nanopartículas biodegradáveis derivada de polissacarí-
deo, almejando-se uma alta eficiência de encapsulação. As nanocápsulas 
foram obtidas a partir de polimerização interfacial via técnica de minie-
mulsão inversa. Para tanto, nanocápsulas de amido reticulado foram 
preparadas utilizando 2,4-tolueno diisocianato como agente reticulante 
em diferentes temperaturas de reação e a biodegradação enzimática foi 
avaliada utilizando-se diferentes concentrações de α-amilase. 
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44..22  PPRROOCCEEDDIIMMEENNTTOOSS  EEXXPPEERRIIMMEENNTTAAIISS  
 
44..22..11  MMaatteerriiaaiiss  

 
Sulforodamina 101 (SR 101, BioChemica, Aldrich), um marcador 

fluorescente foi encapsulado nas nanocápsulas por ser composto de ca-
ráter hidrofílico. Para a redispersão das nanocápsulas em meio aquoso, 
lauril sulfato de sódio (SLS, Merck) e Tween 80 (Vetec) foram utiliza-
dos como surfatante. Os estudos de degradação enzimática das nanocáp-
sulas de amido reticulado foram realizados utilizando-se α-amilase de 
Bacillus subtilis (Fluka). Água destilada foi utilizada em todos os proce-
dimentos. Uma solução tampão de fosfato (PBS) 0,05 M e pH 7,4 foi 
preparada a partir de fosfato de sódio dibásico e monobásico. Todos os 
reagentes foram utilizados sem nenhum procedimento de purificação. 

 
44..22..22  PPrroocceeddiimmeennttooss  EExxppeerriimmeennttaaiiss  
 

As nanopartículas de amido reticulado foram previamente sinteti-
zadas a partir de polimerização por etapa como apresentado no Capítulo 
III utilizando 160 mg de TDI, segundo formulação TDI 3. Para a encap-
sulação da sulforodamina 101, a água que compõe a fase dispersa foi 
substituída por uma solução aquosa contento 0,02 % em massa de SR 
101, como apresenta o esquema na Figura 3.2. 

 
Figura 4.2 Esquema de encapsulação de compostos hidrofílicos (SR 101) a par-

tir de polimerização interfacial em miniemulsão inversa. 

    
 
Após a síntese, nanocápsulas dispersas em ciclohexano foram 

adicionadas com auxilio de agitação magnética por 10 minutos em uma 
solução aquosa ou em solução PBS, ambas contendo SLS (lauril sulfato 
de sódio) ou Tween 80, seguida de uma etapa de sonicação por 1 minuto 
com uma amplitude de 70 % em um regime de pulso (20 segundos soni-
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cando, 10 segundos de pausa). Segue-se com a evaporação do solvente 
por 8 horas a temperatura ambiente sob agitação magnética de 500 rpm. 

 
44..22..33  CCaarraacctteerriizzaaççããoo  

 
4.2.3.1 TAMANHO MÉDIO DAS PARTÍCULAS 

 
O tamanho médio das nanocápsulas de amido foi determinado 

por espalhamento dinâmico de luz (DLS), utilizando o equipamento Ze-
tasizer, Nano Series – Malvern Intruments, o qual se baseia na taxa de 
difusão das partículas através do fluido para mensurar o diâmetro médio 
das partículas. Para realizar esta análise, as amostras finais foram diluí-
das em ciclohexano, em água ou em solução tampão de fosfato de sódio, 
dependendo do meio em que as nanocápsulas se encontram dispersas. 

 
4.2.3.2 EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO E PERMEABILIDADE DA 

CASCA POLIMÉRICA 
 
Eficiência de Encapsulação de Marcador Fluorescente Hidrofí-

lico: A eficiência de encapsulação de SR 101 foi estudada após a redis-
persão das nanocápsulas em solução aquosa. Para tanto, 1 g das nano-
cápsulas dispersas em ciclohexano foram redispersadas em 5 g de água 
contendo 0,3 % em massa de SLS. Após a etapa de ultrasonicação, ci-
clohexano foi evaporado por 8 horas a 25 °C a 1000 rpm de agitação 
magnética. A eficiência de encapsulação foi determina a partir de um 
espectrofotômetro de fluorescência (NanoDrop ND-3300, PEQLab, lo-
cado no Instituto Max-Planck para Pesquisa em Polímeros - Mainz, 
Alemanha). SR 101 foi escolhido com marcador fluorescente hidrofílico 
devido a sua fluorescência estável na região do vermelho (λexc / λem: 583 
/ 603 nm). Um estudo da estabilidade é apresentado em Informações de 
Suporte. A eficiência de encapsulação foi calculada relacionando o sinal 
de fluorescência do sobrenadante da amostra após centrifugação a 4000 
rpm por 30 min (Figura 4.3) com uma curva de calibração, apresentada 
em Informações de Suporte.  

Permeabilidade da Casca Polimérica: A permeabilidade da casca 
polimérica das nanocápsulas redispersas em solução aquosa contendo 
SLS foi investigada a partir da determinação de perda de compostos 
hidrofílicos para a solução aquosa ao longo de sete dias a 37 °C. Alíquo-
tas foram retiradas com específicos intervalos de tempo e centrifugadas 
a 4000 rpm (1467 xg, Centrifuga Eppendorf 5417C) durante 30 min 
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(Figura 4.3). Sobrenadante foi analisado em um espectrofotômetro de 
fluorescência (NanoDrop ND-3300, PEQLab).  

 
Figura 4.3 Esquema do procedimento adotado para determinação de eficiência 
de encapsulação (EE %) e permeabilidade da casca polimérica a partir da mi-

gração de SR 101 para a fase contínua. 

 
 

4.2.3.3 LIBERAÇÃO DE COMPOSTOS HIDROFÍLICOS 
 
Liberação de Compostos Hidrofílicos Através de Degradação 

Enzimática das Nanocápsulas: Para os experimentos de liberação, uma 
solução tampão de fosfato de sódio (PBS) foi preparada com 0,05 M e 
pH 7.4. As nanocápsulas foram redispersas em solução PBS como des-
crito a seguir: 2 g de NCs dispersas em ciclohexano foram redispersas 
em 10 g de solução PBS com 1 g de Tween 80. Após 8 horas de evapo-
ração do ciclohexano em temperatura ambiente e agitação em 1000 rpm, 
amilase previamente dissolvida em solução PBS foi adicionada às nano-
cápsulas, resultando em uma concentração final de enzimas igual a 36; 
18; 9; 0,9 e 0 mg.ml-1. As amostras foram gentilmente agitadas e a ciné-
tica de liberação de SR 101 através da degradação enzimática das nano-
cápsulas foi avaliada a 37 °C..Alíquotas de 1 ml da amostra foram reti-
radas periodicamente e a reação enzimática foi parada com a adição de 
0,5 ml de uma solução de HCl 0.1 M. As nanocápsulas foram sedimen-
tadas por centrifugação por 30 min a 4800 rpm (1467 xg, Centrifuga 
MiniSpin Eppendorf), e o sobrenadante foi analisado em um espectrofo-
tômetro UV-vis (AJX-1900, Micronal), de acordo com o esquema apre-
sentado na Figura 4.4. O espectrograma em UV-vis do SR 101 está 
apresentado em Informações de Suporte, o qual apresenta absorbância 
máxima em 584 nm. 

 

EE (%) e Vazamento 
de SR 101 
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Figura 4.4 Esquema do procedimento adotado para investigação da cinética de 
liberação de marcador hidrofílico desencadeada a partir de degradação enzi-

mática do amido pela amilase. 

 
 

Atividade Enzimática: Primeiramente, a atividade da α-amilase 
foi determinada a partir de um ensaio colorimétrico. A atividade enzi-
mática depende das condições do ambiente e por isso, foi avaliada em 
uma solução tampão de fosfato 0,05 M em pH 7,4 e 37 °C, visando a 
aplicação biomédica. Uma suspensão de amido gelatinizado foi previa-
mente preparada com concentração igual a 0,1 g.ml-1 de amido em solu-
ção tampão de fosfato e mantida a 37 °C. A degradação enzimática ini-
ciou com a adição de enzimas dissolvidas em solução tampão de fosfato, 
resultando em uma concentração final de 3,61 µg.ml-1 de enzimas. A 
reação enzimática ocorreu com agitação magnética constante e foi inter-
rompida em intervalos de tempo com a adição de 5 mL de solução de 
0,1 M de HCl. 0,5 ml da mistura resultante foi adicionada a 5 ml de uma 
solução de iodine. A solução de iodo foi preparada a partir de uma solu-
ção mãe (500 mg de iodo e 5 g de iodeto de potássio em 100 ml de 
água), diluindo-a em 100 vezes. A solução de iodine apresenta coloração 
marrom avermelhada e em presença de amido residual não convertido, 
se torna azul. A absorbância da cor azul foi analisada no comprimento 
de 620 nm em um espectrofotômetro UV-vis (AJX-1900, Micronal). A 
amostra controle foi preparada com a solução de iodo, porém, sem en-
zimas e sem substrato. A absorbância da amostra com amido reagido foi 
comparada com a da amostra com amido incialmente sem adição de 
enzimas, preparada seguindo o mesmo procedimento. 
 
44..33  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  
 

Devido às características de polimerização interfacial usando mi-
niemulsão inversa, nanopartículas com estrutura casca-núcleo foram 
obtidas (Figura 4.5) e altas eficiências de encapsulação foram encontra-
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das, entre 70 e 92 % aproximadamente. Na Figura 4.6a é possível obser-
var que com uma menor quantidade de TDI (80 mg), a eficiência de en-
capsulação foi mais baixa (70 %) em relação a uma maior quantidade de 
TDI (160 mg, 92 %), após a redispersão de nanocápsulas (NCs) em 
água.  

 
Figura 4.5 Imagem de microscopia de nanocápsulas de amido reticulado com 

160 mg de TDI. 

 
 

Figura 4.6 Eficiência de encapsulação do SR 101 em nanocápsulas preparadas 
com diferentes quantidades de TDI. (b) Migração cumulativa de corante hidro-

fílico das cápsulas para a fase aquosa contínua a 37 ºC. 
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A perda de SR 101 para o meio contínuo aquoso foi monitorada 

durante 7 dias a 37 °C e pode ser atribuída à permeabilidade da casca 
polimérica, Figura 4.6b. A perda de SR 101 por migraçao à fase aquosa 



 
Encapsulação de Compostos Hidrofílicos 97 

 

 

após a redispersão em água pode ser facilmente minimizada aumentan-
do-se a quantidade de TDI na reação, favorecendo o teor de reticulação. 

Para avaliar a cinética de liberação de SR 101 desencadeada ape-
nas pela degradação enzimática, as nanocápsulas sintetizadas com 160 
mg de TDI foram utilizadas.  

Previamente, a atividade enzimática foi determinada utilizando as 
mesmas condições para os testes de degradação, PBS 0,05 M e pH 7,4 a 
37 °C. As enzimas apresentaram atividade de 839 U/mg de enzima, re-
sultados mostrados em Informações de Suporte. 

A cinética de liberação de compostos hidrofílicos desencadeada 
por degradação enzimática foi monitorada com diferentes concentrações 
de α-amilase (36; 18; 9 e 0,9 mg.ml-1) utilizando o marcador SR 101. 
Periodicamente, análise de espectroscopia de UV-vis foram realizadas 
do sobrenadante de alíquotas retiradas em 0, 2, 4, 18, 24 e 48 horas.  

Os resultados obtidos da absorbância máxima de SR 101 em 584 
nm de comprimento estão apresentados na Figura 4.7. Pode ser observa-
do que ao aumentar a concentração de amilase, maior quantidade de SR 
101 foi liberada até 18 horas de degradação. Após 18 horas a concentra-
ção do marcador hidrofílico no meio contínuo foi constante para todas 
as concentrações de amilase, indicando que não há mais degradação, 
consequentemente, liberação do composto hidrofílico (Figura 4.7). 

 
Figura 4.7 Cinética de liberação de SR 101 desencadeada por degradação en-

zimática das nanocápsulas sintetizadas com 160 mg de TDI com diferentes con-
centrações de amilase. 
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A amostra controle sem a presença de enzima apresentou absor-
bância máxima em torno de 0,750 unidade adimensional, sendo que as 
pequenas variações podem ser atribuídas a danos na casca polimérica 
das nanopartículas durante o processo de centrifugação. 

A cinética de liberação foi inicialmente determinada imediata-
mente após a adição da amilase ao meio. O aumento da concentração de 
SR 101 inicial com a concentração de amilase indica a liberação do 
composto hidrofílico localizado na superfície das nanocápsulas. Tal fato 
se deve a reação enzimática imediata com a camada superficial das na-
nocápsulas. Ao aumentar-se a concentração de amilase, maior a degra-
dação da superfície das nanocápsulas e maior quantidade de SR 101 foi 
determinada no sobrenadante.  

Observa-se que após a etapa inicial de degradação, a liberação de 
SR 101 com a menor quantidade de enzima avaliada (0,9 mg/ml) não foi 
significativa, indicando a degradação muito lenta. Concentrações enzi-
máticas acima de 9 mg/ml foram significativas na cinética de liberação 
do marcador hidrofílico até 18 horas de reação enzimática.  

 
44..44  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 
Nanocápsulas de amido reticulado foram preparadas utilizando a 

técnica de miniemulsão inversa a partir da polimerização interfacial en-
tre amido de batata gelatinizado e 2,4-TDI. As nanocápsulas com estru-
tura de casca-núcleo foram preparadas com duas diferentes quantidade 
de TDI e foi observado que a eficiência de encapsulação depende do 
teor de reticulação. 

O aumento da concentração de TDI favoreceu a reticulação, con-
sequentemente, minimizou a perda de SR 101 para a fase aquosa contí-
nua. Sumarizando, este trabalho apresentou uma possibilidade promisso-
ra para encapsulação de compostos hidrofílicos em nanocápsulas biode-
gradáveis com alta eficiência de encapsulação.  

A biodegradabilidade das nanocápsulas foi demonstrada indire-
tamente pela cinética de liberação de SR 101 desencadeada com degra-
dação enzimática das nanocápsulas. A cinética de liberação foi estudada 
a partir de medidas de absorção em espectrofotômetro de UV-vis. As 
nanocápsulas de amido foram degradadas por diferentes concentrações 
de α-amilase. Observou-se que concentrações de amilase abaixo de 0.9 
mg/ml não apresentam liberação do SR 101, consequentemente, degra-
dação muito lenta das nanocápsulas reticuladas.  
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44..55  IINNFFOORRMMAAÇÇÕÕEESS  DDEE  SSUUPPOORRTTEE  
 
Estabilidade do Marcador Hidrofílico: a estabilidade de SR 101 

foi investigada a partir de espectroscopia de fluorescência (NanoDrop 
ND-3300, PEQLab). O marcador foi submetido a todas as etapas do 
processo, tais como, diluição em água, aquecimento a 90 °C por 30 min, 
ultrasonicação e aquecimento a 60 °C por 2 horas. No final de cada eta-
pa, uma alíquota foi analisada e verificado se houve alteração no sinal 
de fluorescência. 

 
Figura 4.8 Estabilidade do SR 101. (a) Espectros após cada etapa realizada 

para síntese das nanocápsulas. (b) Sinal de Fluorescência no comprimento de 
onda 610 nm 1) inicial, após 2)30 min em 90 °C, 3) 1 hora em 25 °C, 4) ultraso-

nicação e 5) 2 horas a 60 °C. 
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Figura 4.9 Perfil de intensidade de fluorescência com relação a concentração de 

SR 101. Curva de calibração de SR 101. 
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Figura 4.10 Espectro de absorbância do SR 101 na região do visível. 
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Atividade Enzimática: a atividade enzimática foi determinada a 

partir de um ensaio colorimétrico, avaliado por espectroscopia de UV-
vis. 

 
Figura 4.11 Perfil de (a) intensidade de absorção (b) moles de amido remanes-

cente com o tempo de reação enzimática. 
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A atividade da enzima foi de 33 µmol.min-1, enquanto que a ati-

vidade específica da enzima calculada foi igual a 839 U.mg-1 de enzima, 
sendo U definido pela hidrólise de 1 µmol de substrato por minuto. 

 

584 nm 
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OOBBTTEENNÇÇÃÃOO  DDEE  MMIICCRROOPPAARRTTÍÍCCUULLAASS  PPOOLLIIMMÉÉRRIICCAASS  BBIIOO--
DDEEGGRRAADDÁÁVVEEIISS  EE  MMOONNOODDIISSPPEERRSSAASS  

 
55..11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 
Aplicação de nanopartículas e micropartículas como sistemas de 

liberação controlada de fármacos já está bem estabelecida na literatura. 
As vantagens da aplicação de nanopartículas sobre as micropartículas já 
foram amplamente discutidas. Dentre as principais vantagens de nano-
partículas, pode-se citar a possibilidade de administração por diferentes 
meios, considerável aumento do tempo de circulação sanguínea, melhor 
distribuição corporal e aumento da biodisponibilidade dos fármacos, 
devido à facilidade de permear as barreiras celulares (KREUTER, 
1996). Apesar da transição gradual de tamanho entre as nanopartículas e 
micropartículas, fatores fisiológicos, anatômicos e físico-químicos são 
as principais fontes para as divergências entre as nano e as micropartícu-
las, e.g., distintas aplicações (KOHANE, 2007).  

Administração a partir de inalação oral se tornou uma modalidade 
de tratamento importante no tratamento de doenças pulmonares (ZENG; 
MARTIN & MARRIOTT, 1995). Esta rotina de administração apresen-
ta vantagens com relação às demais, tais como aumento da concentração 
de fármaco no local de ação e decréscimo dos possíveis efeitos colate-
rais (MANCA et al., 2008). Além destas vantagens, apesar de o pulmão 
e o trato respiratório serem capazes de metabolizar a dose de fármaco 
liberado, o pulmão apresenta uma grande área superficial absortiva, a 
qual permite uma grande quantidade de componentes na circulação san-
guínea a taxas consideráveis (BYRON, 1990). Contudo, uma desvanta-
gem significativa que muitos fármacos inaláveis apresentam é a sua cur-
ta duração de efeito clínicos, o que requer a administração de pelo me-
nos três a quatro vezes diariamente. 

Delinear e preparar um novo tratamento administrado por aeros-
sóis é complexo e algumas variáveis devem ser exploradas. Segundo 
Hureaux et al. (2009), os sistemas de inalação devem satisfazer os se-
guinte requisitos: a) as propriedades do fármaco e de seu carreador de-
vem se manter inalteradas durante o processo de nebulização; b) o ae-
rossol deve ser composto de gotas com tamanho na faixa entre 1 a 5 µm 
de diâmetro aerodinâmico e um período inferior a 15 minutos para se 
atingir a dose desejada e, c) a solução inalada deve apresentar pH e os-
molaridade característicos precisos. 

Enfatiza-se que a baixa eficiência de liberação das formulações 
mais tradicionais de aerossóis se deve a presença de partículas com ta-
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manho acima de 5 µm, as quais são retidas na boca e esôfago, direcio-
nadas ao sistema digestivos em vez de os pulmões. Por outro lado, partí-
culas muito pequenas (menores de 0,4 µm, tipicamente conhecidas co-
mo nanopartículas) também apresentam baixa eficiência de deposição 
(BHARATWAJ et al., 2010) por serem facilmente expiradas ao longo 
da respiração. Dessa forma, o restrito tamanho requerido das partículas 
representa um importante desafio nesta etapa do trabalho. 

A técnica de membrana microporosa já está estabelecida na lite-
ratura na obtenção de micropartículas monodispersas, sendo a membra-
na porosa de fibra de vidro Shirasu (SPG) a mais relatada e utilizada na 
literatura (BAO et al., 2007). A partir de microscopia eletrônica de var-
redura, Ito e Makino (2004) comprovaram a obtenção de micropartículas 
monodispersas a partir de emulsificação com membrana SPG. A partir 
disto, este trabalho tem como objetivo preparar micropartículas de dis-
tribuição de tamanho estreito com uma abordagem fácil e de apenas um 
passo de emulsificação. 

 
55..22  PPRROOCCEEDDIIMMEENNTTOOSS  EEXXPPEERRIIMMEENNTTAAIISS  
 
55..22..11  MMaatteerriiaaiiss  

 
Poli(L-ácido láctico) (PLLA, Biomer Biopolyesters, Biomer 

L9000®, Mn=66500 g.mol-1 e Mw=145000 g.mol-1, determinados a 
partir de GPC em clorofórmio; Biomer, Krailing, Alemanha) foi esco-
lhido como polímero e clorofórmio (Acros Organics), como solvente, 
ambos para a preparação das micropartículas. Lauril sulfato de sódio 
(SLS, Merck) foi utilizado como surfatante aniônico e Span 80 como 
surfatante não-iônico. Água destilada foi utilizada no processo e todos 
os reagentes foram utilizados sem nenhum procedimento de purificação. 

 
55..22..22  PPrroocceeddiimmeennttooss  EExxppeerriimmeennttaaiiss  

 
Poli(L-ácido láctico) (PLLA) foi escolhido como polímero para a 

preparação das micropartículas, devido a sua biodegradabilidade. As 
micropartículas de PLLA foram preparadas por uma técnica de emulsi-
ficação seguida de evaporação de solvente, utilizando dois processos 
diferentes de emulsificação. Para ambos os procedimentos, o PLLA foi 
previamente solubilizado em clorofórmio por 1 hora a partir de agitação 
magnética a temperatura ambiente.  

O primeiro procedimento consiste em um homogeneizador de alta 
força de cisalhamento (Ultraturrax) a uma velocidade de 18000 rpm du-
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rante 4 min. Diferentes concentração de PLLA e surfatante foram avali-
adas. O efeito de um surfatante lipofílico (Span 80) dissolvido na fase 
dispersa foi avaliado utilizando este procedimento 

O segundo procedimento consiste em um módulo de membrana 
porosa de fibra de vidro Shirasu (SPG), Figura 5.1. Para a técnica de 
emulsificação de membrana, membranas hidrofílicas SPG em forma de 
tubo (10 mm de diâmetro exterior e a espessura de 0,7 mm) e poros de 
tamanho específico e uniforme (fornecidas por SPG Technology Co. 
Ltd. (Sadowara, Japão) foram utilizadas, por onde a fase dispersa é pres-
sionada para a fase contínua. A fase dispersa, composta de clorofórmio 
(2,5 g) e de PLLA, foi armazenada em um recipiente conectado a uma 
entrada de gás nitrogênio por meio de um medidor de pressão de PG-30-
102R-N-ND (COPAL Eletronics, Japão). Ao aplicar-se uma pressão 
adequada, a fase dispersa atravessa a membrana através dos poros 
(Figura 5.1f), para a fase contínua (Figura 5.1g), constituída por uma 
solução aquosa de SLS, que foi mantida sob agitação durante a etapa de 
emulsificação (Figura 5.1e), a fim de destacar individualmente as gotí-
culas formadas na interface entre a membrana e fase contínua.  

Posteriormente, a evaporação do solvente foi realizada a 40 ºC 
durante a noite utilizando um agitador magnético com velocidade de 
agitação entre 500 e 750 rpm. Quando utilizada outra temperatura de 
evaporação de solvente, a temperatura será mencionada ao longo do 
texto. Para se obter micropartículas monodispersas, membranas com um 
tamanho médio de poro iguais a 2 e 5 µm foram utilizadas e a uma pres-
são motriz de 60 e 10 kPa, respectivamente. Após o uso, as membranas 
foram regeneradas por imersão em clorofórmio, sulfóxido de dimetila e 
em seguida, a água destilada durante 15 minutos em cada solvente, utili-
zando um banho de ultrassom. 
 
55..22..33  CCaarraacctteerriizzaaççããoo  ddaass  MMiiccrrooppaarrttííccuullaass  

 
A superfície das micropartículas foram avaliadas por microscopia 

electrônica de varredura (SEM) utilizando um microscópio de emissão 
de campo (LEO (Zeiss) 1530 Gemini, Oberkochen, Alemanha) a uma 
voltagem de aceleração de 0,5 kV. Geralmente, as amostras foram pre-
paradas diluindo-se as micropartículas em água destilada. Uma gota da 
amostra diluída foi colocada em placas de sílica e secas sob condições 
normais de ambiente. Tamanho das micropartículas foi analisado utili-
zando-se o software de análise de imagem Sizemeter. Diâmetro médio 
de partícula, o desvio padrão e distribuição de tamanho de partícula fo-
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ram determinados a partir de conjuntos de dados de pelo menos 300 
medidas. 

 
Figura 5.1 Esquema do sistema experimental utilizado para a preparação das 
microgotas de emulsão (a) módulo da membrana SPG, (b) alimentação de ni-

trogênio, (c) reservatório da fase dispersa, (d) reservatório da fase aquosa con-
tínua, (e) agitador magnético, (f) fase dispersa e (g) fase contínua. 

 
Fonte: OH et al. (2011) 

 
55..33  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 
Diversos trabalhos na literatura preparam nanocápsulas e micro-

partículas utilizando um homogeneizador de alta velocidade ou ultras-
som na etapa de emulsificação. Uma série de formulações de micropar-
tículas foi preparada utilizando um homogeneizador de alta velocidade 
ultraturrax a 18000 rpm durante 4 min. Previamente, PLLA dissolvido 
em 2,5 g de clorofórmio foi emulsificado em 12 g de água utilizando 
Span 80 e/ou SLS como surfatantes, como apresenta a Tabela 5.1.  

A Figura 5.2 apresenta as imagens das micropartículas obtidas 
por análises de SEM. A morfologia obtida depende da concentração e 
tipo de surfatante. Além do surfatante oleoso, Span 80, auxiliar na esta-
bilidade das partículas, também é o responsável pela formação de um 
núcleo oleoso nas micropartículas, resultando em microcápsulas de 
PLLA, como pode ser observado em Figura 5.2a, Figura 5.2b e Figura 
5.2c.  
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Tabela 5.1 Formulação das micropartículas obtidas a partir de emulsificação 
com ultraturrax a 18.000 rpm por 4 min, seguida de evaporação do solvente a 

40 °C. 

Reagentes  Ref. PLLA (mg) SLS (mg) Span 80 (%)a 

Clorofórmio (g) 2,5 UT 17 170 38 10 

Água (g) 12,0 UT 16 170 18 10 

  UT 15 170 18 50 

  UT 1 80 18 50 

  UT 13 80 18 100 

  UT 4-1 40 18 - 
a) % mássica com relação ao PLLA. 

 
Figura 5.2 Imagens obtida a partir de análise em SEM das micropartículas (a) 

UT 16, (b) UT 1, (c) UT 13 e (d) UT 4-1 obtidas usando um ultraturrax a 18.000 
rpm por 4 min. 

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 

 
Uma maior concentração de Span 80 resultou em um maior nú-

mero de microcápsulas, comparando-se Figura 5.2a e Figura 5.2b. Tal 
fato se deve a separação de fases entre o PLLA e o Span 80 durante a 
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etapa de evaporação de solvente. Micropartículas preparadas com a for-
mulação UT 4-1 apresentaram morfologia final de microesferas, segun-
do Figura 5.2d. Todas as micropartículas apresentam uma distribuição 
larga de tamanho. Já está estabelecido na literatura que controlar o ta-
manho das partículas preparadas a partir de emulsificação por ultratur-
rax é muito difícil.  

De fato, Gaumet et al. (2007) relataram a dificuldade em obter 
partículas de PLGA com distribuição estreita de tamanho aplicando-se 
homogeneizador de alta pressão. A fim de obter uma distribuição de 
tamanho de partículas monomodal e estreita, os autores propuseram um 
método de centrifugação seletiva para populações distintas de tamanho 
diferente. Contudo, de acordo com os autores, a metodologia sugerida 
não conduziu a resultados satisfatórios. 

Diversos trabalhos na literatura apresentam a técnica de emulsifi-
cação em membrana SPG como uma abordagem de se obter tamanho 
homogêneo de partícula. O efeito do tamanho médio dos poros da mem-
brana sobre diâmetro e distribuição de tamanho de micropartículas foi 
avaliado. Para isso, as membranas com poros médios de 2 e 5 µm foram 
utilizadas. Além de homogeneidade dos poros, a pressão motriz também 
é um parâmetro que afeta a distribuição do tamanho das micropartículas. 
A pressão motriz foi ajustada para 60 kPa e 10 kPa, para os tamanhos de 
poro iguais a 2 e 5 µm, respectivamente (estes valores foram escolhidos 
com base em testes preliminares). A Tabela 5.2 apresenta a formulação 
de micropartículas obtidas com a técnica de membrana SPG. 

Microesferas com uma superfície lisa foram obtidas, como pode 
ser observado na Figura 5.3. A partir de uma comparação entre o MT 2-
1 (Figura 5.3a) e MT 5-1 (Figura 5.3b), pode-se observar que o tamanho 
médio da partícula aumentou de 2,30 para 6,23 µm com o aumento do 
tamanho médio de poro da membrana SPG de 2 para 5 µm, respectiva-
mente.  

O tamanho das partículas foi muito semelhante ao tamanho dos 
poros da membrana. Os resultados obtidos foram de acordo com os re-
sultados apresentados por Vladisavljević et al. (2006). Os autores varia-
ram o tamanho médio dos poros da membrana de 5,4 até 20,3 µm e ob-
servaram que, após a emulsificação direta, a razão entre o tamanho mé-
dio de partícula e o tamanho médio dos poros foi constante e indepen-
dente da dimensão média do poro. 
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Tabela 5.2 Formulação de micropartículas obtidas pela técnica de membrana 
SPG, seguida de evaporação do solvente. 

Reagentes MT 2-1a MT 5-1b MT 5-4b MT 5-11b 

PLLA (mg) 80 80 40 40 

Clorofórmio (g) 2,50 2,50 2,50 2,50 

SLS (mg) 18 18 18 30 

Água (g) 12,0 12,0 12,0 12,0 

Etapa de Emulsificação 

PMotriz (kPa) 60 10 10 10 

VAgitação (rpm) 500 750 750 750 

Etapa de Evaporação de Solvente 
Temperatura (ºC) 40 40 40 40 

Diâmetro (µm) 2,30 6,23 4,90 4,87 
Emulsificação pela técnica de emulsificação de membrana utilizando uma membra-
na hidrofílica de tamanho de poro igual a (a) 2 µm e (b) 5 µm.  

 
Figura 5.3 Micropartículas de PLLA obtidas a partir da técnica de membrana 
(a) 2 µm (MT 2-1) e (b) 5 µm (MT 5-1) de tamanho dos poros da membrana. 

  
(a) (b) 

 
Enfatiza-se que a razão entre o tamanho médio de partícula e o 

tamanho médio de poro pode apenas ser mantida constante uma vez que 
as condições de operação sejam otimizadas. Neste caso, a pressão motriz 
e velocidade de agitação da fase contínua durante a etapa de emulsifica-
ção foram adaptadas de acordo com o tamanho dos poros da membrana 
utilizada (Tabela 5.2). Geralmente, maior o tamanho de poro da mem-
brana, menor a pressão motriz necessária e mais alta a velocidade de 
agitação da fase contínua para desprender as microgotículas formadas da 
parede externa da membrana SPG para a fase contínua. 
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Para garantir o desprendimento regular das gotas formadas nos 
poros, tensão de cisalhamento foi aplicada na interface entre a membra-
na e fase contínua, utilizando um agitador magnético. Já foi relatado que 
na membrana de emulsificação a velocidade de agitação da fase contí-
nua tem um efeito significativo sobre o tamanho e distribuição do tama-
nho das gotículas (OH et al., 2011). 

Foi observado que, para membranas com tamanho de poro igual a 
5 µm, a velocidade de agitação é um parâmetro crítico para obtenção de 
partículas estáveis e monodispersas. Enquanto que para o tamanho de 
poro da membrana igual a 2 µm, a velocidade de agitação foi de 500 
rpm, para o tamanho de poro igual a 5 µm, foi necessário aumentar para 
750 rpm. Este fato pode estar relacionado ao aumento da força de inér-
cia associada ao maior tamanho de partícula. De acordo com Nazir et al. 
(2010), em emulsificação com fluxo cruzado, as forças que atuam sobre 
a formação de gotículas são principalmente a força de tensão interfacial 
(a qual mantém a gota ligada ao poro da membrana) e a força de cisa-
lhamento (promovida pela agitação da fase contínua, a qual tenta remo-
ver a gota). No entanto, no caso de grandes gotículas (> 10 µm), tam-
bém as forças de flutuação e de inércia precisam ser considerados.  

A concentração de PLLA na fase dispersa também tem um papel 
importante ao utilizar a técnica de emulsificação por membrana. A 
quantidade de PLLA foi variada de 80 a 40 mg, MT 5-4 e MT 5-1, res-
pectivamente. Observou-se que o diâmetro médio de partícula diminui 
com a redução da quantidade de PLLA, de 6,23 para 4,93 µm, respecti-
vamente. Ma et al. (1999) também estudaram o efeito da concentração 
de polímero PLA sobre o diâmetro da partícula, utilizando uma mem-
brana SPG com um tamanho médio de poro de 5,2 µm, diclorometano 
como fase dispersa e álcool laurílico, como co-surfatante. Os autores 
observaram que os pequenos incrementos na concentração PLA reduzi-
ram o diâmetro da partícula. A diminuição do tamanho das partículas foi 
atribuída pelos autores para a maior viscosidade da fase dispersa. Quan-
do a viscosidade da fase dispersa aumenta, o fluxo da fase no interior 
dos poros da membrana torna-se mais lento, consequentemente, o tama-
nho das gotas diminui. Contudo, comparando-se os resultados de tama-
nho médio das partículas MT 5-1 e MT 5-4, observa-se um aumento do 
diâmetro das partículas com o aumento da concentração de PLLA. A 
Figura 5.4 apresenta as distribuições de tamanho de partícula. 
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Figura 5.4 Efeito da concentração de PLLA sobre a distribuição do diâmetro 
das partículas. 
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Acredita-se que tal aumento de diâmetro pode estar associado ao 

processo de evaporação do solvente. Apesar da relação, maior viscosi-
dade da fase dispersa, menor o tamanho das gotas, durante o processo de 
evaporação de solvente, as gotas apresentam maior concentração de 
PLLA, o que as tornam maiores quando comparado a micropartículas 
com menor concentração de PLLA.  

Durante o processo de formação de gota, as moléculas de surfa-
tante adsorvem na interface entre fase dispersa e água recém-formada e 
reduz a tensão interfacial, assim, facilitando a formação de gotas. A taxa 
de transferência de moléculas de surfatante da solução para a interface 
fase dispersa-água recém-formada, em parte, depende do fluxo de fase 
contínua (OH et al., 2011). Com um aumento na quantidade de SLS de 
18 mg para 30 mg, não foi observada efeito tanto nos tamanhos médios 
de partículas, 4,90 µm e 4,87 µm, respectivamente, quanto nas distribui-
ções de tamanho de partículas, conforme Figura 5.5. A Figura 5.6 apre-
senta imagens de SEM de micropartículas obtidas com uma quantidade 
diferente de surfatante na fase contínua e velocidade de agitação igual a 
750 rpm, as quais corroboram com os resultados apresentados na figura 
anterior. 

Este fato indica que a menor quantidade de surfatante (18 mg, 
MT 5-4) utilizada foi suficiente para recobrir toda a superfície da partí-
cula para estabilizar a gota. Portanto, o tamanho das gotas foi controlado 
pelas condições de emulsificação, tais como, tamanho dos poros da 
membrana, força motriz (pressão) e velocidade de agitação da fase con-
tínua.  
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Figura 5.5 Efeito da concentração de surfatante na fase contínua sobre a distri-
buição do diâmetro das partículas. 
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Figura 5.6 Efeito da concentração de surfatante. Comparação entre micropar-
tículas de PLLA (a) MT 5-4 e (b) MT 5-11 (com uma maior quantidade de 

SLS), obtida pela técnica de membrana (5 µm de tamanho de poro da mem-
brana). 

  
(a) (b) 

 
55..44  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 
Preparação de micropartículas de PLLA usando tanto uma técnica 

convencional de emulsificação quanto a técnica de membrana SPG foi 
investigada neste trabalho. Apesar de muitos esforços, a partir da técnica 
de emulsificação por ultraturrax, micropartículas de natureza multidis-
persas foram obtidas. A técnica de emulsificação por membrana SPG 
resultou em micropartículas esféricas e monodispersas, confirmado por 
imagens de microscopia eletrônica de varredura. Foi observado que o 
tamanho médio das partículas diminiu com a diminuição do tamanho de 
poro da partícula. E a razão entre o tamanho médio de partícula e o ta-
manho médio de poro pode ser mantida constante uma vez que as con-
dições de operação sejam otimizadas para as características da membra-
na utilizada. Escolhendo condições de operação apropriadas, micropartí-
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culas monodispersas de PLLA foram obtidas a partir da técnica de 
emulsificação por membrana SPG seguida por evaporação de solvente. 
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MMIICCRROOPPAARRTTÍÍCCUULLAASS  BBIIOODDEEGGRRAADDÁÁVVEEIISS  EE  MMUULLTTIICCOOMM--
PPAARRTTIIMMEENNTTAADDAASS  

 
66..11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 
Partículas multicompartimentadas, inspirada pela natureza, têm 

recebido considerável esforços para a sua elaboração e síntese. Arquite-
turas multicompartimentadas como vesossomos (Figura 6.1c), composto 
de lipossomos-em-lipossomos (AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2007), 
polimerossomos ((Figura 6.1e, polimerossomos-em-polimerossomos) 
(CHRISTIAN et al., 2009) e capsossomos (lipossomos-em-cápsulas 
poliméricas, (Figura 6.1b) (CHANDRAWATI et al., 2009) são os 
exemplos bem sucedidos encontrados na literatura aplicados como car-
readores de fármacos e microreatores. 

Devido a habilidade de se organizar espontaneamente, liposso-
mos e copolímeros em bloco com caráter anfifílico (polimerossomos) 
representam as matrizes comumente investigadas no desenvolvimento 
de sistemas multicompartimentados. Com estes dois exemplos, a técnica 
camada-por-camada (layer-by-layer, LbL) é amplamente explorada, a 
qual se baseia na deposição sequencial de material sobre uma partícula 
precursora, seguida de sacrifício do núcleo (CHANDRAWATI et al., 
2011; CHANDRAWATI et al., 2009; STÄDLER et al., 2009). 
Atualmente, a utilização de uma partícula precursora para o núcleo sac-
rificado vem sendo também investigada com polímeros com outro tipo 
de estrutura molecular na preparação de partículas com múltiplos com-
partimentos (KULYGIN et al., 2010, COSTA et al., 2013).  

Poucos estudos foram realizados utilizando diferentes técnicas no 
desenvolvimento de sistemas multicompartimentados. Com o processo 
convencional de camada-por-camada, estruturas multilamelares podem 
ser obtidas. No entendo, explorando a técnica de dupla emulsão, uma 
nova classe de polimerossomos foram preparados utilizando um equi-
pamento microfluidizador, seguido da técnica de evaporação de solvente 
(LORENCEAU et al., 2005; SHUM et al., 2011). Diferentes morfologi-
as de polimerossomos foram apresentadas. A arquitetura foi composta 
de múltiplas gotas que ao grudarem entre si após a evaporação do sol-
vente, porém sem coalescência, mantiveram suas interfaces, resultando 
em uma estrutura tipo espuma. Enfatiza-se que com esta técnica, as múl-
tiplas gotas não se encontraram limitadas por uma casca maior externa, 
como esquematizado na Figura 6.1d. 
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Figura 6.1 Exemplos de carreadores (circulo interno) e suas subunidade (circu-
lo médio) utilizandos na elaboração de partículas multicompartimentadas (cir-
culo externo). Em sentido horário, começando do topo, os carreadores são cáp-
sulas poliméricas, lipossomas, partículas coloidais e polimerossomos. Cápsula 

polimérica subcompartimentalizada com (a) cubossomos ou (b) lipossomos 
(capsossomos). (c) Lipossomos em lipossomos (vesossomos), (d) coloidossomos 

multicompartimentados, (e) polimerossomos em polimerossomos, Cápsulas 
poliméricas subcompartimentalizadas com (f) polimerossomos ou (g) cápsulas 

poliméricas). 

 
Fonte: adaptado de Chandrawati et al. (2011). 

 
A casca externa apresenta um papel de grande importância, pois 

fornece uma primeira barreira contra a degradação dos compartimentos 
internos e diminui a velocidade de liberação do fármaco (BOYER & 
ZASADZINSKI, 2008; PALEOS et al., 2013). Estruturas subcomparti-
mentadas delimitadas por uma particula maior tem maiores possibilida-
des de elaboração, comparadas às partículas de um único compartimen-
to: os compartimentos internos podem apresentar composição diferente 
entre os mesmos e, entre a casca externa maior (PALEOS et al., 2013), 
como foi apresentado na Figura 6.1.  
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Poucos trabalhos objetivaram o desenvolvimento de sistemas 
subcompartimentados com nanopartículas poliméricas. Bharatwaj et al. 
(2010) incorporou nanocápsulas de poli(D,L-lactídeo-co-glicolídeo) de 
tamanho de aproximadamente 240 nm em micropartículas de co-
polímero quitosana-co-poli(ácido láctico) utilizando uma metodologia 
modificada de emulsificação seguido de difusão do solvente. No entan-
to, os resultados obtidos pelos autores apresentaram que as micropartí-
culas são polidispersas em sua natureza. Dependendo da aplicação, par-
tículas com estreita distribuição de tamanho são requeridas. Por exem-
plo, na aplicação para sistemas de carreamento de fármaco pulmonar a 
partir de administração por inalação oral, como proposto por Bharatwaj 
et al. (2010), partículas de tamanho entre 400 nm e 5 µm são necessá-
rias, caso contrário, as partículas podem não conseguir atingir o pulmão, 
alvo de ação. No caso de carreamento de fármacos para o pulmão, o 
tamanho das partículas tem grande influência (KLEINSTREUER; 
ZHANG & DONOHUE, 2008).  

Técnica de emulsificação por membrana porosa é conhecida por 
gerar gotas monodispersas que podem ser posteriormente polimerizadas 
ou solidificadas a partir de evaporação de solvente, resultando em uma 
distribuição de partículas estreita (ITO & MAKINO, 2004). Neste traba-
lho, está sumarizado o desenvolvimento de partículas multicomparti-
mentadas monodispersas como uma plataforma para sistemas de libera-
ção controlada de fármacos baseado em nanopartículas como subunida-
des. Tentativas foram realizadas com a finalidade de microencapsular 
nanocápsulas de amido reticulado em micropartículas de poli(ácido lac-
tico) (PLLA). Para tanto, as subunidades foram compostas de nanocáp-
sulas de amido reticulado com núcleo aquoso preparadas a partir da téc-
nica de miniemulsão inversa, as quais exibem permeabilidade controlá-
vel. A microencapsulação foi realizada em micropartículas de PLLA a 
partir da combinação do processo de emulsificação em membrana SPG, 
seguida da evaporação de solvente.  

 
66..22  PPRROOCCEEDDIIMMEENNTTOOSS  EEXXPPEERRIIMMEENNTTAAIISS  
 
66..22..11  MMaatteerriiaaiiss  

 
Poli(L-ácido láctico) (PLLA, Biomer Biopolyesters, Biomer 

L9000®, Mn = 66500 g.mol-1 e Mw = 145000 g.mol-1, determinados a 
partir de GPC em clorofórmio; Biomer, Krailing, Alemanha) foi esco-
lhido como polímero e clorofórmio (Acros Organics) como solvente, 
ambos para a preparação das micropartículas. Lauril sulfato de sódio 
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(SLS, Merck) foi utilizado como surfatante aniônico. Sulforodamina 
101 (SR 101, BioChemica, Aldrich), um marcador fluorescente foi pre-
viamente encapsulado nas nanocápsulas de amido reticulado. Água des-
tilada foi utilizada no processo e todos os reagentes foram utilizados 
sem nenhum procedimento de purificação. 

Para a síntese de oligômeros de PLLA, L-lactídeo (Sigma Al-
drich) foi previamente recristalizado uma vez em tolueno, todos os de-
mais reagentes foram utilizados sem nenhum procedimento de purifica-
ção. 1,4 – butanodiol (BD) e Sn(II)2-etilhexanoato usados, respectiva-
mente, como co-iniciador e catalisador na polimerização de abertura de 
anel foram adquiridos (Sigma Aldrich). A poliadição de PLLA oligomé-
rico foi realizada aplicando 2,4- tolueno diisocianato (TDI, Sigma Al-
drich) e clorofórmio. Água destilada foi utilizada em todos os procedi-
mentos. 

 
66..22..22  PPrroocceeddiimmeennttooss  EExxppeerriimmeennttaaiiss  
 
6.2.2.1 SÍNTESE DE NANOCÁPSULAS DE AMIDO RETICULADO 

 
As nanocápsulas (NCs) de amido reticulado foram previamente 

sintetizadas a partir de polimerização por etapa segundo a formulação 
TDI 3 (160 mg de TDI), como apresentado no Capítulo III. Para a en-
capsulação da sulforodamina 101, a água que compõe a fase dispersa foi 
substituída por uma solução aquosa contento 0,06 % em massa de SR 
101, como apresentado no Capítulo IV.  

Uma série de reações, nas quais o ciclohexano foi parcialmente 
substituído por clorofórmio, foi realizada a fim de possibilitar a enxertia 
de PLLA oligomérico em nanocápsulas de amido reticulado e, portanto, 
a solubilização do oligômero na fase contínua. Para tanto, os volumes de 
fase continua e da solução de TDI foram mantidos constantes. A mistura 
foi composta por uma razão volumétrica igual a 2:1 entre ciclohexano e 
clorofórmio. A miniemulsão foi obtida como descrita anteriormente, 
exceto a reação, a qual ocorreu por 24 horas a 25 °C para evitar a evapo-
ração de clorofórmio que compõe a fase contínua, mantendo dessa for-
ma o teor de sólidos constante durante todo o tempo de reação.  
 
6.2.2.2 MICROENCAPSULAÇÃO DE NCS DE AMIDO EM MICROPAR-

TÍCULAS DE PLLA 
 
As micropartículas de PLLA foram preparadas de acordo com os 

procedimentos de emulsificação e evaporação de solvente apresentados 
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no Capítulo V. Para o procedimento de emulsificação, tanto o homoge-
neizador de alta força de cisalhamento (ultraturrax), quanto o módulo de 
membrana porosa de fibra de vidro Shirasu foram utilizados. Para a mi-
croencapsulação das nanocápsulas, as mesmas foram adicionadas à fase 
dispersa como descrito a seguir. As nanocápsulas dispersas em ciclohe-
xano foram previamente lavadas a partir de centrifugação durante 50 
min a 5600 rpm para retirada do surfatante livre e redispersas em cloro-
fórmio com o auxílio de um banho de ultrassom por 30 min. A fase dis-
persa foi composta de NCs de amido reticulado e PLLA previamente 
dissolvido em clorofórmio, como apresenta o esquema na Figura 6.2.  
 
Figura 6.2 Esquema do processo de microencapsulação de NCs em micropartí-

culas de PLLA. 

 
 

6.2.2.3 COMPATIBILIZAÇÃO DAS NCS DE AMIDO COM MICROPAR-
TÍCULAS DE PLLA 

 
A fim de melhorar a compatibilização entre as nanocápsulas de 

amido (NCs) e de micropartículas de PLLA, cadeias de PLLA oligomé-
rico foram enxertadas na superfície das nanocápsulas. 

Síntese de oligômeros de PLLA: A síntese de cadeias de PLLA 
oligoméricos a partir de L-lactídeo foi realizada como descrito por 
Korhonen et al. (2001), aplicando-se 1,4 - butanodiol (BD) como co-
iniciador e Sn (II) 2 etilhexanoato como catalisador. O monômero foi 
alimentado ao reator com uma razão molar entre L-lactídeo e BD de 
1:10 e 0,05 % molar de Sn (Oct)2 relacionado ao monômero. A reação 
ocorreu a 160 °C durante 3 horas em atmosfera inerte promovida com 
alimentação constante de nitrogênio. O produto final foi dissolvido em 
aproximadamente 20 ml de clorofórmio quente (60 °C). A solução de 
polímero foi gotejada em metanol (26 g) com agitação magnética a 50 
°C. A solução turva resultante foi precipitada em 250 ml de pentano 
gelado em agitação magnética. A fase líquida foi decantada e o produto 
precipitado foi redissolvido em 25 ml de clorofórmio. A solução foi 
transferida para um balão de fundo redondo, seco e o solvente foi remo-
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vido por meio de extração a vácuo com o auxílio de um rotaevaporador. 
O polímero foi adicionalmente seco em uma estufa a vácuo durante 48 
horas a temperatura ambiente. 

Síntese de oligômeros de PLLA-NCO-terminado: A reação de po-
liadição de oligômeros de PLLA com TDI foi realizada na presença de 
excesso de TDI (razão molar de 1:5 entre PLLA e TDI). A reação foi 
realizada a 60 ° C, utilizando clorofórmio como solvente (proporção em 
massa de 1:10 de PLLA e clorofórmio) durante 24 horas. Após a poli-
merização, o PLLA-NCO-terminado foi seco em uma estufa a vácuo 
durante 48 horas a temperatura ambiente. 

Precipitação/Enxertia de PLLA na Superfície de NCs: Após a 
síntese de nanocápsulas em uma mistura de ciclohexano: clorofórmio 
(2:1) como fase contínua, a 25 º C durante 24 horas, PLLA-NCO-
terminado previamente dissolvido nesta mistura com a mesma razão 
volumétrica, foi gotejado na miniemulsão resultante e deixou-se reagir 
durante 24 horas a 25 °C, como apresenta a Figura 6.3. 

 
66..22..33  CCaarraacctteerriizzaaççããoo  

 
6.2.3.1 TAMANHO E MORFOLOGIA DE PARTÍCULA 

 
A morfologia das nanocápsulas e a superfície de micropartículas 

foram avaliadas por microscopia electrônica de varredura (SEM) utili-
zando um microscópio de emissão de campo (LEO (Zeiss) 1530 Gemi-
ni, Oberkochen, Alemanha) a uma voltagem de aceleração de 0,5 kV. 
Geralmente, as amostras foram preparadas diluindo-se as nanocápsulas 
em ciclohexano ou em clorofórmio e as micropartículas em água desti-
lada. Em seguida, uma gota de amostra foi colocada em placas de sílica 
e secas sob condições normais de ambiente.  

 
Figura 6.3 Esquema do processo de enxertia de oligômeros de PLLA-NCO-

terminado em NCs de amido sintetizadas em uma fase contínua composta por 
ciclohexano:clorofórmio 2:1. 
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6.2.3.2 COMPOSIÇÃO DA CASCA POLIMÉRICA 
 
Espectroscopia por transformada de Fourier por infravermelho 

(FT-IR) foi realizada para avaliar a reação entre o TDI e hidroxilas do 
amido durante a polimerização em miniemulsão inversa. A amostra pre-
viamente liofilizada durante 24 horas a -60 º C, sob pressão reduzida, foi 
pressionado com KBr para formar um pellet. Espectros entre 4000 e 400 
cm-1 foram obtidos usando um espectrômetro Bruker IFS 113V. 

 
6.2.3.3 EFICIÊNCIA DE APRISIONAMENTO DE NCS EM MICROPAR-

TÍCULAS 
 
A quantidade de NCs encapsuladas foi estudada na presença do 

marcador fluorescente hidrofílico (SR 101). As nanocápsulas foram pre-
viamente preparadas como descrito anteriormente utilizando uma solu-
ção aquosa a 0,06 % em massa de SR 101, como fase dispersa. Após os 
processos de emulsificação da fase de PLLA com NCs usando a técnica 
de membrana SPG e de evaporação do solvente, o volume final da 
emulsão foi verificado e as micropartículas foram sedimentadas por cen-
trifugação a 2000 rpm durante 20 min. A mesma quantidade de nano-
cápsulas preparadas com SR 101 e redispersa no mesmo volume final da 
solução aquosa de SLS por meio de um ultrassom acoplado a uma pon-
teira (1 minuto a 70 % da amplitude utilizando um Branson Sonifier W-
450-digital, resfriado com banho de gelo, ausente de micropartículas 
PLLA) foi utilizado como amostra controle. O sinal de fluorescência da 
amostra controle foi definido como 100 %. A quantidade de nanocápsu-
las não aprisionadas foi calculada indiretamente relacionando o sinal de 
fluorescência do sobrenadante obtido a partir da amostra e da amostra 
controle, ambos utilizando um espectrômetro de fluorescência (Nano-
Drop ND-3300, PEQLab), Figura 6.4. Tal procedimento somente foi 
utilizado uma vez que a relação entre concentração de nanocápsulas e o 
sinal de fluorescência foi linear, como apresentado em Informações de 
Suporte. 

Para visualizar e identificar a localização de NCs dentro das mi-
cropartículas, análise de microscopia confocal de varredura a laser 
(CLSM) foram realizadas, depositando as micropartículas em uma lâmi-
na para microscópio. Uma objetiva de imersão em óleo, Leica HCX PL 
APO CS 1,4/100 × foi utilizada acoplada de uma linha de argônio com 
potência menor que 100 µW a 561 nm. 
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Figura 6.4 Determinação de eficiência de encapsulação das NCs. 

 
 
6.2.3.4 PROPRIEDADES DOS OLIGÔMEROS SINTETIZADOS. 

 
As estruturas do PLLA e PLLA-NCO-terminado sintetizados fo-

ram avaliadas por meio de análise de ressonância magnética nuclear de 
hidrogênio (1H-NMR). As amostras foram dissolvidas em clorofórmio-
d1 (Fluka, grau de deuteração não inferior a 99,8 %) em tubos de NMR 
de 5 mm a temperatura ambiente. Os espectros de NMR foram obtidos 
em um espectrômetro Bruker Avance funcionando a 250 MHz para pró-
tons. 

Massas molares médias (Mn e Mw) e distribuições de massa mo-
lar (IPd) foram determinados a partir de padrões de poliestireno, por 
cromatografia de permeação em gel (GPC). 

Para confirmar a funcionalização de PLLA com grupos NCO, 
FT-IR líquido foi executado. PLLA e PLLA-NCO-terminado foram 
previamente dissolvidos em clorofórmio, e a análise foi realizada colo-
cando uma gota de solução em placas de KBr. Espectras entre 4000 e 
400 cm-1 foram obtidos usando um espectrômetro IFS 113V Bruker.  

A fim de determinar o teor de NCO em PLLA-NCO-terminado, 
titulação inversa de dibutilamina foi realizada, de acordo com o método 
de Spiegelberger. O polímero sintetizado (0,5 g) foi dissolvido em 50 ml 
de isopropanol, 50 ml de xileno e 5 ml de uma solução 0,5 molar de di-
butilamina em xileno. Após a adição de uma solução de etanol saturada 
de azul de bromofenol como indicador, a mistura foi titulada com uma 
solução 0,5 molar de ácido clorídrico até alterar de azul para amarelo. 
Em paralelo, um ensaio em branco foi realizado. O teor de NCO foi cal-
culado como apresenta a seguir: 

 

 
 

100*
*0,42*

%
C

DBA
NCO


  

 
A é o volume de HCl consumido para a titulação em branco e B é 

o volume de HCl necessário para titulação de amostra. C representa o 
peso da amostra e D é a concentração molar do ácido clorídrico. 
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66..33  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  
 
As nanocápsulas foram previamente sintetizadas com um marca-

dor fluorescente hidrofílico, SR 101, permitindo assim determinar a lo-
calização das NCs de amido no interior das micropartículas. Nota-se 
que, o encapsulamento de um marcador fluorescente também representa 
a capacidade de encapsular fármacos hidrofílicos. As micropartículas 
foram preparadas de acordo com a Tabela 6.1. 

 
Tabela 6.1 Formulação de micropartículas contendo as nanocápsulas de amido 

reticulado. 
Referência NCs (mg) PLLA (mg) SLS (mg) Span 80 (%)a 

UT 15 20 160 18 100 

UT 13 20 80 18 100 

UT 1 10 80 18 50 

UT 4-2 70 40 30 - 
a) % mássica com relação ao PLLA. 

 
A encapsulação das nanocápsulas foi realizado dispersando as 

NCs em uma solução de PLLA previamente dissolvido em clorofórmio. 
Análise de diâmetro médio por espalhamento de luz dinâmico indicou 
um inchamento das nanocápsulas quando dispersas em clorofórmio. O 
diâmetro médio das nanocápsulas aumentou de 180 nm, em ciclohexa-
no, para 220 nm, em clorofórmio. A integridade das NCs neste solvente 
foi investigada por redispersão das nanocápsulas em clorofórmio e as 
imagens obtidas por microscopia eletrônica de transmissão estão apre-
sentadas na Figura 6.5. 

As nanocápsulas foram aprisionadas em micropartículas de 
PLLA seguindo duas metodologias. A primeira consistiu em emulsionar 
a fase dispersa (PLLA, NCs, 2,5 g de clorofórmio e Span 80, quando o 
último foi aplicado) na fase contínua (12 g de água e SLS) utilizando um 
homogeneizador de alta velocidade (18000 rpm por 4 min), segundo a 
Tabela 6.1. 

A Figura 6.6 apresenta um estudo comparativo qualitativo entre 
as imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura (SEM) das 
micropartículas UT-15 com e sem NCs de amido, avaliando o efeito do 
surfatante hidrofóbico Span 80. 
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Figura 6.5 Imagem de SEM das NCs (a) dispersas em ciclohexano (b) redisper-
sas em clorofórmio.  

  
(a) (b) 

 
Figura 6.6 Estudo comparativo de morfologia de micropartículas de PLLA. 

Amostra UT-15 (a) sem nanocápsulas e (b) com nanocápsulas (20 mg).  

  
(a) (b) 

 
Micropartículas de PLLA com morfologia de cápsula foram obti-

das, como observa-se na Figura 6.6a. Acredita-se que, além de o Span 
80 estabilizar as microgotas de PLLA/clorofórmio, este também é res-
ponsável pela formação do núcleo das micropartículas. Durante a etapa 
de evaporação do solvente, ocorre a separação de fases entre o surfatante 
hidrofóbico e o polímero, formando um núcleo oleoso e líquido. Contu-
do, devido ao vácuo formado ao longo das análises de SEM, algumas 
microcápsulas ocas foram observadas.  

Micropartículas com morfologia esférica foram obtidas em for-
mulações com nanocápsulas de amido reticulado Figura 6.6b. Sabendo-
se que uma nova interface foi formada entre nanocápsulas e PLLA e, 
nanocápsulas e água, o Span 80 se encontra adsorvido nestas novas in-
terfaces. Não havendo surfatante hidrofóbico livre, não há a formação de 
núcleo oleoso, resultando em uma morfologia de microesferas. 
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Apesar de esforços realizados com diversas formulações, as mi-
cropartículas apresentaram distribuição de tamanho de natureza polidis-
persa a partir da técnica de emulsificação por homogeneizador de alta 
velocidade, previamente no Capítulo V, Figura 6.7. Por outro lado, foi 
observado que as micropartículas com NCs não apresentaram uma su-
perfície lisa. A partir da Figura 6.7b, acredita-se que a NCs de amido 
sejam responsáveis pela superfície rugosa observada e se localizam na 
superfície das micropartículas de PLLA. 

 
Figura 6.7 Estudo comparativo de morfologia de micropartículas de PLLA. 

Amostra UT 4-2 (a) sem nanocápsulas e (b) com nanocápsulas (70 mg). 

  
(a) (b) 

 
Com o objetivo de se obter micropartículas com distribuição de 

tamanho monodispersa, técnica de emulsificação por membrana porosas 
SPG foi utilizada. A Tabela 6.2 apresenta as formulações das emulsões 
preparadas com dois tamanhos distintos de poro de membrana, 2 e 5 
µm.  

Micropartículas foram primeiramente preparadas a partir da té-
nica membrana SPG com membrana de tamanho de poro igual a 2 µm 
(MT 2-2). Imagem obtida por SEM de micropartículas MT 2-2 é apre-
sentada na Figura 6.8. Micropartículas MT 2-2 apresentam morfologia 
esférica, distribuição de tamanho monodispersa e superfície lisa. Contu-
do, análise de eficiência de encapsulação das nanocápsulas a partir de 
espectroscopia de fluorescência não detectou sinal de SR 101. Vários 
parâmetros diferentes foram variados, como por exemplo, diminuição da 
pressão motriz 60-20 kPa, mas nenhum destes testes conduziram a resul-
tados satisfatórios e não foram apresentados. 

A partir destes resultados é possível afirmar que, devido ao tama-
nho relativamente pequeno dos poros da membrana (2 µm) em compa-
ração com o tamanho das nanocápsulas (220 nm), associado ao caráter 
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hidrofílico tanto da membrana quanto das nanocápsulas, possivelmente 
as nanocápsulas foram retidas na parede interna da membrana e não pas-
saram através da membrana, ou por afinidade, ou por porosidade. Dessa 
forma, afirma-se que o tamanho médio de poro da membrana desempe-
nha um papel importante na eficiência da encapsulação de nanocápsulas 
em micropartículas sólidas. 

 
Tabela 6.2 Formulação de micropartículas contendo as nanocápsulas de amido 

reticulado. 
Reagentes MT 2-2a MT 5-3b MT 5-5b MT 5-8b MT 5-16b 

NCs (mg)c 210 175 350 70 70 

PLLA (mg) 80 80 40 40 40 

SLS (mg) 18 18 18 30 30 

Etapa de Emulsificação 

PMotriz (kPa) 60 10 10 10 10 

VAgitação (rpm) 500 750 750 750 750 

Etapa de Evaporação de Solvente 

T (ºC) 40 40 40 40 55 

VAgitação (rpm) 500 750 750 750 750 
Emulsificação pela técnica de emulsificação de membrana utilizando uma membrana hidrofí-
lica de tamanho de poro igual a (a) 2 µm e (b) 5 µm. c) O teor de sólidos da NCs dispersas em 
ciclohexano igual a 3,5 % em massa. 

 
Figura 6.8 Imagem de SEM das NCs aprisionadas em micropartículas MT 2-2 

obtida pela técnica de membrana (tamanho de poro igual a 2 µm).  

 
 
A microencapsulação de NCs foi avaliada utilizando uma mem-

brana de tamanho de poro de 5 µm e de acordo com a série de formula-
ções apresentada na Tabela 6.2. Observou-se que a introdução de nano-
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cápsulas para a fase dispersa resultou em micropartículas polidispersas, 
ou até mesmo os agregados foram observados (MT 5-5). Este fato pode 
ser devido às duas superfícies interfaciais novas criadas entre micropar-
tículas de PLLA e nanocápsulas e, entre água e nanocápsulas, as quais 
adsorvem moléculas de surfatante, por conseguinte, menor quantidade 
de surfatante está disponível para a estabilização da micropartícula. As-
sim, uma maior concentração do agente tensoativo solúvel em água foi 
necessária para obter micropartículas estáveis e monodispersas (MT 5-
8). 

O procedimento de adição das nanocápsulas na fase dispersa da 
emulsão pode afetar a morfologia final das micropartículas. A Figura 
6.9 apresenta uma comparação entre as imagens obtidas em SEM de 
micropartículas MT 5-8 com nanocápsulas dispersas em ciclohexano 
(Figura 6.9a) e com nanocápsulas redispersas em clorofórmio (Figura 
6.9b). 

 
Figura 6.9 Imagens de SEM de micropartículas MT 5-8vobtidas pela técnica de 

membrana SPG com NCs de amido adicionadas a fase dispersa (a) dispersas 
em ciclohexano e (b) redispersas em clorofórmio. 

  
(a) (b) 

 
Observa-se que as micropartículas apresentam natureza monodis-

persa e o diâmetro médio aparentemente não foi afetado com a adição de 
NCs nestas condições. Contudo, a partir da Figura 6.9a é possível notar 
a importância em se redispersar as micropartículas em clorofórmio para 
obter micropartículas esféricas, Figura 6.9b. Os resultados obtidos na 
Figura 6.9a se devem ao fato de o ciclohexano apresentar temperatura de 
ebulição mais elevada que o clorofórmio e a sua evaporação ser mais 
lenta, aumentando o tempo total de evaporação do solvente, resultando 
em micropartículas macias, que ao se chocarem não coalescem devido a 
atuação do surfatante, porém, deformam.  
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Embora a partir das imagens de SEM as micropartículas pareçam 
ser porosas (Figura 6.9b), cada poro representa uma nanocápsulas colap-
sadas localizada na superfície das micropartículas. Para verificar se as 
nanocápsulas desprende da superfície durante a centrifugação, SEM das 
micropartículas lavadas e centrifugadas foi realizada. As imagens estão 
apresentadas na Figura 6.10. Como pode se observar, mesmo depois de 
as micropartículas serem lavadas e centrifugadas, estas foram bem re-
dispersas em água, apresentando uma morfologia esférica e as nanocáp-
sulas não foram descoladas da superfície. De fato, é possível ver que as 
NCs estão aprisionadas na superfície das micropartículas. 

 
Figura 6.10 Imagens de SEM das micropartículas de PLLA (MT 5-8), depois de 

centrifugação durante 20 min a 1000 rpm.  

  
(a) (b) 

 
A partir dos resultados apresentados na Figura 6.10, observa-se 

que as nanocápsulas não estão homogeneamente distribuídas na superfí-
cie de micropartículas, mas o fato de que existem algumas micropartícu-
las com superfícia lisa não significa, necessariamente, que estas não 
contêm qualquer NCs dentro delas. Devido ao tamanho das micropartí-
culas, não foi possível investigar e determinar de maneira confiável o 
local de nanocápsulas aprisionadas via microscopia electrônica de 
transmissão, mesmo com amostras imobilizadas em resina e cortes ultra-
finos. 

Para determinar o local de nanocápsulas dentro das micropartícu-
las, microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) com fluorescên-
cia foi utilizada. Análises em CLSM foram realizadas para verificar a 
distribuição de nanocápsulas no sistema, através de um corte no meio da 
micropartícula, Figura 6.11. Algumas micropartículas apresentam fluo-
rescencia de SR 101 em sua superfície, representado por um anel verme-
lho contornando as micropartículas. Tais resultados (Figura 6.11b) cor-
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roboram com os obtidos por SEM (Figura 6.10). A maioria das nano-
cápsulas encontra-se na superfície das micropartículas.  

Acredita-se que tal morfologia se deve ao processo de separação 
de fases entre o PLLA e as nanocápsulas de amido e diferenças de ten-
sões interfaciais. Após a etapa de emulsificação, as nanocápsulas se en-
contram homogeneamente distribuídas no interior de uma gota formada 
principalmente por clorofórmio. Contudo, a migração das nanocápsulas 
para a interface das micropartículas ocorre durante o processo de evapo-
ração de solvente. Ao final do processo de separação de fases, a morfo-
logia obtida lembra a de uma microcápsula (micropartícula envolta por 
nanocápsulas, Figura 6.11b). Tal fato se deve a mobilidade das NCs de 
amido governada pela característica hidrofílica da casca polimérica co-
mo força motriz. 

A Figura 6.12 apresenta resultados obtidos por CLSM com supe-
rexposição do marcador SR 101 (áreas em azul, Figura 6.12b) e após um 
período de tempo de análise (Figura 6.12c, quando a gota aquosa evapo-
rou sutilmente). Os resultados mostram a presença de nanocápsulas no 
interior das micropartículas, representados por pequenos pontos verme-
lho. 

Aumentando-se a temperatura de 40 °C (MT 5-8) para 55 °C (MT 
5-16) durante a etapa de evaporação de solvente influenciou a distribui-
ção de nanocápsulas dentro do micropartículas, como mostra a Figura 
6.13. 

 
Figura 6.11 Nanocápsulas aprisionadas em micropartículas MT 5-8. a) Micros-
copia de luz comum e b) Microscopia confocal de varredura a laser da amostra. 

  
(a) (b) 
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Figura 6.12 Nanocápsulas aprisionadas em micropartículas MT 5-8. a) Micros-
copia de luz comum e b) Microscopia confocal de varredura a laser da amostra. 

 
(a) (b) (c) 

 
Figura 6.13 Nanocápsulas aprisionadas em micropartículas MT 5-16. a) Mi-
croscopia de luz comum e b) Microscopia confocal de varredura a laser da 

amostra.  

  
(a) (b) 

 
O aumento da temperatura durente a etapa de evaporação do sol-

vente resultou em um ligeiro aumento da eficiência de encapsulação das 
nanocápsulas de em torno de 85 % (MT 5-8) para aproximadamente 
90% (MT 5-16). As diferenças de morfologia e eficiência de encapsula-
ção observadas se devem ao aumento da taxa de evaporação de solvente, 
dessa forma, reduzindo a mobilidade das nanocápsulas no interior da 
partícula. 

 
66..33..11  CCoommppaattiibbiilliizzaaççããoo  ddee  NNCCss  ddee  aammiiddoo  rreettiiccuullaaddoo  ccoomm  MMiiccrrooppaarr--

ttííccuullaass  ddee  PPLLLLAA  
 
Oligômeros de PLLA enxertados na superfície das nanocápsulas 

podem possibilitar a compatibilização das nanocápsulas de amido reti-
culado com o PLLA das micropartículas.  
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6.3.1.1 SÍNTESE DE OLIGÔMEROS 
 
Para tanto, primeiramente, oligômeros lineares de PLLA foram 

sintetizados a partir de L-lactídeo usando 1,4 – butanodiol como co-
iniciador. 1,4-BD foi escolhido como co-iniciador devido ao fato de este 
iniciar o crescimento de cadeia do monômero por ambas as terminações 
resultando em um PLLA com grupos hidroxilas em ambas as termina-
ções, como apresenta a Figura 6.14. As concentrações utilizadas foram 
adequadas com a síntese de oligômeros, como proposto por Korhonen, 
Helminen e Seppa (2001). Espectro de 1H-NMR com picos característi-
cos apresentados na Figura 6.14 confirmam a estrutura de PLLA, sinte-
tizados com uma razão molar de 1:10 entre L-lactídeo e 1,4-BD.  

 
Figura 6.14 Síntese de oligômeros de PLLA. Esquema da reação de polimeriza-

ção e espectro de 1H-NMR obtido em clorofórmio-d1. 
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A Tabela 6.3 apresenta os resultados de massas molares médias e 
índice de polidispersão (IPd) do PLLA sintetizado. As massas molares 
médias obtidas são características para oligômeros e os resultados apre-
sentados foram de acordo com os obtidos por Korhonen, Helminen e 
Seppa (2001). 

 
Tabela 6.3 Propriedades do PLLA oligomérico sintetizado com 1,4-BD. 

Detector UV S3702 Shodex RI 

Mw (g.mol-1) 2,6 x 103 2,8 x 103 

Mn (g.mol-1) 2,1 x 103 2,2 x 103 

IPd 1,25 1,24 
 
A reação de enxertia dos oligômeros de PLLA na superfície das 

nanocápsulas de amido pode ocorrer de duas formas. A primeira consis-
te em adicionar o PLLA oligomérico na fase contínua, a qual as nano-
cápsulas estão dispersas e deixar reagir com os grupos de NCO rema-
nescentes após a preparação das nanocápsulas. A segunda tentativa con-
sistiu em funcionalizar as terminações do PLLA oligomérico com gru-
pos isocianato a partir de reação com TDI em excesso, de acordo com a 
Figura 6.15, previamente. Os grupos de isocianato terminais do PLLA 
reagem então com as hidroxilas remanescentes na casca polimérica das 
nanocápsulas. 

 
Figura 6.15 Síntese de PLLA-NCO-terminado a partir de polimerização de 

adição de TDI com PLLA oligomérico em solvente. 

 
 
A funcionalização do PLLA com grupos NCO pode ocorrer como 

sugerido na Figura 6.15. A reação entre o PLLA oligomérico e TDI 
ocorreu a 60 °C por 24 horas em clorofórmio como solvente. As massas 
molares médias e o índice de polidispersão estão apresentados na Tabela 
6.4. 

Apesar de excesso de TDI ter sido aplicado na síntese (5:1 razão 
molar entre TDI:PLLA oligomérico), massa molares médias indicam 
que houve extensão de cadeia, comparando-se os resultados de massa 
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molares inicial do PLLA (Tabela 6.3) e do produto final apresentado na 
Tabela 6.4 

 
Tabela 6.4 Propriedades do PLLA-NCO-terminado oligomérico sintetizado 

com TDI em solvente. 

Detector UV S3702 Shodex RI 

Mw (g.mol-1) 5,3 x 103 6,1 x 103 

Mn (g.mol-1) 3,3 x 103 3,7 x 103 

IPd 1,58 1,66 
 
A Figura 6.16 e a Figura 6.17 apresentam uma comparação entre 

os espectros de FT-IR e 1H-NMR do PLLA-NCO-terminado e PLLA, 
respectivamente. 

 
Figura 6.16 Espectro obtido a partir de análise de FT-IR líquido de PLLA e 

PLLA-NCO-terminado (a) característico (b) em detalhe. 
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Análise de FT-IR liquido foi realizada a fim de verificar a pre-

sença de grupos isocianato remanescente. A Figura 6.16 apresenta os 
espectros obtidos para PLLA e PLLA-NCO-terminado dissolvidos em 
clorofórmio. Observa-se no espectro do PLLA apresenta picos caracte-
rísticos de hidroxilas em 3435 cm-1 e um pico estreito em 1763 cm-1 
referente aos grupos ésteres internos. 

Ao introduzir os grupos NCO nas terminações do PLLA, o espec-
tro de FT-IR obtido apresentou um pico característico de amida em 3435 
cm-1, resultado da formação de grupos NH (Figura 6.16b) e um novo 
pico em 2276 cm-1 relacionado aos grupos remanescente NCO. Novos 
picos referente ao grupos aromático do TDI e amida, 1600 cm-1 e 1539 

2276 cm-1 

1539 cm-1 3435 cm-1 



 
132 Obtenção de Micropartículas Multicompartimentadas 

cm-1, respectivamente. O teor de NCO determinado a partir de titulação 
reversa foi de 9,5 % em massa. 

Espectros de 1H-NMR (Figura 6.17) confirmam a reação entre as 
hidroxilas terminais do PLLA e TDI. Adicionando grupos NCO nas 
terminações do PLLA, o espectro do PLLA-NCO-terminado apresentou 
um novo pico em 2.25 ppm característico do grupo metil do TDI, o anel 
benzeno em 7,05 ppm (RUI-HE et al., 2006) e um pico característico em 
6,75 ppm referente a amida formada. Adicionalmente, a ausência do 
pico característico em 2,5 ppm das hidroxilas terminais do PLLA no 
espectro do PLLA-NCO-terminado confirma o seu consumo total pelos 
grupos NCO. 

 
6.3.1.2 SÍNTESE DE NANOCÁPSULAS 

 
Considerando que o PLLA-NCO-terminado não é solúvel tanto 

em água quanto em ciclohexano, a síntese de nanocápsulas de amido 
reticulado foi realizada substituindo-se parcialmente o ciclohexano por 
clorofórmio, possibilitando uma alternativa de adicionar oligômero na 
fase contínua.  

O efeito da composição da fase contínua sobre as nanocápsulas 
foi investigada. Nanocápsulas de amido foram preparadas em uma fase 
contínua 2:1 em volume de ciclohexano e clorofórmio, primeiramente 
sem adição dos oligômeros. A polimerização em miniemulsão inversa 
foi realizada a 25 ºC por 24 horas para evitar a evaporação do solvente 
que compõe a fase contínua. As reações iniciaram com a adição de 160 
mg de TDI.  

Um estudo comparativo do efeito do solvente da fase contínua 
sobre a composição da casca polimérica foi realizado a partir de análise 
de FT-IR, apresentado na Figura 6.18. Observa-se que a substituição 
parcial do ciclohexano por clorofórmio não influenciou a composição da 
casca polimérica das nanocápsulas. Ambas as amostras apresentaram 
forte pico em 2276 cm-1 referente ao grupo NCO remascente previamen-
te discutido no Capítulo III. 
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Figura 6.18 Espectros obtidos a partir de análise de FT-IR das nanocápsulas 
após síntese em (a) ciclohexano e (b) 2:1 de ciclohexano:clorofórmio, ambas a 

25 ºC por 24 h. 
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Para as reações de enxertia do PLLA-NCO-terminado na superfí-

cie das nanocápsulas, primeiramente as nanocápsulas foram sintetizadas 
por 24 horas adicionando 100 mg de TDI a 25 °C. Seguidamente, 20 mg 
de PLLA-NCO-terminado, previamente dissolvido em 2 g de uma solu-
ção ciclohexano:clorofórmio com razão volumétrica igual a 2:1, foram 
adicionados e a prosseguiu por mais 24 horas a 25 °C. A Figura 6.19 
apresenta uma comparação entre os espectros de FT-IR de nanocápsulas 
sintetizadas com apenas TDI e, de NCs preparadas com TDI e PLLA-
NCO-terminado. 

Observa-se que a substituição parcial do TDI pelo PLLA-NCO-
terminado não afetou a composição da casca polimérica, a qual é com-
posta por grupos uretanos e ureia (BAIER et al., 2010) e ambas as amos-
tras apresentaram um pico característico de NCO forte em 2276 cm-1. 
Porém, neste caso, espera-se que a presença de alto teor de NCO rema-
nescente facilite a incorporação do PLLA utilizado para a preparação 
das MPs sobre a surperfície das NCs de amido.  

 
6.3.1.3 PREPARAÇÃO DAS MICROPARTÍCULAS 

 
Nanocápsulas de amido reticulado com núcleo aquoso foram 

aprisionados em micropartículas monodispersas PLLA, de acordo com 
MT 5-8. Mesmo quando se encontram na superfície das micropartículas, 
permitem a entrega adequada das nanocápsulas para os pulmões em te-
rapias de inalação oral. Mas, para um melhor perfil de liberação prolon-
gada de fármaco, a internalização das NCs em micropartículas é desejá-

a 

b 

2276 cm-1 

1734 cm-1 

1646 cm-1 

1544 cm-1 
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vel, o que poderia ser conquistado compatibilizando a superfície das 
NCs de amido com PLLA. 

 
Figura 6.19 Espectros de FT-IR de nanocápsulas sintetizadas com (a) 100 mg 

de TDI e 20 mg de PLLA-NCO-terminado e (b) 160 mg de TDI. 
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Foi apresentado anteriormente que nanocápsulas de amido reticu-

lado com PLLA enxertado podem ser obtidas via polimerização minie-
mulsão inversa, resultando uma casca polimérica com maior concentra-
ção de NCO residual. SR 101 como corante hidrofílico foi utilizado para 
rotular as nanocápsulas de amido, permitindo a avaliação da eficiência 
de encapsulação e investigação de distribuição de nanocápsulas dentro 
das micropartículas. A Figura 6.20 apresenta imagens de luz comum e 
CLSM da amostra MT 5-14.  

A funcionalização de superfície das nanocápsulas de amido com 
o oligômero PLLA-NCO-terminado, apesar de não proporcionar melhor 
distribuição de NCs entre as micropartículas, resultou em um aumento 
da internalização das NCs, como observado na Figura 6.20. Além de a 
reação de enxertia tornar a superfície das NCs mais hidrofóbicas, a mai-
or concentração de grupos NCO residual (Figura 6.19) na casca políme-
ra das NCs favorece a reação entre as NCs e o PLLA da matriz polimé-
rica das micropartícula, ambos diminuindo a mobilidade e a força motriz 
que levaria as NCs migrarem para a superfície das MPs, promovendo a 
internalização. A eficiência de encapsulação na amostra MT 5-14 foi de 
90 %.  
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Figura 6.20 Nanocápsulas aprisionadas em micropartículas MT 5-14. a) Mi-
croscopia de luz comum e b) Microscopia confocal de varredura a laser da 

amostra. 

  
(a) (b) 

 
A Tabela 6.5 apresenta um comparação das eficiências de encap-

sulação de nanocápsulas por micropartículas preparadas com a técnica 
de membrana SPG com tamanho de poro igual a 5 µm. Imagens de SEM 
estão apresentadas na Figura 6.21, onde observa-se que ambas apresen-
taram a mesma distribuição de tamanho de partículas. 

 
Tabela 6.5 Comparação entre as eficiências de encapsulação de micropartículas 

preparadas por diferentes métodos. 

Referência EE (%) ± DvP 

MT 5-8 85 ± 1 

MT 5-16 90 ± 1 

MT 5-14 90 ± 1 
 

Figura 6.21 Imagem de SEM das micropartículas das amostras (a) MT 5-8 e (b) 
MT 5-16, ambas com NCs sintetizadas com 160 mg de TDI e (c) MT 5-14 com 

NCs sintetizadas com 100 mg de TDI e 20 mg de PLLA-NCO-terminado. 
 

 
(a) (b) (c) 
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66..44  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  
 
Micropartículas de PLLA foram preparadas a partir de duas 

técnica distintas de emulsificação seguida da técnica de evaporação 
de solvente. A partir da técnica de emulsificação por membrana 
porosa de vidro SPG, micropartículas de natureza monodispersas 
foram obtidas com diâmetro médio similar ao diâmetro de poro da 
membrana. 

A microencapsulação de nanocápsulas em micropartículas foi 
avaliada com diferentes tamanhos de poro de membrana. A 
eficiência de encapsulação foi determinada com um procedimento 
confiável a partir de espectroscopia de fluorescência e observou-se 
que o tamanho de poro da membrana aplicada têm papel importante 
na eficiência de encapsulação. As nanocápsulas foram encapsuladas 
em micropartículas e as técnicas de microscopias eletrônica de 
varredura e confocal de varredura a laser foram essenciais na 
determinação da localização das nanocápsulas nas micropartículas. 
Foi observado que, de acordo com o procedimento aplicado, a 
localização das nanocápsulas pode ser delineada. E a modificação da 
composição da casca polimérica a partir da reação de enxertia do 
amido com PLLA-NCO-terminado aumentou a internalização das 
nanocápsulas nas micropartículas. 

Esta etapa do trabalho apresentou um sistema promissor de 
liberação controlado de fármacos, o qual possibilita a encapsulação 
combinada de compostos hidrofílicos e hidrofóbicos em uma única 
partícula multicompartimentada.  

 
66..55  IINNFFOORRMMAAÇÇÕÕEESS  DDEE  SSUUPPOORRTTEE  

 
Perfil de fluorescência máxima com relação a concentração de 

NCs de amido marcadas com SR 101 em água: a curva de calibração foi 
realizada em um espectrofotômetro de fluorescência de acordo com o 
seguinte procedimento: nanocápsulas de amido reticulado dispersas em 
ciclohexano foram redispersas em solução aquosa contendo SLS. Após 
evaporação do solvente, esta solução-mãe de NCs marcadas com SR 
101 foi diluída com a solução aquosa de SLS. Uma alíquota de 100 µl 
foi analisada em espectrômetro de fluorescência (NanoDrop ND-3300, 
PEQLab). A Figura 6.22 apresenta a curva de calibração realizada com 
o sinal de fluorescência máximo em 610 nm, respectivamente.  
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Figura 6.22 Perfil de intensidade de fluorescência com relação a concentração 

de NCs de amido marcadas com SR 101. Curva de calibração de NCs. 
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CCOO--EENNCCAAPPSSUULLAAÇÇÃÃOO  DDEE  FFÁÁRRMMAACCOOSS  HHIIDDRROOFFÍÍLLIICCOOSS  EE  HHII--
DDRROOFFÓÓBBIICCOOSS  EEMM  MMIICCRROOPPAARRTTÍÍCCUULLAASS  MMUULLTTIICCOOMMPPAARRTTII--

MMEENNTTAADDAASS  EE  LLIIBBEERRAAÇÇÃÃOO  CCOONNTTRROOLLAADDAA  
 

77..11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  
 
No caso da micobactéria da tuberculose, os pulmões são, se não 

os únicos, a principal porta de entrada para o desenvolvimento da doen-
ça (MISRA et al., 2011). Administração a partir de inalação oral se tor-
nou uma modalidade de tratamento importante no tratamento de doenças 
pulmonares (ZENG; MARTIN & MARRIOTT, 1995). Esta rota de ad-
ministração apresenta vantagens com relação às demais, tais como au-
mento da concentração de fármaco no local de ação e decréscimo dos 
possíveis efeitos colaterais (MANCA et al., 2008). Além destas vanta-
gens, apesar de o pulmão e o trato respiratório serem capazes de meta-
bolizar a dose de fármaco liberado, o pulmão apresenta uma grande área 
superficial absortiva, a qual permite uma grande quantidade de compo-
nentes na circulação sanguínea a taxas consideráveis (BYRON, 1990). 
Dessa forma, a administração por inalação oral não necesssariamente se 
limita a tratamento de doenças pulmonares, podendo ser explorada como 
porta de entrada para a circulação sanguínea de diversos outros fárma-
cos.  

No entanto, elaborar e preparar um novo tratamento administrado 
por aerossóis é complexo e algumas variáveis devem ser exploradas. O 
principal requisito a ser satisfeito é com relação ao tamanho das gotas 
dos aerossóis, que devem se encontrar entre  1 a 5 µm de diâmetro aero-
dinâmico (HUREAUX et al., 2009). A baixa eficiência de liberação das 
formulações mais tradicionais de aerossóis se deve a presença de partí-
culas com tamanho acima de 5 µm, as quais são retidas na boca e esôfa-
go, direcionadas ao sistema digestivos em vez de os pulmões. Por outro 
lado, partículas muito pequenas (menores de 0,4 µm, tipicamente co-
nhecidas como nanopartículas) também apresentam baixa eficiência de 
deposição por serem facilmente expiradas ao longo da respiração 
(KLEINSTREUER; ZHANG & DONOHUE, 2008).  

Com objetivo de satisfazer os requisitos com relação ao tamanho 
médio das partículas para aplicação como sistema de liberação controla-
da administrado via inalação oral, Bharatwaj et al. (2010) incorporou 
nanocápsulas de poli(D,L-lactídeo-co-glicolídeo) de tamanho de aproxi-
madamente 240 nm em micropartículas de caráter polidisperso e tama-
nho entre 0,5 e 4 µm de um copolímero quitosana-co-poli(ácido láctico) 
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utilizando uma metodologia modificada de emulsificação, seguido de 
difusão do solvente. Enfatiza-se que tal sistema proposto pelos autores, 
apesar de apresentar uma estrutura subdividida, apresenta apenas a pos-
sibilidade de encapsulação de fármacos hidrofóbicos.  

Dutt e Khuller (2001) encapsularam rifampicina e isoniazida em 
uma mesma partícula e compararam a eficiência de encapsulação de 
ambos os fármacos em lipossomas e em micropartículas. Os autores 
obtiveram uma eficiência de encapsulação para a rifampicina, fármaco 
hidrofóbico, entre 44-49% e 3.5-4% em lipossomas (0,1 – 0,2 µm) e em 
micropartículas de PLGA (na faixa de tamanho entre 51 e 75 µm), res-
pectivamente. Enquanto que a encapsulação da isoniazida foi de 8-10% 
e 7% em lipossomas e em micropartículas de PLGA, respectivamente.  

Micropartículas multicompartimentadas apresentam uma alterna-
tiva potencial na co-encapsulação de fármacos que compõem um coque-
tel, os quais não combinariam naturalmente. Sabendo-se que materiais 
biodegradáveis e biocompatíveis são pré-requisitos na síntese de siste-
mas de liberação modificada de fármacos, um sistema multicomparti-
mentado foi desenvolvido utilizando amido e PLLA. 

Esta etapa do trabalho tem como objetivo demonstrar a habilida-
de do sistema multicompartimentado em encapsular simultaneamente 
compostos hidrofílicos e hidrofóbicos, avaliar a cinética de liberação dos 
compostos ativos, além da biodegradabilidade dos polímeros utilizados.  

 
77..22  PPRROOCCEEDDIIMMEENNTTOOSS  EEXXPPEERRIIMMEENNTTAAIISS  
 
77..22..11  MMaatteerriiaaiiss  

 
Micropartículas biodegradáveis foram preparadas com PLLA e 

poli(láctico-co-glicólico) (PLGA, 85:15 lactídeo:glicolídeo, Mw = 
50000 – 75000 g.mol-1, Aldrich). Sulforodamina 101 (SR 101, BioChe-
mica, Aldrich), um marcador fluorescente, ou isoniazida (Sigma-
Aldrich), fármaco que compõe o coquetel da tuberculose, foram encap-
sulados nas nanocápsulas, por serem compostos de caráter hidrofílico. 
N-(2,6-diisopropilfenil) perileno-3,4-dicarboximida (PMI, BASF), um 
marcador fluorescente, ou rifampicina, foram encapsulados nas micro-
partículas, devido ao caráter hidrofóbico destes compostos.  

Solução tampão de fosfato livre de magnésio e cálcio (PBS) para 
os testes de liberação do fármaco foi adquirida na Gibco (Alemanha). Os 
estudos de degradação ácida das micropartículas multicompartimentadas 
foram realizados utilizando-se um solução de HCl 0,1 M. Os estudos de 
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degradação enzimática das nanopartículas de amido reticulado foram 
realizados utilizando-se α-amilase de Bacillus subtilis (Fluka). Degrada-
ção enzimática das micropartículas de PLLA foi realizada com protei-
nase K (pó liofilizado, 20 U.mg-1) foi adquirido de Thermo Scientific. A 
cinética de liberação dos fármacos foi determinada na presença de um 
surfatante pulmonar, 2,3-dipalmitoil-sn-glicerol-1-fosfocolina (Sigma 
Aldrich). Água destilada foi utilizada em todos os procedimentos. Todos 
os reagentes foram utilizados sem nenhum procedimento de purificação. 

 
77..22..22  PPrroocceeddiimmeennttooss  EExxppeerriimmeennttaaiiss  
 

As nanocápsulas de amido reticulado (NCs) foram previamente 
sintetizadas a partir de polimerização por etapa como apresentado no 
Capítulo III, utilizando 160 mg de TDI, segundo formulação TDI 3. Pa-
ra a encapsulação da sulforodamina 101 ou isoniazida, resumidamente, a 
água que compõe a fase dispersa foi substituída por uma solução aquosa 
contento 0,02 % ou 0,56 % em massa de SR 101 ou de isoniazida, res-
pectivamente. 

Após a preparação, nanocápsulas dispersas em ciclohexano foram 
centrifugadas durante 50 min a 5600 rpm para retirada do surfatante 
livre e, em seguida redispersas em clorofórmio. A preparação das mi-
cropartículas multicompartimentadas foi de acordo com o procedimento 
apresentado no Capítulo VI, segundo a formulação MT 5-8. Resumida-
mente, nanocápsulas redispersas em uma solução de clorofórmio e 
PLLA previamente dissolvido foi emulsificado a partir da técnica de 
membrana porosa SPG (tamanho de poro igual a 5 µm) em uma solução 
aquosa de SLS. Para a preparação de micropartículas de PLGA, PLLA 
foi totalmente substituído por PLGA. Para a co-encapsulação das NCs e 
PMI ou rifampicina, estes foram previamente solubilizados em cloro-
fórmio. 

 
77..22..33  CCaarraacctteerriizzaaççããoo  

 
7.2.3.1 TAMANHO E MORFOLOGIA DE PARTÍCULA 

 
A morfologia e a superfície de micropartículas foram avaliadas 

por microscopia electrônica de varredura (SEM) utilizando um micros-
cópio de emissão de campo (LEO (Zeiss) 1530 Gemini, Oberkochen, 
Alemanha) a uma voltagem de aceleração de 0,5 kV. Geralmente, as 
amostras foram preparadas diluindo-se as micropartículas em água desti-
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lada. Em seguida, uma gota de amostra foi colocada em placas de sílica 
e secas sob condições normais de ambientes.  

SR 101 foi escolhido com marcador fluorescente hidrofílico de-
vido a sua estável fluorescência na região do vermelho (λexc / λem: 583 / 
603 nm). Já PMI foi escolhido como marcador hidrofóbico e possui flu-
orescência na região do verde (λexc / λem: 488 / 520). A morfologia mul-
ticompartimentada das partículas foi investigada em microscopia confo-
cal de varredura a laser (CLSM) depositando uma gota da dispersão das 
micropartículas no em uma lâmina para microscópio. Uma objetiva de 
imersão em óleo, Leica HCX PL APO CS 1.4/100 × foi utilizada aco-
plada de uma linha de argônio com potência menor que 100 µW a 488 
nm e 561 nm, para PMI e SR 101, respectivamente. 

 
7.2.3.2 EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO E LIBERAÇÃO DE FÁRMA-

CO HIDROFÍLICO EM NANOCÁPSULAS DE AMIDO 
 
A eficiência de encapsulação de isoniazida foi estudada após a 

redispersão das nanocápsulas em solução PBS. Para tanto, 1 g das nano-
cápsulas dispersas em ciclohexano foi redispersado em 5 g de água con-
tendo 0,3 % em massa de SLS. Após a etapa de ultrasonicação (1 min 
em regime de pulso), ciclohexano foi evaporado durante 8 horas a 25 °C 
e 1000 rpm de agitação magnética. A eficiência de encapsulação foi de-
termina a partir de um espectrofotômetro UV-vis (Perkin-Elmer Lambda 
25, locado no Instituto Max-Planck para Pesquisa em Polímeros - 
Mainz, Alemanha). Isoniazida possui absorbância máxima em 261 nm e 
uma curva de calibração foi realizada, apresentada em Informações de 
Suporte. A eficiência de encapsulação foi calculada relacionando o sinal 
de absorbância máxima do sobrenadante da amostra após centrifugação 
a 4000 rpm por 30 min com a curva de calibração e o valor total teórico 
de isoniazida adicionada as nanocápsulas. As amostras foram gentilmen-
te agitadas e a cinética de liberação do fármaco foi avaliada a 37 °C com 
o mesmo procedimento, retirando-se amostra em intervalos específicos 
de tempo. 

 
7.2.3.3 EFICIÊNCIA DE ENCAPSULAÇÃO E LIBERAÇÃO DO FÁRMA-

CO HIDROFÓBICO EM MICROPARTÍCULAS  
 
A eficiência de encapsulação da rifampicina foi estudada tanto na 

presença quanto na ausência de nanocápsulas. Enfatiza-se que neste ca-
so, as nanocápsulas não foram carregadas com o marcador fluorescente 
SR 101. Após os processos de emulsificação da fase orgânica (polímero, 
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clorofórmio e NCs) usando a técnica de membrana SPG e de evaporação 
do solvente, o volume final da amostra foi verificado e as micropartícu-
las foram sedimentadas por centrifugação a 3000 rpm durante 20 min. O 
sobrenadante foi analisado em um espectrofotômetro de UV-vis (Perkin-
Elmer Lambda 25). Rifampicina apresenta absorbância máxima em 475 
nm. A eficiência de encapsulação foi calculada relacionando o resultado 
de absorbância máxima com uma curva de calibração previamente reali-
zada, apresentada em Informações de Suporte. 

Para os experimentos de liberação, uma solução tampão de fosfa-
to de sódio (PBS) foi utilizada. As micropartículas foram redispersas em 
solução PBS após sedimentação por centrifugação a 3000 rpm durante 
20 min. As amostras foram gentilmente agitadas e a cinética de libera-
ção de rifampicina foi avaliada a 37 °C. Alíquotas de 1 ml da amostra 
foram retiradas periodicamente e as micropartículas foram sedimentadas 
por centrifugação, seguindo o procedimento descrito acima. 

A cinética de liberação dos fármacos, isoniazida e rifampicina, 
foram realizadas na presença de um surfatante pulmonar, 2,3-
dipalmitoil-sn-glicerol-1-fosfocolina em uma concentração igual a 17,2 
mg.l-1, a fim de mimetizar o ambiente pulmonar. A Figura 7.1 apresenta 
a sua estrutura molecular. 

 
Figura 7.1 Estrutura molecular do surfatante pulmonar, 2,3-dipalmitoil-sn-

glicerol-1-fosfocolina. 

 
 

7.2.3.4 DEGRADAÇÃO ÁCIDA DAS MICROPARTÍCULAS MULTICOM-
PARTIMENTADAS 

 
Micropartículas MT 5-8 contendo PMI e SR 101 em suas subuni-

dades, previamente liofilizadas, foram redispersas em solução de HCl 
0,1 M. A degradação ácida ocorreu a temperatura ambiente com agita-
ção leve. Alíquotas foram retiradas e análise em CLSM e SEM foram 
realizadas. As amostras foram investigadas em um microscópio Olym-
pus Bx41 como descrito anteriormente, com excitação na região do 
vermelho para verificar a distribuição das nanocápsulas e em um mi-
croscópio eletrônico de varredura de alta resolução (JEOL JSM-6701F) 



 
144 Co-encapsulação de Fármacos Hidrofílicos e Hidrofóbicos 

com canhão de emissão de elétrons por efeito de campo (SEM-FEG) 
com voltagem de 10 kV, alocado no Laboratório Central de Microscopia 
Eletrônica (LCME, UFSC). Uma gota de amostra foi colocada em placa 
de sílica, seca sob condições normais de ambientes e recoberta com uma 
fina camada de ouro.  

 
7.2.3.5 DEGRADAÇÃO ENZIMÁTICA DAS MICROPARTÍCULAS MUL-

TICOMPARTIMENTADAS E LIBERAÇÃO DE FÁRMACOS 
 
A degradação enzimática das micropartículas foi investigada uti-

lizando um microscópio Olympus Bx41, locado no Laboratório Multiu-
suários de Estudos em Biologia (LAMEB II, BEG) com sistema de epi-
fluorescência e iluminação diascópica transmitida, acoplado a filtros 
azul (U-MWU2, λexc / λem: 330 – 385 / 420 nm), verde (U-MWB2 , λexc / 
λem: 460 - 490 / 520 nm) e vermelho (U-MGW2, λexc / λem: 510 - 550 / 
590 nm) e câmera digital colorida (Q-imaging, 3.3 megapixel de resolu-
ção). As imagens foram capturadas pelo software Q-capture Pro 5.1 (Q-
imaging). A Figura 7.2 apresenta os espectros de fluorescência dos mar-
cadores escolhidos, PMI e SR 101. As áreas hachuradas ilustram a regi-
ão dos filtros verde e vermelho. Apesar de o PMI apresentar excitação e 
emissão na região do verde, o seu espectro de fluorescência é largo e 
influência na análise da SR 101 na região do vermelho. Dessa forma, os 
marcadores fluorescentes não foram coencapsulados, mas analisados 
separadamente.  

 
Figura 7.2 Espectros de fluorescência (intensidade normalizada) dos marcado-
res PMI (solução em tolueno) e SR 101 (solução em etanol). Região dos filtros 

 verde e  vermelho. 
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A degradação enzimática do PLLA foi desencadeada pela protei-
nase K em micropartículas MT 5-8 contendo apenas PMI encapsulado. 
A reação enzimática iniciou com a adição de 9 mg.mg-1 (concentração 
final) de proteinase K. As amostras foram investigadas utilizando o fil-
tro com excitação na região do verde.  

A degradação enzimática das nanocápsulas que compõe as parti-
culas multicompartimentadas foi realizada adicionando 10 mg.mg-1 
(concentração final) de α-amilase. As imagens foram capturadas utili-
zando fluorescência com excitação na região do vermelho. 

Enfatiza-se que, as micropartículas foram centrifugadas a 3000 
rpm durante 20 min três vezes para retirada de SLS, evitando a danifica-
ção das enzimas. Após o processo de liofilização das micropartículas, 
estas foram redispersas em solução PBS após duas lavagens para retirar 
SLS. 

A cinética de liberação dos fármacos desencadeada por degrada-
ção enzimática foi avaliada com diferentes concentrações de enzimas a 
37 °C. Após a preparação e repetitivas centrifugações a 3.000 rpm por 
30 min, as micropartículas multicompartimentadas foram redispersadas 
e mantidas sob leve agitação em uma solução tampão de fosfato 0,05 M 
e pH 7,4 previamente preparada. A concentração de rifampicina liberada 
foi determinada a partir de análise em espectrofotômetro UV-vis em 475 
nm. Para tanto, alíquotas foram retiradas periodicamente e as micropar-
tículas foram sedimentadas por centrifugação (4.000 rpm por 30 min). 
Uma curva de calibração da concentração de fármaco com a absorbância 
foi realizada e a concentração liberada foi determinada calculando-se a 
absorbância do sobrenadante com a curva de calibração. 

 
77..33  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  
 

Micropartículas multicompartimentadas com subunidades repre-
sentam uma alternativa promissora para encapsulação concomitante de 
compostos hidrofílico e hidrofóbico. Anteriormente, foi demonstrada a 
utilização de nanocápsulas de núcleo aquoso preparadas com amido re-
ticulado para liberação de compostos hidrofílicos desencadeada por de-
gradação enzimática (Cap. IV). A imobilização destas NCs em micro-
partículas de PLLA estabeleceram uma micropartícula multicomparti-
mentada (Capítulo VI).  

A aplicação de marcadores fluorescentes permite ilustrar a possi-
bilidade da co-encapsulação de agente terapêuticos hidrofílicos nas na-
nocápsulas de amido e de hidrofóbicos, na matriz polimérica de PLLA. 
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A Figura 7.3 apresenta a co-encapsulação de SR 101, marcador fluores-
cente hidrofílico. previamente encapsulado nas NCs de amido e PMI, 
marcador hidrofóbico encapsulado na matriz polimérica de PLLA. Re-
sultado obtido por análise em microscopia CSLM.  

A localização dos dois marcadores fluorescentes em um mesmo 
sistema confirmam a arquitetura de partículas multicompartimentadas. 
As estruturas moleculares do PMI e do SR 101 estão apresentadas nas 
Figura 7.3b e Figura 7.3c, respectivamente.  

 
Figura 7.3 Co-encapsulação de NCs de amido reticulado carregadas com SR 
101 (vermelho) e de marcador fluorescente hidrofóbico PMI (verde). (a) Mi-

cropartículas MT 5-8. Estruturas moleculares de (b) PMI e (c) SR 101. (d) Mi-
cropartículas MT 5-14. Análise realizada por CSLM. 

 

 
(b) 

 

(a) (c) 

 
(d) 

 
Os resultados obtidos demonstram a habilidade destas partículas 

encapsularem uma grande variedade de agentes ativos terapêuticos, hi-
drofílicos e hidrofóbicos, visando aplicação na área biomédica como 
sistema de liberação controlada de fármacos. 
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A liberação de compostos desencadeada por degradação, tanto 
ácida quanto enzimática possibilita novas oportunidades e define a apli-
cação do sistema de liberação de fármaco controlada. A Figura 7.4 apre-
senta imagens de SEM de partículas multicompartimentadas de PLLA 
após 3 dias imersas em solução ácida de HCl 0,1 M. Observa-se que 
após o período predeterminado, as micropartículas de PLLA e as nano-
cápsulas de amido reticulado não apresentaram degradação significativa 
visível. 

 
Figura 7.4 Degradação ácida de micropartículas multicompartimentadas MT 
5-8 de PLLA com subunidade de amido reticulado após 3 dias em solução de 

HCl 0,1 M. 

  
 
Foi demonstrado previamente que a liberação controlada de SR 

101 a partir das nanocápsulas de amido reticulado pode ser desencadea-
da por reação enzimática com α-amilase (Capítulo IV). Imagens de mi-
croscopia de fluorescência foram realizadas nas amostras previamente 
liofilizadas e redispersas em solução tampão de fosfato 0,05 M (pH 7,4) 
e observa-se que a distribuição de NCs de amido dentro das micropartí-
culas nesta análise foi homogênea e as micropartículas apresentam um 
anel mais vermelho, indicando a presença de NCs na superfície das 
MPs, Figura 7.5a. O resultado apresentado em Figura 6.11b se diferen-
cia do apresentado em Figura 7.3a devido as limitações do microscópio 
do fluorescência utilizado. 

A partir da Figura 7.5b e Figura 7.5c é possível observar o com-
portamento de degradação das nanocápsulas dentro das micropartículas 
com 9 mg/ml de α-amilase. A liberação controlada de SR 101 desenca-
deada por amilase foi previamente investigada redispersando as NCs em 
solução PBS 0,05 M com diferentes concentrações de amilase (Capítulo 
IV). Após um dia de reação enzimática, as nanocápsulas localizadas na 
superfície das micropartículas foram degradadas, baseando-se no fato de 
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as micropartículas apresentarem fluorescência no vermelho mais fraco 
na interface das MPs com o meio contínuo contendo amilase (Figura 
7.5b). Tal fato se deve ao consumo de amido das NCs e liberação do SR 
101. Após 5 dias de reação enzimática, observa-se o consumo de nano-
cápsulas localizadas no interior das micropartículas (Figura 7.5c). 

 
Figura 7.5 Degradação enzimática de micropartículas multicompartimentadas 
MT 5-8 de PLLA com subunidade de amido reticulado (a) sem degradação (b) 

após 1 dia e (c) após 5 dias de reação enzimática com 9 mg/ml de amilase. 
(a) (b) (c) 

 

   
 

 
Figura 7.6 Micropartículas multicompartimentadas MT 5-8 de PLLA co-

encapsulando PMI e nanocápsulas de amido reticulado SR 101. Imagem de 
microscopia de fluorescência utilizando filtro na região do verde. 

 
 
A degradação das micropartículas de PLLA foi investigada 

aplicando-se 9 mg/ml de proteinase K. NCs carregadas com SR 101 
foram co-encapsuladas em micropartículas de PLLA com PMI, 
marcador fluorescência com excitação na região do verde (Figura 7.6). 
Após um dia de degradação enzimática com proteinase em solução 

1 dia 5 dias 
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tampão de fosfato 0,05 M (pH 7,4) e 37 °C, foi observado em análise de 
microscopia de fluorescência fragmentos poliméricos, os quais ainda 
possuem fluorescência, indicando que o PMI não foi liberado devido a 
sua elevada hidrofobicidade, segundo a Figura 7.7b. 

A partir da Figura 7.5 e da Figura 7.7 afirma-se que uma das van-
tagens significativas do sistema com arquitetura multicompartimentada 
desenvolvido neste trabalho, além da possibilidade de coencapsulação 
de uma grande variedade de compostos, é a degradação enzimática sele-
tiva dos polímeros aplicados.  

 
Figura 7.7 Degradação enzimática de micropartículas multicompartimentadas 

MT 5-8 de PLLA com subunidade de amido reticulado co-encapsulando SR 101 
e PMI a partir de proteinase K 9 mg/ml. Imagem de microscopia de fluorescên-

cia (a) e (c) luz comum e (b) e (d) filtro na região do vermelho. 

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 

 
Fármacos que compõem o coquetel de tratamento da tuberculose 

foram investigados como modelo para aplicação de sistema de liberação 
controlada de compostos ativos. Isoniazida, fármaco hidrofílico e rifam-

Fragmentos 
Poliméricos 

Fragmentos 
Poliméricos 
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picina, fármaco hidrofóbico foram encapsuladas em seus respectivos 
compartimentos. 

Nanocápsulas sintetizadas com 160 mg de TDI, de acordo com os 
procedimentos apresentados no Capítulo III, obtiveram eficiência de 
encapsulamento da isoniazida em torno de 92 %. Foi demonstrado pre-
viamente (Capítulo IV), que nanocápsulas sintetizadas com 160 mg de 
TDI são impermeáveis. Como esperado, após 3 dias, a isoniazida não foi 
liberada das nanocápsulas, como apresenta a Figura 7.8. 

 
Figura 7.8 (a) Cinética de liberação da isoniazida, apresentada em (b), a partir 

de nanocápsulas de amido reticulado com 160 mg de TDI. 
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O fármaco hidrofóbico foi encapsulado em micropartículas de 

PLLA e de PLGA (85:15) em diferentes concentrações, conforme a Ta-
bela 7.1. Observa-se que a eficiência de encapsulação da rifampicina foi 
relativamente maior na ausência das nanocápsulas e menor ao substituir 
PLLA por PLGA. Devido a maior hidrofilicidade do PLGA comparada 
a do PLLA, menor foi a eficiência de encapsulação do fármaco hidrofó-
bico. 

A Figura 7.9 apresenta uma comparação entre as imagens de 
SEM das micropartículas baseadas na formulações MT 5-8 preparadas 
com PLLA e PLGA. Observa-se que a morfologia e tamanho encontra-
dos não se diferenciam entre si. Enfatiza-se que a imagem foi obtida da 
amostra após lavagem para retirada de surfatante livre. 
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Tabela 7.1 Eficiência de co-encapsulação de rifampicina e NCs de amido em 
micropartículas poliméricas de PLLA ou de PLGA 85:15, segundo formulação 

MT 5-8. 

Rfp:Polímero NCs (mg) Polímero EE (%) ± DvP 

1:2 - PLLA 31,8 ± 1,4 

1:2 70  26,4 ± 1,5 

1:5 70  27,0 ± 1,2 

1:10 70  30,2 ± 1,0 

4:9 70 PLGA 20,3 ± 0,9 
 

Figura 7.9 Imagem obtida a partir de SEM de micropartículas MT 5-8 prepa-
radas com (a) PLLA e (b) PLGA, ambas com NCs e rifampicina após lavagem 

por centrifugação. 

  
(a) (b) 

 
A lavagem das micropartícupas para análise em SEM se faz im-

portante para se observar uma superfície livre de surfatante. Imagens de 
partículas multicompartimentadas de PLLA com subunidade de amido 
sem lavagem estão apresentadas na Figura 7.10. Além de se observar 
uma camada de surfatante sobre as micropartículas, nota-se a presença 
de cristais do tamanho de aproximadamente 1 µm de rifampicina livres. 

Acredita-se que, devido ao tamanho das micropartículas (± 5 
µm), não foi observada liberação da rifampicina em solução PBS a 37 
°C e utilização de surfatante pulmonar após 3 dias, resultados apresenta-
dos na Figura 7.11. Adicionalmente, a liberação desencadeada pela de-
gradação por hidrólise não foi observada devido a alta massa molar do 
PLLA utilizado. Por outro lado, estudos recentes apresentaram a degra-
dação enzimática do PLLA pela proteinase K. Dessa forma, a ausência 
de liberação de ambos os fármacos detectada não representa obstáculos 
na aplicação das micropartículas multicompartimentadas como sistemas 
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de liberação controlada de compostos ativos uma vez que a liberação 
pode ser desencadeada por degradação enzimática. 

 
Figura 7.10 (a) Imagem obtida a partir de SEM de micropartículas de PLLA 

com NCs e rifampicina sem lavagem por centrifugação. (b) Estrutura molecu-
lar de rifampicina. 

 

 

(a) (b) 
 

Figura 7.11 (a) Cinética de liberação da rifampicina a partir de degradação 
enzimática do PLLA por proteinase K. (b) Comparação entre a liberação de-
sencadeada por degradação enzimática e estabilidade da rifampicina em solu-

ção enzimática com 2,0 mg/ml de proteinase K. 
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A liberação dos fármacos desencadeada por degradação enzimá-

tica foi avaliada em micropartículas multicompartimentadas preparadas 
segundo a formulação MT 5-8 (Cap VI), contendo uma razão entre ri-
fampicina e PLLA igual a 1:2. Diferentes concentrações de proteinase K 
foram avaliadas e os resultados estão apresentados na Figura 7.11a. Ob-
serva-se que, aumentando-se a concentração de enzima, aumenta a ciné-

2,0 mg/ml de proeinase K 
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tica de liberação da rifampicina. Uma comparação entre a cinética de 
liberação da rifampicina e a estabilidade da rifampicina em ambiente 
com proteinase K está apresentada Figura 7.11b. Ambas as curvas apre-
sentaram um leve decaimento após o período de 2 dias. 

 
77..44  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 
Foi demonstrado que as micropartículas multicompartimentadas 

desenvolvidas neste trabalho têm grande potencial para encapsulação e 
liberação de compostos ativos para aplicação como sistemas carreadores 
de fármacos e microreatores catalíticos, para reações entre compostos 
induzidas e desencadeadas por degradação enzimática de relevância in-
tracelular. 

SR 101 e PMI, marcadores fluorescentes hidrofílico e hidrofóbi-
co, respectivamente, foram encapsulados no sistema multicompartimen-
tado desenvolvido. A partir de análise em microscopia de fluorescência 
foi demonstrado que os polímeros utilizados para a elaboração da mi-
cropartícula subcompartimentalizada apresenta degradação enzimática 
seletiva. PLLA foi degradado por proteinase K e a amilase degradou 
apenas as nanocápsulas de amido reticulado. 

Isoniazida e rifampicina, fármacos que compõem o coquetel de 
tratamento da tuberculose, foram simultaneamente encapsulados. Estes 
resultados preliminares demonstram o potencial da aplicação destas mi-
cropartículas multicompartimentadas como sistemas carreadores de fár-
maco para liberação controlada desencadeada por degradação enzimáti-
ca e administração via inalação oral para tratamento de doenças pulmo-
nares.  

 
77..55  IINNFFOORRMMAAÇÇÕÕEESS  DDEE  SSUUPPOORRTTEE  

 
Perfil de absorbância máxima com relação a concentração de 

isoniazida: a curva de calibração foi realizada em um espectrofotômetro 
de UV-vis de acordo com o seguinte procedimento: nanocápsulas de 
amido reticulado dispersas em ciclohexano foram redispersas em solu-
ção PBS contendo SLS e surfatante pulmonar. Após evaporação do sol-
vente, uma alíquota foi separada para adição da isoniazida. Esta solução-
mãe de isoniazida foi diluída com a solução de nanocápsulas redispersas 
em PBS, mantendo as concentrações de NCs, SLS e surfatante pulmonar 
similar as das amostras. Todas as diluições foram centrifugadas por 
4000 rpm por 30 min e análise em espectrometria de UV-vis foi realiza-
da do sobrenadante obtido. A Figura 7.12 apresenta os resultados para a 
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curva de calibração obtida relacionando a absorbância em 261 nm com a 
concentração do fármaco. 

 
 

Figura 7.12 Perfil de absorbância com relação a concentração de isoniazida. 
Curva de calibração.  
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Perfil de absorbância máxima com relação a concentração de ri-

fampicina: a curva de calibração foi realizada em um espectrofotômetro 
de UV-vis de acordo com o seguinte procedimento. Rifampicina foi so-
lubilizada em solução PBS contendo surfatante pulmonar. Apesar de 
rifampicina apresentar caráter hidrofóbico, a presença do surfatante 
pulmonar auxilia na dispersão do fármaco em meio aquoso. Uma solu-
ção-mão foi preparada e diluída com a solução PBS e surfatante pulmo-
nar. Análise em espectrometria de UV-vis foi realizada. A Figura 7.13 
apresenta os resultados para a curva de calibração obtida relacionando a 
absorbância máxima de 475nm com a concentração do fármaco. 
 
Figura 7.13 Perfil de absorbância com relação a concentração de rifampicina. 

Curva de calibração.  
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CCOONNSSIIDDEERRAAÇÇÕÕEESS  FFIINNAAIISS  EE  PPEERRSSPPEECCTTIIVVAASS  FFUUTTUURRAASS  
 
No presente trabalho, um sistema promissor de liberação contro-

lado de fármacos foi apresentado, o qual possibilita a encapsulação 
combinada de compostos hidrofílicos e hidrofóbicos em uma única par-
tícula multicompartimentada. As micropartículas multicompartimenta-
das desenvolvidas consistem em uma matriz polimérica de poli(ácido 
lático) com subunidades de amido reticulado.  

Primeiramente, nanocápsulas de amido reticulado foram obtidas a 
partir da polimerização interfacial com 2,4 – tolueno diisocianato em 
miniemulsão inversa. Devido as características da técnica de polimeri-
zação interfacial em miniemulsão inversa, foram obtidas morfologia de 
nanocápsulas de núcleo aquoso e casca polimérica composto por grupos 
uretanos e ureia. A influência de diferentes parâmetros foi avaliada, tais 
como concentração de surfatante, amido, co-estabilizador, TDI e tipo de 
sal aplicado sobre o diâmetro médio das nanopartículas e composição da 
casca polimérica. Em geral, foi observado que o diâmetro das nanogotas 
obtidas influencia a composição da casca polimérica. Quanto menor o 
diâmetro inicial das nanogotas, maior a concentração de grupos uretano 
na composição da casca polimérica. Acredita-se que tal fato se deve ao 
aumento da área interfacial total das nanogotas, favorecendo a polimeri-
zação interfacial entre os grupos NCO do TDI e hidroxilas presentes no 
amido.  

As nanocápsulas preparadas com estruturas casca-núcleo apresen-
tam grande potencial na encapsulação de compostos hidrofílicos. SR 
101 foi encapsulada em nanocápsulas preparadas com duas diferentes 
quantidade de TDI. Foi observado que a eficiência de encapsulação de-
pende do teor de reticulação e, a permeabilidade das nanocápsulas pode 
ser controlada a partir da concentração de TDI. O aumento da concen-
tração de TDI favoreceu a reticulação, consequentemente, minimizou a 
perda de SR 101 para a fase aquosa contínua. 

A biodegradabilidade das nanocápsulas foi demonstrada indire-
tamente pela cinética de liberação de SR 101 desencadeada a partir da 
degradação enzimática das nanocápsulas. A cinética de liberação foi 
estudada a partir de medidas de absorção em espectrofotômetro de UV-
vis. As nanocápsulas de amido foram degradadas por diferentes concen-
trações de α-amilase. Observou-se que concentrações de amilase abaixo 
de 0,9 mg/ml não apresentaram liberação do SR 101, indicando um pro-
cesso de degradação muito lento das nanocápsulas reticuladas.  

As micropartículas monodispersa de PLLA foram preparadas 
usando técnica emulsificação por membrana porosa SPG. Foi observado 
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que o tamanho médio das partículas diminiu com a diminuição do tama-
nho de poro da membrana. E a razão entre o tamanho médio de partícula 
e o tamanho médio de poro da membrana pode ser mantida constante, 
uma vez que as condições de operação sejam otimizadas para as caracte-
rísticas da membrana utilizada.  

Micropartículas multicompartimentadas foram obtidas a partir da 
microencapsulação de nanocápsulas em micropartículas de PLLA. A 
técnica de emulsificação por membrana porosa SPG foi utilizada e dife-
rentes tamanhos de poro de membrana foram avaliados. A eficiência de 
encapsulação foi determinada com um procedimento confiável a partir 
de espectroscopia de fluorescência. Observou-se que o tamanho de poro 
da membrana aplicada têm papel importante na eficiência de encapsula-
ção das nanocápsulas. Análises de microscopias eletrônica de varredura 
e confocal de varredura a laser foram essenciais na caracterização das 
micropartículas multicompartimentadas. Foi observado que, de acordo 
com o procedimento aplicado, a localização das nanocápsulas pode ser 
delineada. A modificação da composição da casca polimérica a partir da 
reação de enxertia do amido com PLLA-NCO-terminado aumentou a 
internalização das nanocápsulas nas micropartículas. 

Os marcadores fluorescentes, SR 101 e PMI, hidrofílico e hidro-
fóbico, respectivamente, foram encapsulados no sistema multicompar-
timentado desenvolvido neste trabalho. A partir de análise em micros-
copia de fluorescência foi demonstrado que os polímeros escolhidos 
para a elaboração da micropartícula compartimentalizada apresentaram 
degradação enzimática seletiva. PLLA foi degradado por proteinase K, 
enquanto que a amilase degradou apenas as nanocápsulas de amido reti-
culado. Adicionalmente, observou-se que o sistema multicompartimen-
tado se apresentou estável em meio ácido durante cinco dias. 

Isoniazida e rifampicina, fármacos que compõem o coquetel de 
tratamento da tuberculose, foram simultaneamente encapsulados. Estes 
resultados preliminares demonstraram o potencial da aplicação destas 
micropartículas multicompartimentadas como sistemas carreadores de 
fármaco para liberação controlada desencadeada por degradação enzi-
mática e administração via inalação oral para tratamento de doenças 
pulmonares. 

A habilidade de indução de morte de bácterias causadoras da tu-
berculose das nanocápsulas e micropartículas multicompartimentadas 
estão em andamento, separadamente. As etapas futuras deste trabalho 
envolvem um estudo aprofundado para aplicação da micropartícula mul-
ticompartimentada como sistema de liberação de fármaco  para adminis-
tração pulmonar. Avaliação da aerodinâmica das micropartículas multi-
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compartimentadas deve ser realizada, de acordo com os pré-requisitos 
para aplicação em inaladores para administração pulmonar de fármacos. 
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