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Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

EFEITO DAS CONDICOES DE SINTESE SOBRE A MORFOLOGIA DE
NANOPARTICULAS DE AMIDO E SUA APLICACAO COMO CARREADOR DE
FARMACO

Isabelle Cornelsen Sampaio Lima
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Este projeto teve como objetivo desenvolver e caracterizar nanoparticulas
biopoliméricas e biodegraddveis compostas por amido de milho, sintetizadas por
nanoprecipitacdo, visando sua empregabilidade tanto como particulas isoladas, quanto
em filmes de biopolimeros. Os parametros do processo de nanoprecipitacdo que
influenciam as caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e morfoldgicas das
nanoparticulas foram estudados. A fim de avaliar a influéncia dos pardmetros da
nanoprecipitacdo, as nanoparticulas e os filmes foram caracterizados por MEV, MET,
AFM, FTIR e DRX. Observou-se que as nanoparticulas apresentaram tamanhos e
diferentes formatos e os filmes apresentaram mudangas na rugosidade e no tamanho das

particulas.
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This project aimed to develop and characterize biopolymeric and biodegradable
nanoparticles synthesized by nanoprecipitation. Nanoparticles, both isolated and used in
biopolymer films, were composed of corn starch. The parameters of the
nanoprecipitation process that influence the physico-chemical, structural and
morphological characteristics of the nanoparticles were studied. In order to evaluate the
influence of nanoprecipitation parameters, nanoparticles and films were characterized
by MEV, MET, AFM, FTIR and DRX. It was observed that the nanoparticles had
different sizes and shapes and the films presented changes in the roughness and particle

size.
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1. INTRODUCAO

O amido ¢ um biopolimero natural, renovavel, biodegraddvel que apresenta boa
propriedade de bio-adesdo. E produzido por muitas plantas e é fonte para o
armazenamento de energia. E o segundo material de biomassa mais abundante na
natureza e encontra-se em raizes, talos, sementes de plantas e culturas bdsicas como o

arroz, o milho, o trigo, a tapioca e a batata (BULEON, 1998).

As nanoparticulas preparadas a partir de polissacarideos naturais, como o amido,
apresentam propriedades interessantes como a biocompatibilidade, a ndo toxicidade e a
biodegradabilidade (SUN, 2016). As nanoparticulas de amido, em especial, possuem
propriedades unicas que diferem significativamente de seus materiais a granel e podem
ser sintetizadas por diferentes metodologias, como a hidrélise dcida, extrusdo,

homogeneizacdo e emulsificacdo de alta pressdo e nanoprecipitacdao (SUN, 2016).

A sintese por nanoprecipitacdo € simples, rapida, reprodutivel, de baixo custo e
ndo necessita de reagentes toxicos. O procedimento consiste na adicdo de uma solugdo
polimérica em um ndo-solvente levando a precipitacio de particulas na escala
nanométrica. As condi¢des da sintese, como a concentragao e a velocidade de agitagio,
sd0 importantes parametros para as propriedades e caracteristicas das particulas obtidas

(ZHOU, 2017).

Devido as propriedades das nanoparticulas de amido, elas t€ém sido amplamente
utilizadas em diversas aplicacdes, como em bolsas hidrossoliveis para inseticidas
(FREDERIKSEN, 2002), transportadores de medicamentos (MAHKAM, 2010), em
pneu (DUFRESNE, 2010) e em cépsula dura para fairmacos (PARK, 2008). Devido as
diversas aplicagOes, tem sido observado um crescente interesse em pesquisas sobre
nanoparticulas de amido nos ultimos anos, como pode ser visto na Figura 1.1, onde é

mostrado o ndmero de pesquisas publicadas no assunto.
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Figura 1. 1: Ndmero de publica¢des dos tltimos 18 anos contendo o termo “nanoparticula de amido”.

Fonte dos dados: Web of Science.

Nesta dissertacdo foi desenvolvida uma metodologia, por nanoprecipitacdo,
orientada a sintese de nanoparticulas em suspensiao e em filmes, totalmente a base de
amido de milho. Os parametros fundamentais para realizacao da sintese e formacao das
nanoparticulas foram estudados e definidos. Além disto, foi também proposto o estudo
da eficiéncia de encapsulamento do farmaco pelas nanoparticulas. Diferentes
metodologias foram aplicadas para sua caracterizacdo e para o bom entendimento dos

processos de formacao das nanoparticulas.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € verificar como os pardmetros de sintese por
nanoprecipita¢do afetam a forma e o tamanho das nanoparticulas de amido e explorar a

viabilidade desta rota para o encapsulamento de écido ascorbico.

2.2 Objetivo especifico

v Investigar os efeitos dos parAmetros da nanoprecipitacdo variando: a propor¢do
de amilose/amilopectina do amido, a ordem de adicao do ndo-solvente e da
solugdo polimérica, a concentracdo e a temperatura da solu¢do polimérica

utilizada na sintese e a velocidade de agitacdo.

v’ Caracterizar a morfologia e a estrutura das particulas em solu¢io com e sem 0

farmaco.

v’ Caracterizar a morfologia e a estrutura cristalina dos filmes de amido contendo

nanoparticulas, produzidos em uma Unica etapa.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Amido

O amido é um carboidrato constituido principalmente de glicose com ligacdes
glicosidicas e € um dos principais componentes da maioria dos vegetais. Os tubérculos,
cereais, raizes e as leguminosas sdo fontes de amido e a batata, milho e o arroz sdo
alguns exemplos das principais fontes de amido comerciais. A origem do amido
influencia nas propriedades como a forma, o tamanho, a composicao, a distribuicdo e a
cristalinidade dos granulos (BULEON, 1998).

E constituido pela amilose e amilopectina, dois polimeros de glicose presentes
no amido natural, que possuem estruturas e funcoes diferentes. Na maioria dos amidos
as porcentagens do peso relativo de amilopectina variam entre 67 e 84% e a
porcentagem de amilose varia entre 16 e 33% (Tabela 1) (BULEON, 1998 ¢ SOUZA,
2000). A propor¢do e o arranjo dessas moléculas determinam as propriedades fisico-

quimicas e funcionais do granulo do amido (BLANSHARD, 1987).

Tabela 3. 1: Quantidade média de amilose e algumas fontes vegetais. Adaptado de (MALIL, 2010).

Fonte vegetal Amilose (%)

Milho 25
Batata 23
Arroz 15-25
Trigo 20
Mandioca 16 - 20
Inhame 30
Aveia 16 — 33

Fonte: Adaptado de (MALLI, 2010).

3.2 Estrutura

Por muitos anos a estrutura do amido vem sendo pesquisada e devido a sua
complexidade um modelo universal foi desenvolvido, como pode ser vista na Figura
3.1. E constituido por um granulo com tamanho de 2-100 pum, Figura 3.1 (a), que

apresenta anéis de crescimento de 120 a 500 nm, Figura 3.1 (b). O granulo é composto



por “blocklets” de 20 a 50 nm, Figura 3.1 (c), feito por lamelas cristalinas e amorfas de
9 nm de espessura, Figura 3.1 (d). A lamela cristalina é composta pelas cadeias
paralelas da amilopectina e a lamela amorfa é formada pelos pontos de ramificagdo da

amilopectina e pelas cadeias de amilose, Figura 3.1 (e) (DUFRESNE, 2010).
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Figura 3. 1: Estrutura do amido em multiescala. Adaptado de (DUFRESNE, 2010).

A presenca de anéis concéntricos, chamados de anéis de crescimento, dentro dos
granulos sugerem que o amido tenha deposicao em um ritmo didrio que aumenta o seu
tamanho, tendo o material recém sintetizado na superficie. Dessa forma, sugere-se que a
primeira camada seja chamada de centro ou “hilum”, apresentando muitos terminais
redutores € menos organizados que o resto do granulo. Os terminais redutores estao
voltados para a superficie permitindo novas ligacdes com unidades de glicose, levando

ao crescimento das cadeias de amilopectina (BAKER, 2001).

3.2.1 Amilose

Amilose é um polimero linear, composto por unidades de a-glicopiranose unidas
por ligacdes glicosidicas a-1,4, como pode ser visto na Figura 3.2, e 0 seu peso
molecular é da ordem de 250.000 Daltons (1.500 unidades de glicose), variando de
acordo com a fonte (BULEON, 1998). Alguns cereais sao denominados de cerosos, ou

waxy, por apresentarem cerca de 1% ou menos de amilose. Alguns exemplos de amido



waxy sdo o milho e o arroz. Também existem os amidos com altas taxas de amilose,

podendo variar de 35% a 85% dependendo da fonte (DENARDIN, 2009).
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Figura 3. 2: Estrutura da amilose e as liga¢des glicosidicas a-1,4 representadas em vermelho. Adaptado de

(DENARDIN, 2009).

A amilose localiza-se principalmente nos anéis amorfos, entre as cadeias de

amilopectina e no centro do grio, Figura 3.3. (DENARDIN, 2009).

Figura 3. 3: Modelo da estrutura interna do granulo de amido. Adaptado de (DENARDIN, 2009).

3.2.2 Amilopectina

Amilopectina € composta por unidades de a-D-glicopiranose unidas por liga¢des
glicosidicas a-1,4 e a-1,6 formando uma estrutura ramificada, Figura 3.4. O peso
molecular varia de 50 a 500x10° Daltons. No granulo do amido € estruturalmente e
funcionalmente a mais importante por ser capaz de formar o grdo de amido sem a

presenca de amilose (DENARDIN, 2009).



Figura 3. 4: Estrutura da amilopectina e as ligacdes glicosidicas a-1,4 e a-1,6 representadas em vermelho

e azul, respectivamente. Adaptado de (DENARDIN, 2009).

A estrutura da amilopectina pode ser classificada como A, B e C, Figura 3.5. A
cadeia tipo A € composta por uma cadeia ndo-redutora de glicoses unidas por ligacdes
glicosidicas a-1,4 sem ter ramificagdes. Essas cadeias sdo unidas na cadeia tipo B
através das ligacoes glicosidicas a-1,6. A cadeia tipo C é uma molécula de amilopectina
com terminal redutor, sendo composta pelas as duas ligacdes glicosidicas, a-1,4 e a-1,6

(DENARDIN, 2009).

Cadeia A

bl

Bl Cadeia C

o< Terminal redutor
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Figura 3. 5: Classificag¢@o das cadeias de amilopectina. Adaptado de (DENARDIN, 2009).

3.2.3 Cristalinidade

O amido € semicristalino e sua cristalinidade estd presente nos anéis de

crescimento. A regido cristalina é formada por cadeias paralelas do tipo A e B da



amilopectina. A regido amorfa apresenta os pontos de ramificacdes da amilopectina e a
amilose, tornando essa regido menos ordenada. A cristalinidade do amido nativo varia
de 15% a 45% e apresentam padrdes de difracdo de raios-x que correspondem a duas
formas (A e B), tendo sua classificacdo baseada na variagdo do conteido da dgua na
estrutura e na configuragdo do empacotamento da dupla hélice. A presenca de dgua €
importante para a manutencdo da cristalinidade e pode ser destruida pela alta
temperatura levando a perda de caracteristicas de birrefringéncia e dos padrdes de raios-

x (OLIVEIRA, 2007)

A cristalinidade do tipo A, presente na maioria dos cereais, ¢ uma unidade
celular monociclica altamente condensada e cristalina, onde 12 moléculas de glicose de
duas cadeias no sentido anti-hordrio abrigam quatro moléculas de dgua entre as hélices.
Ja a cristalinidade do tipo B, presente em amido com alto teor de amilose e em amido
retrogradado, € uma unidade bésica de cadeias hexagonal onde a unidade celular tem
duas hélices no sentido anti-hordrio, alinhadas e arranjadas em paralelo, contendo 32
moléculas de dgua. Além das duas classificacdes, existe uma terceira, a cristalinidade do

tipo C que possui uma estrutura intermediaria aos tipos A e B (HIZUKURI, 1983).

A difragdo de raios-x € usada para determinar a estrutura cristalina dos amidos e
os trés tipos de cristalinidade apresentam angulos de difracdo especificos, Figura 3.6

(RAMIREZ, 2011).
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Figura 3. 6: Difratograma de raios-X de diferentes tipos de cristalinidade do amido. Adaptado de

(RAMIREZ, 2011)

3.2.4 Propriedades fisico-quimicas

3.2.4.1 Gelatinizacao



A gelatinizagdo pode ser definida como a perda da birrefringéncia do amido
comecando no centro e expandindo rapidamente para a periferia do granulo. Devido as
fortes ligacdes de hidrogénio que mantém unidas as cadeias, o amido é considerado
insoluvel em 4gua e tem um grau de inchamento de 10 a 20%. Ao aquecer o amido em
agua, o grau de inchamento aumenta até que as ligacdes de hidrogénio entre as cadeias
se rompem. Esse processo se inicia nas regides amorfas dos grinulos, devido a
fragilidade das ligacdes de hidrogénio da amilose, inchando, levando a desestabilidade
da cristalinidade do amido, e resultando em um aumento do movimento molecular que
leva a uma completa separacdo da amilose e amilopectina. Nessa etapa a dgua forma
ligacdes de hidrogénio com a amilose e amilopectina expondo seus grupos hidroxilas. O
processo de gelatinizacdo termina quando a ruptura da estrutura do granulo, o
inchamento, a hidratacdo e a solubilizacio das moléculas de amido ocorrem.A
temperatura para a gelatinizacido depende da fonte botanica do amido (PARKER, 2001 e
KEETALS, 1996).

3.2.4.2 Retrogradaciao

O processo de retrogradacdo ocorre quando o amido gelatinizado € resfriado,
onde a energia cinética diminui e as ligacoes de hidrogénio se tornam mais fortes e as
cadeias comecam a reassociar em um estado mais ordenado, voltando a ter regides
cristalinas e a ser insolivel em dgua. A formacdo das ligacOes entre as cadeias leva a
saida da dgua, processo chamado de sinérese. Ao resfriar, o gel se torna turvo devido a
formacao das regides cristalinas mudando o indice de refracao do meio e o gel se torna
mais viscoso podendo levar a precipitacio de cristais insoliveis de amido. A
retrogradacao da amilose e amilopectina € cineticamente diferente. A amilose retrograda
mais rapido, reassociando com outras moléculas de amilose com uma estrutura de dupla
hélice e cristalina quando a solug¢do resfria. J4 a amilopectina apresenta uma

retrogradacao mais lenta (DENARDIN, 2009).

3.3 Nanoparticula de amido

As nanoparticulas preparadas a partir de polissacarideos naturais, como o amido,
atrairam ampla aten¢do no ambito da pesquisa por possuirem vantagens como a nhao

toxicidade, a biocompatibilidade e a biodegradabilidade (SUM, 2016). Diferentes
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sinteses sdo usadas para obter nanoparticulas de amido e como os processos sao
diferentes, cada sintese formam nanoparticulas com propriedades, formatos e tamanhos
diferentes. Podem ser sintetizadas por hidrolise 4cida, por nanoprecipitacio e por
microfluidica, por exemplo. Devido as propriedades das nanoparticulas de amido, sdo
usadas em diferentes dreas como em cosméticos € em embalagens de alimentos (LIM,

2014).

Atualmente, poucos produtos comerciais apresentam nanoparticulas de amido.
Os produtos mais populares sdo: Eco-Sphere da EcoSynthetix que utiliza nanoparticulas
de amido em tecidos, em papel e até mesmo como substituto do acetato polivinilico; e a
BioTREND, um pneu com nanoparticulas de amido desenvolvido pela Novamont em

parceria com a Goodyear (LIM, 2014).

As nanoparticulas sdo capazes de absorver e/ou de encapsular um farmaco,
protegendo contra degradacdo quimica e enzimdtica. Nanoparticulas de polimero
biodegraddvel possui um alto potencial como carreador de farmacos devido as suas
aplicacdes como liberag¢do controlada em uma determinada regido do corpo. Devido as
suas propriedades, das nanoparticulas de amido vem sendo bastante usada como fonte
nao poluente e rentdvel para o fornecimento sustentdvel de produtos farmacéuticos

(OCHUBIOIJO, 2012).

A caracterizacdo das nanoparticulas de amido sintetizadas por nanoprecipitacao
foi realizada por (SUN, 2016 a) onde estudou a influéncia da quantidade de amilose
presente no amido na formacdo da particula. Foi reportado por (WANG, 2009) o estudo
do controle do tamanho das nanoparticulas sintetizadas por nanoprecipitacdo usando o
amido disperso em acetona € a d4gua como o nao-solvente. Outro trabalho sobre o
controle do tamanho de nanoparticula de amido por nanoprecipitagao, foi reportado por
(CHIN, 2011) que usou NaOH/uréia como o solvente do amido e o etanol como o nao-
solvente. Um estudo do uso da nanoparticula de amido como carreador de farmaco, a
ctiircuma, foi reportado por (CHIN, 2014). Os autores usaram a nanoprecipitacdo como a
Unica etapa para a formacao das particulas e o encapsulamento do fairmaco mudando o
ndo-solvente. O estudo da influéncia dos parametros da técnica de nanoprecipitagdo na
formacdo das particulas de amido usando a 4gua como solvente e o etanol como o nao-

solvente ainda nao foi reportado na literatura até agora.
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3.4 Filme com nanoparticulas de amido

A preocupagdo com o meio ambiente nos ultimos anos levou ao
desenvolvimento de filmes biodegraddveis de polimeros naturais para a substituicao dos
plasticos a base de petréleo. Muitos estudos sobre filme de amido foram e ainda sdo
realizados de modo a estudar suas propriedades. Esses filmes podem vir a substituir as
atuais embalagens de alimentos, contribuindo para o desenvolvimento da

sustentabilidade e também no controle da emissdao de CO, (PARRA, 2004).

Os filmes a base de amido podem ser aplicados nas mais diferentes dreas como
na farmacéutica, na agricultura, em sacolas plasticas e embalagem de alimentos. Esses
filmes podem ser produzidos pela adi¢do de plastificantes, j& que o amido ndo é um
termopldstico verdadeiro, e por diferentes técnicas como modelagem térmica ou casting.
Ja se sabe que a adi¢cdo de um plastificante melhora as propriedades mecanicas dos
filmes e normalmente ainda é necessdrio realizar modificacdo na estrutura do amido ou

na fun¢io do filme a base de amido (SUN, 2016 a).

Muitos estudos ja foram realizados usando diferentes tipos de nanoparticulas e
mostraram uma melhora nas propriedades dos filmes. O uso das nanoparticulas de
amido de milho, o mesmo material da matriz, ainda é recente e poucos trabalhos foram
realizados. A caracterizacdo fisica, mecanica e a viscoelasticidade dos filmes com
nanoparticulas, ambos de amido de milho, foram realizados por (LI, 2012 e LI, 2013)
que mostrou que o uso dessas nanoparticulas leva a uma melhora nas propriedades dos
filmes. Esses estudos também foram realizados por (LIU, 2016) e (MA, 2008). Todos
esses trabalhos foram realizados em filmes com plastificantes. A sintese e
caracterizagdo de filmes com nanoparticulas, ambos de amido de milho, sem
plastificante e sintetizado do precipitado da nanoprecipitacdo ainda nao foi reportado

até agora.

O filme de amido com as nanoparticulas também € de grande interesse da area
farmacéutica devido a liberagdo controlada de fdrmacos como um substituto dos
comprimidos e at¢é mesmo dos medicamentos liquidos. A administracdo desses filmes
pode ser oral, através da absor¢cdo da mucosa da boca, através do intestino delgado ou

até mesmo pela pele (PRASAD, 2008).
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3.5 Nanoprecipitacao

A técnica de nanoprecipitacdo se baseia na reducdo da qualidade do solvente
onde se encontra o polimero dissolvido. A nanoprecipitacio pode ser causada pela
alteracdo do pH, condicdes de solubilidade ou pela adi¢io de uma solu¢do nao solvente
em relagdo ao polimero mas ainda miscivel ao solvente. E considerada como uma das
primeiras técnicas usadas para encapsular fairmacos e foi desenvolvida por (FESSI,
1989). E uma técnica simples, ficil, reprodutivel e bastante usada para sinteses de
nanoparticulas. O processo de precipitacdo pela adi¢do de um ndo solvente ocorre em
quatro etapas: supersaturacdo, nucleacdo, crescimento e coagulacio (ELAISSARI,

2017).

A supersaturacdo ocorre quando o ndo solvente é adicionado na solucdo
polimérica diminuindo o potencial de dissolu¢cdo do polimero no meio, levando o
sistema a um estado de supersaturacdo (S;). A razdo da supersaturagcdo, representada
pela Equagdo 3.1, afeta as propriedades das nanoparticulas formadas, onde um alto

valor de supersaturacdo leva a formacao de particulas menores (JOYE, 2013).

Cs
Coo

S, = Equacao 3.1

Onde C, € a razdo da concentracdo do polimero e C,, € a solubilidade do polimero na

mistura do solvente.

Quando a supersaturagao do sistema atinge um nivel critico de concentracdo do
solvente/ndo solvente, € iniciada a nucleagdo e o sistema comeca a ganhar estabilidade
termodindmica. Dessa forma a barreira de energia (AG) a ser superada para formar um

nucleo € representada pela Equacgdo 3.2, (D’AADIO, 2011).

16mo?v3

AG =

= m Equagﬁo 3.2

Onde o ¢ tensdo interfacial do soélido/liquido, v € o volume molar do soluto, K é

constante de Boltzmann e T € a temperatura.

A associacdo das moléculas do soluto causada pela supersaturacdo leva a
formacdo de nicleo primério que cresce até atingir um tamanho critico que é estdvel
contra a dissoluc@o. A etapa de nucleacdo acontece até que o crescimento de nicleos
esgote a solucdo supersaturada (D’AADIO, 2011). A razao de nucleacido (N,) segue a

relacdo de Arrhenius e pode ser expressa pela Equacao 3.3.
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N, = Z—[S). exp [—IA{—(; Equacdo 3.3

Onde D € difusdo molecular do polimero e d é o didmetro da molécula.

O nucleo pode crescer por condensacdo ou coagulacdo. A condensacido € a
adi¢do de moléculas simples na superficie da particula e este processo cessa ao atingir

um nivel abaixo da concentracio de equilibrio de saturacido (D’ ADDIO, 2011).

z

A coagulacdo €é a adesdo de particulas entre si. Ocorre quando as interacdes
atrativas sdo fortes em relacdo as interacdes repulsivas. O fator que comanda a etapa de
coagulacdo € a freqiiéncia de colisdo, chamada de eficiéncia de colisdo, que depende na
concentracdo de particulas, do tamanho e da temperatura. Para proteger as particulas da
coagulacdo, agentes estabilizantes podem ser adicionados durante o preparo

introduzindo uma interagdo repulsiva (JOYE, 2013).

Concentragio do
solufo

Supersaturagio
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Equilibrio da
supersaturagio

Concentracio da Pl g

supersaragio
. Mistura da fase solvente e nio-solvente
. Solubilidade do soluto diminui
. Formag#o de supersaturagio
. AG alto . ol e i)
- ; - : + Teupo
o = o ! e
= . n . Crescimento por Crescimento por
o A Nucleagdo & 2=
] condensacio coagulagio
L ] T . Estabilidade termodinamica - A concenfragdo do soluito é menor do  _ InteragGes atrativas maior do que
. Associagdo de moléculas do soluto  que o a concenfragdo critica da as interacdes repulsivas
- Formagao de micleo supersaturagio . Colisdo entre as particulas
| - DiminuicZo da supersaturagdo _ Adeséo do soluto na superficie do . Fusdo entre agregados

nicleo

- Crescimemto do micleo

. Termina quando o soluto livre é menor
que a saturacio de equilibrio

Figura 3. 7: Esquema do processo da nanoprecipitagdo. Adaptado de (ELAISSARI, 2017).

Os parametros utilizados nessa técnica s@o importantes para as caracteristicas
das nanoparticulas formadas. A quantidade de polimero presente na solug¢do polimérica
interfere nas caracteristicas das nanoparticulas formadas. Um aumento na quantidade de

polimero leva a formacdo de particulas grandes devido a alta viscosidade da solucdo
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polimérica que favorece a formacgdo de particulas maiores (CHOMY, 2002 e SIMSEK,
2013).

A ordem da adicdo da solu¢do polimérica e do ndo-solvente influéncia nas
caracteristicas das nanoparticulas formadas. Ao adicionar o ndo-solvente na solugdo
polimérica, a formagdo de precipitados € favorecida devido a taxa de difusdo
solvente/ndo-solvente ser baixa. Logo, a adi¢do da solucdo polimérica no nao-solvente,
diminui a quantidade de aglomerados por ter maior taxa de difusdo do solvente/ndo-

solvente (MILADI, 2016).

A proporg¢ao da solugdo polimérica e do nao-solvente também € importante. Ao
dobrar o volume do ndo-solvente particulas menores sdo formadas devido a uma maior
taxa de difusdo do solvente/ndo-solvente. A agitacdo mais usada na nanoprecipitacio € a
agitacdo magnética e ao aumentar a velocidade de agitacdo, maior a taxa de difusdo e
menor o tamanho das nanoparticulas formadas. A temperatura da solucdo polimérica,
também ¢é importante. Quanto maior a temperatura, maior serd a agitacdo molecular no

meio, favorecendo o crescimento e aglomeracio das nanoparticulas (MILADI, 2016).

3.6 Acido Ascérbico

O 4acido ascorbico ou Vitamina C € uma cetolactona hidrossoluvel, possui dois
grupos hidroxila ionizdveis, sua férmula ¢ CcHgOg € 0 sua massa molecular é 176,12¢g
(COSTA, 2014). E essencial na formacdo de proteina do coldgeno, na cicatrizacdo de
feridas, na manutencdo do sistema imunoldgico e nervoso sauddvel e sua atuacao como

um antioxidante ajuda na prevencao de doengas (SOUZA, 2015).

O 4cido ascérbico possui propriedades antioxidantes, sdo estaveis na forma de
po, entretanto esta caracteristica diminui quando dissolvidos em 4gua. Fatores
ambientais, tais como temperatura, pH, teor de umidade, oxigénio, fons metélicos, UV e
raios-x afetam a sua estabilidade e provocam sua degradacdo. Além da industria
alimenticia, o acido ascérbico também € usado como conservante nas industrias
farmacéutica, quimica e cosmética devido a suas propriedades antioxidantes

(ARRIGONI, 2002).

O encapsulamento com uma particula polimérica pode proteger o farmaco da

oxidacdo, aumentando a sua estabilidade e mantendo sua atividade bioldgica, facilitando
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sua aplicagdo em produtos. O encapsulamento também € uma alternativa para uma

liberacdo controlada do farmaco (PIERUCCI, 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

Nesse projeto foram utilizados amido de milho Amidex 3001 e Amidex 4001
fornecidos pela empresa Ingredion Brasil Ing. Ind. Ltda, contendo 73% e 99-100% de
amilopectina, respectivamente. O Alcool Etilico 95% foi adquirido da Sigma-Aldrich
Brasil LTDA, Brasil. O acido L-ascérbico foi adquirido pela LABSYNTH Produtos
para Laboratoérios LTDA, Brasil.

4.2 Sintese das nanoparticulas
4.2.1 Metodologia I

As nanoparticulas de amido de milho foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo, baseado no procedimento desenvolvido por (MA, 2008).
Primeiramente 10,7g amido de milho e 200 ml de dgua destilada foram adicionados em
um reator, Figura 4.1, aquecido a 90°C por 1h em agitacio mecénica constante a 420
rpm. Esse processo € chamado do gelatinizacdo. A proxima etapa, depois da
gelatinizagdo, consiste na precipitacdo pela adicdo de 200 ml etanol, gota a gota, no
amido gelatinizado ainda quente, também em constante agitacdo. Apods a total adicdo do
etanol, a solugdo foi resfriada até a temperatura ambiente (25°C) e mais 200 ml de
etanol foi adicionado novamente, gota a gota. Os parametros utilizados para a sintese de
nanoparticulas pela metodologia I se encontram na Tabela 4.1. No final do processo a
solucdo apresentou duas fases obtidas pela decantacdo: um sobrenadante transparente e

um precipitado, Figura4.2.

Tabela 4. 1: Parametros utilizados nas sinteses de nanoparticulas de amido de milho, pela Metodologia I.

Nome* Amido | Quant. AG | Temp Ag | Vel Agit

AGAAR_310_I | 3001 10,7¢g 25°C 1000 rpm

* Cada letra e nimero do nome da amostra significa uma informacéo da sintese. As duas primeiras letras (AG)
significam amido gelatinizado, a terceira (A) letra significa temperatura ambiente; a quarta e quinta letras (AL)
significam agita¢do lenta. No segundo campo, o niimero 3 € o tipo de amido, 3001, e o dltimo nimero (10) significa a

quantidade de amido usado na sintese, 10.7g. No tltimo campo (I) significa metodologia I.
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Figura 4. 1: Ilustragdo do reator usado nesse trabalho.

Figura 4. 2: Imagem da solu¢do da sintese das nanoparticulas.

4.2.2 Metodologia II

Nesta metodologia, o amido foi gelatinizado como descrito na Metodologia I
mas, ao invés de adicionar o etanol no amido gelatinizado, como € feito na metodologia
I, o amido gelatinizado foi adicionado ao etanol. Este procedimento foi realizado ja que
a adi¢do da solucao polimérica ao nao-solvente’ diminui a quantidade de aglomerados

por ter maior taxa de difusdo do solvente/ndo-solvente, como descrito na se¢do 3.5.
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Foi adicionado 1 ml de amido gelatinizado, gota a gota, em 20 ml de etanol.
Essa modificacdo permitiu uma sintese de nanoparticulas com menos residuos. Outros
parametros também foram modificados e estudados de modo a entender como as
condi¢des de precipitacdo interferem na forma e tamanho das nanoparticulas formadas.
Os parametros estudados foram: a propor¢do de amilopectina no amido (amido 3001 e
amido 4001), quantidade de amido (10.7g, 5g e 1g de amido), temperatura do amido
gelatinizado (25°C ou 95°C) durante a precipitacdo € a velocidade de agitagdo
magnética na precipita¢do (500 rpm ou 1000 rpm). Em todas as condi¢des de sintese de
nanoparticulas, a solucdo ficou sob agitacdo por 30 min apds adicdo do amido

gelatinizado. Dessa forma, os pardmetros utilizados se encontram na Tabela 4.2.

Para a andlise no MEV e no AFM as amostras foram preparadas da seguinte
forma: primeiramente um pedacgo de silicio foi posicionado sobre uma placa térmica a
50°C e a superficie foi coberta com gotas do sobrenadante da solugdo, que foram
retirados do frasco através de uma pipeta. A amostra ficou na placa térmica até secar.
Esse procedimento foi feito ao todo quatro vezes. Para andlise no MET foi utilizado um
grid de cobre com filme de carbono com 300 mesh e uma gota de 20 pl foi adicionado

na superficie do grid e seco a vacuo. Esse procedimento foi feito quatro vezes.
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Tabela 4. 2: Parametros utilizados nas sinteses de nanoparticulas de amido de milho, pela Metodologia II.

Nome* Amido | Quant. AG | Temp. AG | Vel. Agit.
AGAAL_310 27 °C 500 rpm
AGAAR_310 27 °C 1000 rpm

3001 10.7 g
AGQAL_310 95 °C 500 rpm
AGQAR_310 95 °C 1000 rpm
AGAAL_35 27 °C 500 rpm
AGAAR_35 27 °C 1000 rpm
3001 5¢g
AGQAL_35 95 °C 500 rpm
AGQAR_35 95 °C 1000 rpm
AGAAL 31 27 °C 500 rpm
AGAAR_31 27 °C 1000 rpm
3001 lg
AGQAL_31 95 °C 500 rpm
AGQAR_31 95 °C 1000 rpm
AGAAL_41 27 °C 500 rpm
AGAAR_41 27 °C 1000 rpm
4001 lg
AGQAL_41 95 °C 500 rpm
AGQAR_41 95 °C 1000 rpm

* Cada letra e nimero do nome de cada amostra significa uma informacdo da sintese. As duas primeiras
letras (AG) significam amido gelatinizado, a terceira (A ou Q) letra significa a temperatura: ambiente ou quente; a
quarta e quinta (AL ou AR) letras significam agitagio lenta ou rapida. No segundo campo, o niimero 3 ou 4 € o tipo
de amido, 3001 ou 4001, e o ultimo nimero (10, 5 ou 1) significam a quantidade de amido usado na sintese, 10.7g, 5g

oulg.

4.3 Sintese das nanoparticulas com farmaco
4.3.1 Metodologia I

A fim de obter a incorporacdo do farmaco nas nanoparticulas, 2,5g do 4cido

ascorbico (AA) foi dissolvido em 200 ml de etanol sob agitacdo constante e entdo foi
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adicionado, gota a gota, no sistema onde contém o amido gelatinizado. A solucao ficou
em agitacdo magnética constante de 500 rpm por 16h. No final do procedimento,
também foi obtida uma solucdo com duas fases: um sobrenadante transparente € um
precipitado branco como na Figura 4.2. Os parametros utilizados nas sinteses das

nanoparticulas com o dcido ascérbico pela metodologia I se encontram na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3: Parametro utilizado na sintese de nanoparticulas com éacido ascérbico pela metodologia I.

Nome Amido | Quant. AG | Temp. AG

AGAAL_AA_31_1| 3001 10,7 g 27°C

* Cada letra e nimero do nome da amostra significa uma informacéo da sintese. No primeiro campo, as
duas primeiras letras (AG) significam amido gelatinizado, a terceira (A) letra significa a temperatura: ambiente e a
quarta e quinta (AL) letras significam agitagdo lenta. O segundo campo (AA) significa dcido ascorbico. O nimero 3,
no terceiro campo ¢ o tipo de amido, 3001, o nimero 10 significa a quantidade de amido usado na sintese, 10,7g de

amido, e o simbolo (I) significa metodologia I.

4.3.2 Metodologia I1

A fim de obter a incorporacdo do farmaco nas nanoparticulas, 0,25g do acido
ascorbico (AA) foi dissolvido em 20 ml de etanol sob agitacdo constante e entdo 1 ml de
amido gelatinizado em temperatura ambiente foi adicionado, gota a gota. A solugdo
ficou em agitagao magnética constante de 500 rpm por 16h. No final do procedimento,
também € obtida uma solu¢do com duas fases: um sobrenadante transparente e um
precipitado branco como na Figura 4.2. Os parametros utilizados nas sinteses das

nanoparticulas com o dcido ascérbico se encontram na Tabela 4.4.
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Tabela 4. 4: Parametros utilizados nas sinteses de nanoparticulas com acido ascérbico pela metodologia

IL.
Nome Amido | Quant. AG | Temp. AG
AGAAL_AA_310_II 3001 10,7 g 27°C

* Cada letra e nimero do nome de cada amostra significa uma informag@o da sintese. No primeiro campo,
as duas primeiras letras (AG) significam amido gelatinizado, a terceira (A) letra significa a temperatura: ambiente e a
quarta e quinta (AL) letras significam agitagcdo lenta. O segundo campo (AA) significa dcido ascorbico. O nimero 3,
no terceiro campo € o tipo de amido, 300/, o nimero 10 significa a quantidade de amido usado na sintese, 10,7g de

amido, e o simbolo (II) significa metodologia II.

Para as andlises o procedimento utilizado para o preparo das amostras € o

mesmo utilizado no item 4.1.

De modo a comparar as duas metodologias usadas neste trabalho, foi realizada
uma sintese de cada procedimento, amostras AGAAL_AA_310_1 e
AGAAL_AA_310_II, e armazenadas em refrigeracdo por oito meses e entdo foram
analisadas no MET. Pela metodologia I, o 4cido ascérbico foi dissolvido no etanol que é
adicionado na solu¢@o polimérica, j4 com a primeira adicdo de etanol, quando em
temperatura ambiente. Na metodologia II, o 4cido ascoérbico € dissolvido no etanol e

entdo € adicionado 1 ml da solu¢@o polimérica.

4.4 Sintese dos filmes com nanoparticulas de amido

Através do precipitado da solugdo das nanoparticulas, obtido pela Metodologia
I, foi possivel fazer filmes com nanoparticulas de amido de milho por “casting”. Para
que a solucdo tenha bastante precipitado a propor¢cao de amido gelatinizado e etanol foi
aumentada. Foi adicionado 50 ml de amido gelatinizado em temperatura ambiente, gota

a gota, em 200ml de etanol em agitacdo magnética constante de 500 rpm por 30 min.

Ap6s a separacdo das fases da solucdo, 30 ml do precipitado foi despejado em
uma placa de petri, com 10 cm de didmetro. Os filmes foram secos em estufa a 50°C por
16h e armazenados na propria placa de petri para posteriores andlises. Foram
sintetizados filmes mudando a concentracao de amido e filme com 4cido ascorbico. As

condi¢des de sinteses dos filmes utilizadas se encontram na Tabela 4.5.
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Tabela 4. 5: Parametros utilizados para as sinteses dos filmes.

Nome Amido | Quant. AG | Tempo
F_310 30 min
10.7 g
FAA_310 16h
3001
F 35 S5¢g 30 min
F_31 g 30 min

* Cada letra e nimero do nome de cada amostra significa uma informag@o da sintese. No primeiro campo,
as duas primeiras letras (F ou FAA) significam filme de amido ou filme de amido com dcido ascorbico. No segundo
campo, o primeiro nimero (3) significa amido 300/ e o seguinte (10, 5 ou 1) significam a quantidade de amido na

sintese, 10.7g, 5g ou 1g.

Para as andlises os filmes foram cortados, 1 x 1 cm, e analisados no MEV, FTIR,

DRX, AFM e MET, sem recobrimento de ouro ou de carbono.

4.5 Caracterizacao das nanoparticulas de amido e dos filmes

Os materiais obtidos foram caracterizados por Microscopia de For¢a AtOmica
(AFM), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET), Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourrier

(FTIR) e Difracdo de Raio-X (DRX)..

4.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) permitiu obter informacdes
como formato e tamanho das nanoparticulas e caracteristicas da superficie dos filmes.
Desta forma, para a analise das nanoparticulas foram utilizados pedacos de silicio com a
solugcdo seca em sua superficie, como descrito no item 4.4. Para a anélises dos filmes,
foram utilizados pedagos de 1cm x lcm fixados em um porta amostra com fita carbono.
Todas as amostras ndo foram recobertas com ouro ou carbono e foram analisadas no
microscopio FEI Helios Nanolab DualBean (JSM 6460 LV) do Nicleo de Microscopia
da Divisdo de Materiais do INMETRO. As condig¢des utilizadas foram 1kV e 13pA para
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as nanoparticulas e 700kV e 13pA para os filmes. Através das micrografias, o didmetro

das particulas foi determinado utilizando o programa Image J.

4.5.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

A Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET) permitiu obter informacdes
como tamanho de particulas e estrutura das nanoparticulas. Desta forma, para a anélise
das nanoparticulas foi pingado 20ul do sobrenadante da solu¢do em um grid de cobre
com filme de carbono e foi seco a vacuo, como foi descrito no item 4.4. As amostras
foram analisadas no microscépio Fei Tecnai, a 120kV do Nicleo de Microscopia da
Divisdo de Materiais do INMETRO. Através das micrografias, o didmetro das particulas

foi determinado utilizando o programa Image J.

4.5.3 Microscopia de Forca Atomica

A Microscopia de For¢ca Atomica (AFM) permitiu a obtencdo das alturas das
NPs através do AFM JPK™ (JPK Instruments AG, Colditzstr, Berlin, Alemanha),
modelo NanoWizard® 1, por varredura no modo intermitente. O AFM também foi
utilizado para analisar a morfologia da superficie dos filmes e as alturas das particulas
presentes nos filmes. O equipamento utilizado foi do Laboratério de Engenharia de
Superficies, COPPE/UFRIJ. Através das imagens, a altura das particulas foi determinada

utilizando o programa Gwyddion.

4.5.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

A espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier foi usada para
obter espectros de absorcao do filme puro e com o AA de forma a determinar se houve
alteracoes nas ligacdes quimicas (YOON, 2013). Para a realizacdo da andlise, foi
utilizado o equipamento Thermo Scientific Nicolet ™ 6700 (Thermo Scientific
Instruments Corporation, Madison, WI, USA) do Laboratério Multi Usudrio da
COPPE/UFRIJ. As amostras foram medidas em modo de refletincia total atenuada
(ATR) com cristal de seleneto de zinco (ZnSe) e os espectros foram medidos em um

intervalo de 4000 — 550 cm™ por acumulacio de 128 scans e com 2cm’™ da resolugio.
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4.5.5 Difracao de Raio-X

A difracdo de Raios X foi utilizada para estudar a cristalinidade dos filmes puros
e também para confirmar a eficiéncia de encapsulamento do farmaco, devido a auséncia
dos picos de difragdo do farmaco cristalino, confirmando o encapsulamento. (SOUZA et
al., 2015). Foi utilizado um difratdmetro (XRD—6000 Shimadzu diffractometer, Japan)
com radiacao CuKa do Laboratério Multi Usudrio da COPPE/UFRJ. Os dados foram
tomados numa regido de 10° - 80° de angulo de difragdo com varredura de 0,02° min” e
um tempo de contagem de ls por passo. A tensdo e a corrente aplicada da fonte de

Raios-X foi de 30 kV e 30 mA, respectivamente.
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5. RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os principais que permitiram a caracteriza¢io
das nanoparticulas e dos filmes de amido com uso da microscopia eletronica de

varredura e de transmissdo e da microscopia de forga atomica.

Além das nanoparticulas de amido, foram desenvolvidos métodos de preparacio
de filmes produzidos a partir do precipitado da sintese de nanoparticulas de amido por
nanoprecipita¢cdo. Também com o auxilio da microscopia eletronica de varredura e
microscopia de forgca atdmica, da espectroscopia de infravermelho e de difracio de

raios-X avangamos na caracterizagdo dos filmes.

5.1 Caracterizacao das nanoparticulas de amido
5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

As imagens obtidas no MEV foram muito tuteis numa primeira andlise das
amostras produzidas. As micrografias da Figura 5.1 ilustram as nanoparticulas
sintetizadas baseada na metodologia I e II. Observa-se que quando € adicionado o dlcool
no amido gelatinizado existe a formacdo de grandes aglomerados e de residuos de
polimeros que ndo foram particulados, ver Figura 5.1 (a). Por outro lado, quando se
adiciona o amido gelatinizado no dlcool observa-se a formacao de algumas particulas de
didmetro de 35 a 50 nm e a formagdo de aglomerados e residuos foi um pouco menor,

como pode ser visto na Figura 5.1 (b).
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Figura 5. 1: Imagens por MEV das nanoparticulas de amido sintetizadas pela (a) metodologia I

(AGAAR_310_]) e pela (b) metodologia IT (AGAAR_310_II).

Das vdrias preparacdes das amostras foi possivel verificar que ao diminuir a
concentragdo de amido na sintese a taxa de producdo de nanoparticulas aumentou e a
quantidade de residuos e aglomerados diminui. Esses resultados podem ser vistos nas
micrografias de MEV da Figura 5.2, onde foram sintetizadas nas mesmas condicoes:
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amido gelatinizado em temperatura ambiente e velocidade de agitacdo ripida, variando
somente a quantidade de amido. Esses resultados estdo de acordo com modelos que
afirmam que ao diminuir a concentra¢do do polimero, haverd uma menor quantidade de
polimero por gota de amido gelatinizado, diminuindo a chance das moléculas colidirem

durante a nanoprecipitacdo, favorecendo a nucleacio e nado o crescimento das particulas
(MILADI, 2016).
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Figura 5. 2: Micrografias por MEV das sinteses das nanoparticulas de amido com diferentes
concentragdes de amido. Sintese com (a) 10,7g de amido - AGAAR_310; (b) 5g de amido - AGAAR_35;
e (c) 1g de amido - AGAAR_31. Nas micrografias uma particula foi identificada com uma seta para

melhor visualizacdo.

Com a variacdo da temperatura do amido gelatinizado, de 95° para 25°C, e da
velocidade de agitacdo, 500 rpm para 1000 rpm, na nanoprecipitacdo, diferentes
particulas tanto com formatos circulares e hexagonais, quanto com tamanhos diferentes,
de 35nm até 550 nm, foram obtidas, o que pode ser observado nas micrografias da
Figura 5.3 a 5.5. O aumento da temperatura do amido gelatinizado leva a um aumento
da agitacdo molecular, aumentando a chance das moléculas poliméricas colidirem
durante a sintese formando nanoparticulas maiores e at¢é mesmo aglomerados. J& o
aumento da velocidade da agitacdo esta relacionado a taxa de difusao da dgua no alcool.
Quanto maior a velocidade de agitacdo, maior é a taxa de difusdo e menor sdo as
particulas formadas. Nas Tabelas 5.1 a 5.3 encontram-se o tamanhos médios das

particulas encontradas em cada sintese.

Na sintese das nanoparticulas com 10,7g de amido, foram observados grandes
aglomerados e residuos de amido gelatinizado que nd@o foi particulado. Apesar disso,
particulas circulares foram formadas, mas em pouca quantidade. O tamanho das
particulas diminuiu devido a diminui¢do da concentracdo de amido na sintese, Figura

5.3.
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Sintese de Nanoparticula com 10,7g de amido 3001

27°rC | ac°r

Figura 5. 3: Micrografia por MEV das nanoparticulas de amido obtidas na sintese com 10,7g de amido

3001 pela metodologia II. (a) AGQAR_310, (b) AGQAL_310, (c) AGAAR_310 e (d) AGAAL_310.

Tabela 5. 1: Tamanho médio das particulas formadas pela sintese com 10,7g de amido 3001.

Sintese com 10,7g de amido 3001

Forma da 95°C 27°C

particula 500 rpm | 1000 rpm | 500 rpm | 1000 rpm

Circular 50 nm 46 nm 41 nm 35 nm

O uso de 5g de amido na sintese das nanoparticulas levou a formacdo de

particulas hexagonais e particulas circulares, como pode ser observado na Figura 5.4.
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Sintese de Nanoparticula com 5g de amido 3001
95°C

27°C

500 rpm

Figura 5. 4: Micrografia por MEV das nanoparticulas de amido obtidas na sintese com 5g de amido 3001

pela metodologia I1. (a) AGQAR_35, (b) AGQAL_35, (c) AGAAR_35 e (d) AGAAL_35.

Tabela 5. 2: Tamanho médio das particulas formadas pela sintese com 5g de amido 3001.

Sintese com 5g de amido 3001
Forma da 95°C 27°C
particula 500 rpm | 1000 rpm | 500 rpm | 1000 rpm
Hexagonal 470 nm 440 nm 300 nm 200 nm
Circular 120 nm 50 nm 45 nm 30 nm
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Sintese de Nanoparticula com 1g de amido 3001
l

Figura 5. 5: Micrografia por MEV das nanoparticulas de amido obtidas na sintese com 1g de amido 3001

pela metodologia I1. (a) AGQAR_31, (b) AGQAL_31, (c) AGAAR_31 e (d) AGAAL_31.

Tabela 5. 3: Tamanho médio das particulas formadas pela sintese com 1g de amido 3001.

Sintese com 1g de amido 3001

Forma da 95°C 27°C

particula 500 rpm | 1000 rpm | 500 rpm | 1000 rpm

Circular 120 nm 95 nm 60 nm 35 nm

Foi muito interessante observar que a sintese das nanoparticulas de amido com o
amido 4001 levou a formagdo de particulas com formato hexagonal e retangular. Os

tamanhos médios das particulas se encontram na Tabela 5.4. Nessa sintese também foi
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observado uma maior taxa de producdo de particulas ao usar o amido gelatinizado em
temperatura ambiente e com uma agitagdo magnética rapida, 1000 rpm, ver Figura 5.6
(c). Nessas condi¢des observamos também que as quantidades de residuos e de
aglomerados diminuiram. Apesar de ndo aparecer em todas as imagens da Figura 5.6,

todas as condi¢des de sintese levaram a formacdo de agulhas, como pode ser visto na

Figura 5.6 (a) e (d).

Sintese de Nanoparticula com 1g de amido 4001
27°C._ 95°C

— g

500 rpm

1000 rpm

Figura 5. 6: Imagens por MEV das nanoparticulas obtidas nas sinteses em diferentes condi¢cdes com 1g de

amido 4001. (2) AGQAR_41, (b) AGQAL_41, (c) AGAAR_41 e (d) AGAAL_41.
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Tabela 5. 4: Tamanho médio das particulas formadas pela sintese de 1g de amido 4001.

Sintese com 1g de amido 4001
Forma da 95°C 27°C
Particula 500 rppm | 1000 rpm | 500 rpm | 1000 rpm
Hexagonal - - 400 nm 300 nm
Retangular - 550 nm 450 nm 200 nm
Circular 120 nm 90 nm 60 nm 55 nm

5.1.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Através do MET foi possivel obter mais detalhes do processo de formacdo das
particulas. Observou-se, por exemplo, que a sintese com maior quantidade de amido
produziu particulas ocas em residuo de amido, tal como ilustrado na Figura 5.7. As
particulas ocas apresentam um tamanho de 30 nm com uma casca de 10 nm. Com 5g de
amido observou-se a formacgdo de particulas hexagonais de 260 nm e aglomerados,
Figura 5.8. Ao utilizar 1g de amido na sintese, observou-se uma tendéncia de formagao
de particulas aglomeradas, ver Figura 5.9. Todas as amostras analisadas foram
sintetizadas nas mesmas condig¢des: temperatura do amido gelatinizado, em temperatura

ambiente, e velocidade de agitacdo magnética de 1000 rpm pela metodologia II.

Figura 5. 7: Micrografia por MET da sintese de nanoparticulas de amido com 10,7g de amido 3001 (a) e

um aumento de umas das particulas (b) (AGAAR_310).
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Figura 5. 8: Micrografia por MET da sintese de nanoparticulas de amido com 5g de amido 3001.
Observaram-se particulas com formatos hexagonais (a), aglomerados (b) e um destaque da particula

hexagonal (c) (AGAAR_35).

Figura 5. 9: Micrografia por MET da sintese de particulas de amido com 1g de amido 3001
(AGAAR_31).

Outra via mais rica na formacdo das particulas constou da sintese das
nanoparticulas com 1g do amido 4001, onde foi observada a formacao de aglomerados

de particulas com formatos arredondados e particulas com formato hexagonal e
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retangular de tamanho de 145 nm e 64x88 nm, respectivamente, como pode ser
observado na Figura 5.14. Nao é muito claro o que induz tal geometria nas particulas,
no entanto, a selecdo da geometria pode, eventualmente, ser ttil na funcdo de carreador
de farmacos. As condi¢des de sintese foram as mesmas das amostras anteriores, amido

gelatinizado em temperatura ambiente e com velocidade de agitacdo de 1000 rpm.

Figura 5. 10: Micrografia por MET da sintese de nanoparticulas de amido com 1g de amido 4001

(AGAAR_41). Observaram-se particulas com formatos hexagonais (a), retangulares (b) e aglomerados de

particulas com formatos arredondados.

5.1.3 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Outra microscopia utilizada foi a de forca atdmica, que possibilita, obter a altura
das particulas. Através do AFM se observou que ao diminuir a concentra¢do de amido
de 10,7g para 1g na sintese, as particulas formadas sdo menores e também houve uma
menor quantidade de residuos de amido e aglomerados, como podem ser visto nas
micrografias da Figura 5.11. O mesmo foi observado na Figura 5.1 obtida pelo MEV. E

interessante notar que o uso do amido 4001 na sintese levou a formacao de particulas
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com diferentes alturas, ver Tabela 5.6, e sem presenca de residuo. Devido ao limite de
resolucdo do MEV e a ndo deposicdo de uma camada metdlica sobre as amostras, as
particulas menores s6 puderam ser observadas pelo AFM. As amostras analisadas
apresentaram as mesmas condi¢des de sintese, com o amido gelatinizado em

temperatura ambiente e a velocidade de agitacdo de 1000 rpm.
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Figura 5. 11: Imagens por AFM das particulas das sinteses em diferentes concentra¢ées de amido 3001
(a) 10.7g de amido — AGAAR_310, (b) 5g de amido — AGARR_35, (c) 1g de amido - AGAAR_31 e (d)
1g de amido — AGAAR_41.

Por outro lado, ao utilizar o amido gelatinizado em temperatura ambiente ou
quente, e com uma velocidade de agitacdo lenta ou rdpida durante a sintese, diferentes
tamanhos de particulas foram obtidas, ver Tabela 5.5, e podem ser observados nas
imagens das Figuras 5.12 a 5.14. Observa-se que a maior taxa de formacdo de

particulas, de 5 nm a 25 nm, foi obtida utilizando 1g de amido com o amido
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gelatinizado em temperatura ambiente e com velocidade de agitacdo rdpida. Na sintese
das nanoparticulas de amido com 10,7g de amido levou a formacdo de nanoparticulas
com valores de altura variando entre 15 nm a 60 nm e muitos residuos de amido. J4 na
sintese das nanoparticulas com 5g de amido, as nanoparticulas de amido apresentaram
um tamanho entre 7 nm a 30 nm e presenca de fibras e residuos de amido. De fato, esses

resultados também foram observados no MEV, Figura 5.3 a5.5.
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Figura 5. 12: Imagens por AFM das nanoparticulas das sinteses em diferentes condi¢des e com
concentragdo de 10.7g de amido 3001. As condicdes sdo (a) AGQAR, (b) AGQAL, (c) AGAAR, (d)
AAQAL e o (e) histograma com a altura da nanoparticula da amostra AGAAR_310.
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Figura 5. 14: Imagens por AFM das nanoparticulas das sinteses em diferentes condi¢des e com

concentracdo de 1g de amido 3001. As condigdes sdo (a) AGQAR, (b) AGQAL, (c) AGAAR e (d)

Tabela 5. 5: Altura média das particulas formadas nas sinteses obtidas com o amido 3001.
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Ja o uso do amido 4001 na sintese das nanoparticulas permitiu obter alta taxa de

producdo de particulas com diferentes alturas, de 20 a 70 nm. Tanto com o amido

gelatinizado quente ou temperatura ambiente e com velocidade de agitacdo lenta, 500

rpm, apresentou residuos. No entanto, com a agitacdo rdpida, 1000 rpm, ndo se

observou residuos, (Figura 5.15). O que confirma os resultados observados nas imagens

por MEV (Figura 5.6).
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Figura 5. 15: Imagens por AFM das nanoparticulas da sintese com concentracio de 1g de amido 4001. As

condicoes sdo (a) AGAAR, (b) AGAAL, (c) AGQAR e (d) AGQAL.
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Tabela 5. 6: Altura média das particulas formadas nas sinteses obtidas com o amido 4001.

95°C 27°C

500 rpm 1000 rpm 500 rpm 1000 rpm

lgde amido | 22-120nm | 20-100nm | 20-90nm | 18 — 70 nm

5.2 Nanoparticulas de amido com o farmaco
5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As nanoparticulas sintetizadas com o dcido ascérbico apresentaram
caracteristicas diferentes das nanoparticulas sintetizadas sem o fairmaco. Na micrografia
por MEV da Figura 5.16 observa-se nanoparticulas, sintetizadas pela Metodologia II,

com um formato arredondado e com um tamanho de 250 a 40 nm.

Figura 5. 16: Micrografia por MEV das nanoparticulas com 4cido ascérbico pela M etodologia 11

(AGAAL_AA_310).

Ap6s oito meses de sintese das nanoparticulas de amido com o 4acido ascorbico,

foram analisadas no MEV. Como pode ser observada na Figura 4.3 a sintese pela
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metodologia I, apresentou uma coloracdo amarelada devido a oxidacdo do 4cido
ascorbico apds os oito meses onde no primeiro dia ndo apresentava essa coloracdo. Essa

mudanca de cor, ndo aconteceu na amostra sintetizada pela metodologia II.

Figura 4. 3: Imagem das amostras das nanoparticulas de amido com 4cido ascérbico, apds oito meses,

sintetizada pela metodologia I (esquerda) e pela metodologia II (direita).

A sintese pela metodologia I, ndo pode ser observado pelo MEV. Como a
solucdo apresentou muito 4dcido ascérbico livre, ao prepara a amostra formou-se uma
pelicula sobre a superficie do silicio, dificultando a andlise das particulas. Ja pela
metodologia II, observou muitas nanoparticulas com um formato arredondado e de

diferentes tamanhos, de 200 nm a 50 nm, como pode ser observado na Figura 5.7 (b).
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Figura 5. 17: Micrografia por MEV das nanoparticulas de amido com 4cido ascérbico sintetizadas apés 8

meses pela metodologia II - AGAAL_AA_310 (a) e um aumento (b).

5.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Ao adicionar o &cido ascoérbico na sintese das nanoparticulas de amido,
sintetizadas pela metodologia II, as nanoparticulas apresentaram um tamanho maior, de
150 nm, do que as nanoparticulas sem o farmaco, de 30 nm, e um formato arredondado,

Figura 5.18. Essas micrografias de MET confirmam o que foi visto na micrografia de

MEV, na Figura 5.16.
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Figura 5. 18: Micrografia das nanoparticulas de amido com acido ascérbico sintetizadas pela metodologia

Il e com 10,7g de amido (AGAAL_AA_310).

Mudar a ordem de adi¢do do ndo-solvente e da solucdo polimérica influenciou
na formacdo das nanoparticulas de amido com 4cido ascérbico. As solucdes de
nanoparticulas com 4cido ascérbico foram analisadas apds oito meses de sintese pelo
MET e apresentaram uma diferenca na quantidade de particulas e no seu tamanho, como
pode ser observado na Figura 5.19. Nanoparticulas de 6 nm podem ser observadas na
sintese pela metodologia I. Observa-se que as nanoparticulas sintetizadas pela

metodologia II, apresentam tamanhos de 20 nm a 5 nm e com um formato arredondado.

Figura 5. 19: Micrografia por MET das nanoparticulas de amido com 4cido ascdrbico sintetizadas pela (a)

metodologia I (AGAAL_AA_310_I) e pela (b) metodologia IT (AGAAL_AA_310_II).
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5.2.3 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Observa-se que a sintese das nanoparticulas pela metodologia II, formou muitas
particulas, Figura 5.20. As nanoparticulas de amido com dcido ascérbico apresentaram

particulas com altura de 5,5 nm a 25nm.
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Figura 5. 20: Imagens por AFM das nanoparticulas de amido com 4cido ascérbico sintetizadas pela

metodologia II.

5.3 Filmes de amido com nanoparticulas

Na Figura 4.4 observa-se um pedaco de cada filme sintetizado. O filme com
acido ascorbico apresentou uma cor amarelada e os filmes sem o farmaco, sdo
esbranquicados. Com um paquimetro foi feita uma média das medidas das espessuras
dos filmes. O filme com 10.7g de amido apresentou uma espessura de 148 um. O filme
com 5g de amido teve uma espessura de 123 um e com 1g de amido, o filme teve 69 um
de espessura. Ja o filme com o &cido ascérbico apresentou a maior espessura do que o
filme sem o farmaco, 155 pm, bem mais rigido e mais quebradico do que os outros

filmes.
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Figura 4. 4: Imagens dos filmes de amido sintetizados com (a) 10.7g de amido, (b) 5g de amido, (c) 1g de

amido e (d) 10.7g de amido e 4cido ascérbico.

5.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As micrografias de MEV dos filmes de amido produzidos com o precipitado da
solugdo da sintese de nanoparticulas podem ser vistas na Figura 5.23. Como pode ser
observado, ao diminuir a concentracdo de amido para 1g forma-se um filme com uma
superficie mais lisa. Além disso, os filmes apresentam particulas com um tamanho de
80 nm e com uma maior taxa de produgdo, Figura 5.23 (c). Por outro lado o filme
sintetizado com maior quantidade de amido, 10,7 g, apresentou uma superficie mais
irregular e menos particulas, com um tamanho de 500 nm, ver Figura 5.23 (a). J4 o
filme sintetizado com 5g de amido, ver Figura 5.23 (b), apresentou caracteristicas

intermedidrias aos dois filmes, com particulas de 150 nm.
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Figura 5. 21: Imagens por MEV dos filmes com diferentes concentracdes de amido, Filme de amido

sintetizado com (a) 10.7g de amido, (b) 5g de amido e (c) 1g de amido.

Nas Figuras 5.24 pode-se observar, respectivamente, o filme de amido e o filme
de amido com 4cido ascérbico. A adi¢do do dcido ascérbico durante a nanoprecipitagdo
das particulas levou a formacao de particulas maiores, de 150 nm até 970 nm, sugerindo
que a metodologia permitiu a formacdo de particulas e o encapsulamento em uma tnica
etapa apesar da coloracao amarelada do filme, que indica a presenca do acido ascérbico

nao encapsulado e também oxidado, ver Figura 4.4.
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Figura 5. 22: Imagens por MEV do filme de amido (a) e do filme de amido com 4cido ascérbico (b).
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5.3.2 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

Imagens obtidas por AFM permitiu obter a altura e o contraste de fase dos filmes

de amido, ver Figuras de 5.25 a 5.27. Nas imagens de contraste de fase, pode-se

observar melhor a presenca das nanoparticulas na superficie dos filmes. O filme

preparado com uma menor concentraciao de amido, 1g, ver Figura 5.27, apresentou uma

quantidade maior de particulas do que o filme de amido sintetizado com 10,7g de

amido, ver Figura 5.25. Os resultados dessa andlise estdo de acordo com as micrografias

de MEV, Figura 5.23.
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Figura 5. 23: Imagens de AFM do filme de amido com 10,7g de amido. Imagem de altura (a) e de

contraste de fase (b).
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Figura 5. 24: Imagens de AFM do filme de amido com 5g de amido. Imagem de altura (a) e de contraste

de fase (b).
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Figura 5. 25: Imagens de AFM do filme de amido com 1g de amido. Imagem de altura (a) e de contraste

de fase (b).

Medidas de altura e de contraste de fase em filmes de amido com o dcido
ascorbico podem ser vistos na Figura 5.28. Foi observado que foram formadas
particulas maiores na superficie, com altura entre 300 a 400 nm. Observa-se também
que as particulas encontram-se bem incorporadas na matriz do filme, o que confirma o

que foi observado na micrografia da Figura 5.24 (b) por MEV.

Figura 5. 26: Imagens de AFM de filme com 4cido ascérbico com 10.7g de amido.
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5.3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

(FTIR)

Com o objetivo de se inferir as ligagdes quimicas presentes nas amostras, foram
feitas medidas do espectro de FTIR em p6 do amido de milho 3001 e de filmes de
amido de milho tal como apresentados na Figura 5.26. No espectro do p6 do amido de
milho observa-se a banda de absorcdo forte no intervalo de 3700 — 3000 cm™ que é
atribuida a ligacdo de hidrogénio dos grupos hidroxilas do amido. O pico caracteristico
em 2926 cm™ ¢ da ligacdo C-H dos 4tomos de hidrogénio do anel metano do amido. O
pico caracteristico em 1640 cm™ é devido a vibracdo das ligacdes dos grupos O-H da
dgua. Para a comparagdo dos espectros, todos foram normalizados pela intensidade de
absorbancia de uma banda considerada padrdo caracteristico do amido em 995 cm'l, 0

qual é atribuido as deformacdes de tensdo da ligagdo C-O-C. As principais bandas

também foram observadas por (RAMIREZ, 2011).

Comparando-se o espectro do p6é do amido 3001 com os espectros dos filmes
também de amido, observa-se que ndo houve deslocamento dos picos nem o surgimento

de novos picos, tal como pode ser visto na Figura 5.29.
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Figura 5. 27: Espectrograma do p6 do amido de milho 3001, em preto, do filme de amido com 10,7g de
amido, em verde, filme de amido com 5g de amido, em azul, e o filme de amido com 1g de amido, em

vermelho.
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A espectroscopia por FTIR do p6 do 4cido ascorbico estd apresentada na Figura

5.30 e corresponde com os picos observados por (UMER, 2014 e ODA, 2011). A

espectroscopia do filme de amido e do filme de amido com dcido ascérbico estdo

apresentados na Figura 5.31. O filme com o 4cido ascérbico apresentou um espectro

semelhante ao filme de amido sem o fdrmaco, apresentado dois picos caracteristicos do

s . 7 . . -1 s . ~ .
acido ascorbico. Um pico em 1759 cm™, caracteristico da ligacdo C=0, e um pico em

1681 cm™ que é caracteristico da ligagio C=C, como pode ser observado na Figura

5.31.
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Figura 5. 28: Espectrograma do p6 do dcido ascérbico.
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regido 2000-1500 cm™.
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5.3.4 Difracao de Raios-X

Com o objetivo de investigar o grau de cristalinidade dos filmes de amido, foi
feita a difracdo de raios-x do p6 do amido de milho e dos filmes de amido, que estio
apresentados na Figura 5.32. O p6 do amido de milho 3001 apresentou os principais
picos em 20 = 14.8°, 16,9°, 17,7° e 22,8° que representam o padrao de difracio Tipo-A.
Os resultados concordam com o que foi reportado por (SOEST, 1996). O uso do
precipitado do processo da nanoprecipitacio para a formacdo dos filmes levou a
alteracdo na estrutura cristalina do amido 3001. Os filmes apresentaram uma estrutura
bem menos cristalina. O filme sintetizado com 10,7g de amido apresentou um pico em
20 = 16,5°, caracteristico da cristalinidade do Tipo B, € um pico em 20 = 19,3° que é
caracteristico da cristalinidade Tipo Vh. O filme sintetizado com 5g de amido
apresentou um pico em 26 = 17,1°, caracteristico da cristalinidade do Tipo B, € um pico
em 20 = 18,9°, caracteristico da cristalinidade do Tipo Vh. Outro filme sintetizado, este
com lg de amido, apresentou a menor cristalinidade e um pico em 20 = 17,2°,
caracteristico da cristalinidade Tipo B, e um pico em 20 = 21,6°, caracteristico da

cristalinidade Tipo Vh. Os valores dos picos concordam com o que foi reportado por

(SOEST, 1996).
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Figura 5. 30: Difratograma do pé do amido de milho 3001, do filme com 10,7g de amido (F_310), filme
com 5g de amido (F_35) e do filme com 1g de amido (F_31).
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O padrao de difracdo do p6 do acido ascorbico estd representado na Figura 5.33.
A difragdo do p6 do amido de milho e do filme de amido com e sem AA estdo
representados na Figura 5.34. Os resultados mostram que o filme com o acido ascérbico
apresenta uma maior cristalinidade do que o filme sem o dcido ascérbico e apresentou
picos em 20 = 12,9°, 19,9°, 21,8° e 24,2° caracteristicos da cristalinidade Tipo Vh e um

pico em 20 = 16,9° caracteristico da cristalinidade Tipo B.
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Figura 5. 31: Imagem do aumento do difratograma do p6é do dcido ascérbico.

¥ —— Amido 3001
[ FAA_310
il F 310

Intensidade (a.u.)

T T T T T J
10 20 30

286

Figura 5. 32: Difratograma do pé do amido de milho 3001, do filme de amido com 10,7g de amido
(F_310) e do filme de amido com o 4cido ascérbico com 10,7g de amido (FAA_310)
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 Nanoparticulas de amido

Na nanoprecipitacdo, muitos pardmetros podem ser determinantes nas
caracteristicas fisicas das nanoparticulas formadas, como o tamanho e a eficiéncia de
encapsulamento do farmaco. Como foi observado nos resultados a ordem de adicdo da
solucdo polimérica e do ndo-solvente mostraram exercer um efeito nas caracteristicas
das nanoparticulas formadas. Segundo (MILADI, 2016), ao adicionar o ndo-solvente na
solugdo polimérica, a formacdo de aglomerados e de particulas grandes é favorecida, ja
que a difusdo lenta entre o etanol e a 4gua faz com que o polimero leve mais tempo para
chegar a concentragdo critica supersaturada. Observamos que ao adicionar a solugdo
polimérica no ndo-solvente, existe a formacdo de particulas com tamanhos menores e
uma menor formagdo de aglomerados devido a uma rapida difusdo entre o etanol e a

dgua. Esses resultados foram observados nas imagens do MEV, ver Figura 5.1.

A quantidade de polimero na solu¢do polimérica influencia nas caracteristicas
das nanoparticulas formadas. O aumento da concentracao do polimero esta diretamente
relacionada a supersaturagao (Sr) que leva a um aumento no tamanho das particulas. O
valor da supersaturagdo € a razao entre a concentracdo do polimero em funcao da sua
solubilidade no meio, Equacdo 3.1. Quando o sistema tem uma grande quantidade de
polimero, o valor de Sr € maior e consequentemente o valor da razao de nucleacao (Nr)
¢ menor, Equagdo 3.3, levando a formacdo de grandes particulas. A viscosidade da
solucdo polimérica que aumenta com o aumento da concentragido de polimero, também
dificulta a difus@do do ndo-solvente favorecendo a formacdo de particulas maiores
(MILADI, 2016 e D’AADIO, 2011). Através das imagens do MEV, na Figura 5.2, é
possivel observar particulas maiores na sintese que teve uma maior quantidade de amido
e particulas menores com uma quantidade menor de amido. Pelo AFM, Figura 5.11 e
Tabela 5.5, esses mesmos resultados podem ser observados corroborando com o0s

resultados do MEV.

A velocidade de agitacdo durante a nanoprecipitacdo também ¢é um fator
importante no processo da formacdo das particulas, Figura 6.1. O aumento da
velocidade de agitacdo diminui a freqiiéncia de colisdo entre as cadeias polimericas,

para uma mesma concentragdo de polimero no meio. Em ua solucdo com menor
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concentragdo de polimero e agitacdo rdpida, o nimero de colisdes diminui nio levando

a coagulacdo das particulas formadas (MILADI, 2016 e JOYE, 2013).

500 rpm 1000 rpm

10,7g de amido

5g de amido

1z de amido

Figura 6. 1: Micrografias de MEV das nanoparticulas de amido sintetizadas com diferentes valores de

amido e diferentes valores de agitacdo.

A temperatura do amido gelatinizado na nanoprecipitacdo € outro parametro que
interfere na formagdo e nas caracteristicas das particulas formadas. Quando a soluc¢do
polimérica estd aquecida, maior € a agitacdo molecular aumentando a frequéncia de
colisdo que leva a formagao de particulas maiores. Dessa forma, na nanoprecipitacao,

quanto mais quente for a solu¢cdo polimérica, menor a agitacdo e maior a concentragao
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de amido, maior serdo as particulas formadas por favorecer um maior valor de Sr,
menor valor de Nr e uma maior frequéncia de colisdo entre os polimeros (MILADI

2016; D’ADDIO, 2011 e JOYE, 2013).

As diferentes condicdes de sintese levaram a formagdo de particulas com
diferentes formatos, Figuras 6.2 até 6.4. Como foi visto nos resultados, a sintese com
10,7g levou a formacdo de particulas circulares, de aglomerados e de residuos, como
pode ser observado na Figura 6.2. Ao utilizar 5¢ de amido na sintese, as particulas
formadas apresentaram dois formatos, hexagonal e circular, € uma menor quantidade de
residuo, ver Figura 6.3. J4 com o uso de 1g de amido, as particulas apresentaram um

unico formato, circular, Figura 6.4.

Figura 6. 2: Nanoparticulas de amido da sintese de 10,7g de amido, (a) micrografia de MEV e um
aumento de uma das particulas, (b) micrografia por MET e um aumento de uma das particulas e (c)

imagem de altura por AFM das particulas.
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Figura 6. 3: Nanoparticulas de amido da sintese de 5g de amido, (a) micrografia de MEV e um aumento
de uma das particulas, micrografia por MET da (b) particula hexagonal e (c) da particula circular

aglomerada e (d) imagem de altura por AFM das particulas.
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Figura 6. 4: Nanoparticulas de amido da sintese de 1g de amido, (a) micrografia de MEV e um aumento

de uma das particulas, (b) micrografia por MET e (c) imagem de altura por AFM das particulas.

Através do MET foram observadas particulas com diferentes formatos devido as
diferentes condi¢cdes de sintese. Ao sintetizar as nanoparticulas com uma maior
quantidade de amido, 10,7 g, observou-se a formacdo de aglomerados e neles ha
presenca de nanoparticulas ocas, Figura 6.2 (b). Segundo (LIU, 2016) essas

nanoparticulas ocas, que forma chamadas de nanocristais tubulares de amido, foram
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formados por residuos de nanocristais de amido que se arranjam e recombinaram
formando nanocristais tubulares através do tratamento com amonia apds a hidrélise
dcida. A sintese com 5g de amido a micrografia de MET, Figura 6.3 (b), apresentou
menos aglomerados e uma maior quantidade de particulas com formato hexagonal que
apresenta um tamanho similar das particulas hexagonais observadas no MEV, Figura
5.4. Ao utilizar 1g de amido na sintese, Figura 6.4, formou-se grande quantidade de
particulas circulares com tamanhos homogéneos o que também € observado nas
micrografias por MEV e pelas imagens por AFM. Essas nanoparticulas, hexagonais e

circulares, também foram reportadas por (LE CORRE, 2014; SUN, 2016 a e SUN, 2016
b).

O uso do amido 4001, que contém 99-100% de amilopectina, apresentou
formacdo de nanoparticulas hexagonais e retangulares, como pode ser observado na
Figura 6.5. O tamanho das nanoparticulas ndo foi uniforme, variando de 20nm a 70nm,
e segundo (SUN, 2016 b), amidos com baixo teor de amilose formam particulas de

diversos tamanhos quando sintetizados por nanoprecipitacao.

Figura 6. 5: Nanoparticulas de amido da sintese de 10,7g de amido 4001, (a) micrografia de MEV e um
aumento de das particulas, (b) e (c) micrografia por MET das particulas e (d) imagem de altura por AFM

das particulas.
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6.2 Nanoparticulas de amido com o farmaco

O uso do 4cido ascorbico na sintese das nanoparticulas levou a formacgdo de
particulas com tamanho e morfologia diferente. As nanoparticulas com o &cido
ascorbico apresentaram um tamanho de 200 nm e com um formato esférico. J4 as
particulas sem o farmaco, apresentaram um tamanho de 50 a 30 nm e um formato
circular, Figura 6.4.
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Figura 6. 6: Nanoparticulas de amido da sintese de 10,7g de amido com dcido ascérbico, (a) micrografia

de MEV e um aumento de uma das particulas, (b) micrografia por MET e (c) imagem de altura por AFM

das particulas.

As particulas sintetizadas pela metodologia I e II foram analisadas por MET
ap6s oito meses de sintese. A sintese pela metodologia I apresentou uma mudanga na
coloragdo da solucdo, de transparente foi para amarela, ver Figura 4.3. Essa mudanca de
cor indica a oxidacdo do 4cido ascérbico que pode ter acontecido por apresentar dgua
em um terco da solu¢do, 33,3%. Como o &cido ascOrbico € muito mais soltvel e instdvel
em dgua do que em etanol, a metodologia I se torna menos apropriada para a sintese das
nanoparticulas com esse farmaco (SHALMASHI, 2008). A sintese pela metodologia II
apresenta menos de 5% de 4gua na solugdo, dessa forma a solu¢do de particulas com o
acido ascorbico ndo tem essa mudanca de cor. Pelas micrografias de MET, a solugao
das particulas sintetizadas pela metodologia II, apresentou particulas com tamanhos de
20 a 5 nm. Na solu¢d@o de particulas sintetizada pela metodologia I, devido ao excesso
de 4cido ascérbico na superficie do silicio, formou uma pelicula sobre a superficie,
dificultando a visualizagcdo das particulas, sendo possivel observar somente através do

MET. Pelos resultados de MET, Figura 5.19, pode-se observar maior quantidade de
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particulas, e maiores, na solucdo da sintese pela metodologia II. Através desses
resultados preliminares e pela coloracao das solugdes, pode-se afirmar que a sintese pela
metodologia II € mais eficiente e adequada para a sintese das particulas com o dcido

ascorbico.

6.3 Filmes de amido com nanoparticulas

O uso do precipitado obtido pela nanoprecipitagdo permitiu a formacao de filme
de amido com nanoparticulas por “casting”. Desta forma os parimetros utilizados na
sintese interferiram tanto nas caracteristicas dos filmes formados quanto nas
caracteristicas das nanoparticulas. Ao utilizar 10,7g de amido o filme formado
apresentou uma superficie mais irregular e com poucas particulas, como pode ser
observado na Figura 6.7. Devido a quantidade de amido e das outras condicdes de
sintese, amido gelatinizado em temperatura ambiente e agitagcdo magnética de 500 rpm,
as nanoparticulas apresentaram um tamanho maior. Quando foi utilizado 1g de amido, a
superficie do filme foi mais lisa e com muitas particulas pequenas, como pode ser
observado na Figura 6.9. Por ter uma concentracio menor de amido, as particulas
formadas foram menores € em maior quantidade por ter um valor de Sr menor, um valor
de Nr menor e consequentemente uma menor frequéncia de colisdo. Ao usar 5g de
amido na sintese, o filme de amido apresentou caracteristicas intermedidrias aos outros

dois filmes, ver Figura 6.8, assim como também aconteceu com as nanoparticulas.
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Figura 6. 7: Filme de amido com nanoparticulas de amido da sintese de 10,7g de amido, (a) micrografia

de MEV, (b) imagem de altura e (c) de contraste de fase por AFM.
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Figura 6. 8: Filme de amido com nanoparticulas de amido da sintese de 5g de amido, (a) micrografia de

MEV, (b) imagem de altura e (c) de contraste de fase por AFM.
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Figura 6. 9: Filme de amido com nanoparticulas de amido da sintese de 1g de amido, (a) micrografia de

MEYV, (b) imagem de altura e (c) de contraste de fase por AFM.

Através do FTIR se observou que os filmes apresentaram o mesmo espectro do
que o amido em po utilizado na sintese e ndo houve mudancga estrutural nas moléculas,
Figura 5.26. Como a andlise foi realizada no filme e a quantidade de nanoparticula por
drea na matriz do filme € pequena, € dificil de analisar os resultados das nanoparticulas

que apresentam as mesmas bandas, mas com uma intensidade menor (SUN, 2016 b).

Os padrdes de difracdo dos filmes apresentaram estrutura cristalina tipo B e Vh.
A cristalinidade tipo B € devido ao amido gelatinizado que nao virou particula e a
cristalinidade tipo Vh € devida a nanoparticula. A gelatinizacdo destr6i a cristalinidade
do amido e ao entrar em contato com o etanol nanoparticulas de amido sao precipitadas
com estrutura cristalina tipo Vh, originada das estruturas de hélice simples feito de

amilose e etanol (LIU, 2016 e SUN, 2016 b).

O padrao de difracdo dos filmes mudou ao usar quantidades diferentes de amido

na sintese. O filme de 10,7g apresentou maior cristalinidade tipo B e pouca
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cristalinidade tipo Vh por ter poucas nanoparticulas e muito amido ndo particulado,
como pode ser observado na Figura 6.7. O filme com 1g apresentou picos de menores
intensidades do tipo B e apresentou pico do tipo Vh. Devido a uma maior producdo de
nanoparticulas, restando menos material de amido gelatinizado, a intensidade do pico
tipo B diminui. como pode ser observado na Figura 6.9. J4 o filme com 5g de amido,
Figura 6.8, apresentou um padrdo de difracdo intermedidrio aos dois outros filmes. Esse
resultado também estd de acordo com os resultados obtidos por MEV e AFM, Figura

5.24 e Figura 5.25 a 5.27, da sintese das nanoparticulas.

O filme com o 4cido ascérbico apresentou uma coloracdo amarela devido a
oxidagdo do dcido ascérbico ndo encapsulado e através dos resultados, Figura 6.10,
observou-se particulas maiores, devido ao encapsulamento do farmaco. A
espectroscopia por FTIR apresentou duas bandas a mais que sdo caracteristicas do dcido
ascorbico, Figura 5.31. Por nio apresentar alteracdo na banda 3500 cm” ndo ocorre
ligacdo de hidrogénio entre os polimeros do amido com o dcido ascérbico (YOON,
2013). No resultado do padrdo de difragdo, Figura 5.34, observou-se uma maior
cristalinidade do que os outros filmes. O aumento da cristalinidade pode ser devido a
presenca de particulas maiores na superficie aumentando a intensidade dos picos
caracteristicos da cristalinidade tipo B e Vh e pela presenca de 4cido ascérbico ndo

encapsulado.

Figura 6. 10: Filme de amido com nanoparticulas de amido e dcido ascérbico da sintese de 10,7g de

amido, (a) micrografia de MEV, (b) imagem de altura e (c) de contraste de fase por AFM.

Como mostrado, hd muitos pardmetros que podem interferir nas caracteristicas
fisicas das nanoparticulas, sendo necessario determinar quais parametros sao idéias para

formar a nanoparticula com a caracteristica desejada.
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7. CONCLUSAO

Com os resultados foi possivel observar que os parametros na nanoprecipitacao e
a quantidade de amilose presente no amido, sdo fatores determinantes na formacdo de

nanoparticulas de amido de milho.

A ordem de adi¢cdo do nao-solvente e do solugdo polimérica interfere na taxa de
producdo de nanoparticulas. Desta forma, a adi¢do do amido gelatinizado no etanol
proporciona uma maior taxa de produc¢do de nanoparticulas e menor quantidade de

residuos no sobrenadante.

Em relacdo a quantidade de amido de milho usado na gelatinizacio, foi visto que
uma menor quantidade de amido leva a uma maior produ¢ao de nanoparticulas. Para os
filmes, uma menor quantidade de amido, leva a formagdo de filmes mais finos, com
uma superficie menos irregular e com uma maior quantidade de particulas pequenas na

superficie.

A temperatura do amido gelatinizado e a velocidade de agitacdo durante a
nanoprecipitacdo também s3o parametros determinantes na formacdo das
nanoparticulas. Quanto menor a temperatura do amido gelatinizado e quanto maior a

velocidade, menor o tamanho das particulas formadas.

A amilose também mostrou ser um parametro importante na morfologia das
particulas formadas. O amido que tem uma quantidade menor de amilose, o amido
4001, leva a formacdo de particulas com formatos hexagonais e retangulares e com

diferentes tamanhos.

O procedimento de sintese das nanoparticulas com o dcido ascérbico mostrou ser
eficiente para encapsular o fiarmaco durante a nanoprecipitacdo com a metodologia
proposta neste trabalho, metodologia II. Essa metodologia ainda mostrou ser mais
estavel para as nanoparticulas com o 4cido ascorbico do que a metodologia baseada de

(MA, 2008).

Os filmes de amido sintetizados ndo apresentaram mudangas significativas nas
espectroscopias por FTIR em relacdo ao p6 do amido de milho. Somente no filme de
amido com o 4cido ascérbico, foram observadas duas bandas caracteristicas das ligacdes

C=C e C=0, que estd presente na molécula do 4cido ascérbico. O acido ascorbico

65



também ndo estd ligado por ligacdes de hidrogénio nos polimeros do amido de milho,

ndo atuando como um agente crosslinking.

Os difratogramas mostraram que os filmes ndo apresentam o mesmo padrdo de
difracdo do que o pé de amido de milho devido ao processo da nanoprecipitacio,
prevalecendo cristalinidade tipo B do amido gelatinizado e a cristalinidade tipo Vh das
nanoparticulas. O filme com o 4cido ascorbico apresentou mais cristalinidade do que os
filmes de amido e esse aumento da cristalinidade pode estar correlacionado com o

tamanho das particulas na matriz do filme.
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8. SUGESTAO PARA FUTUROS TRABALHOS

Como perspectiva desse trabalho, seria interessante otimizar os estudos sobre as
propriedades mecanicas dos filmes obtidos de modo a comparar com os tradicionais

filmes de amido sintetizados com um plastificante, como por exemplo, o glicerol.

Pretende-se melhorar a eficiéncia da producdo das nanoparticulas e a eficiéncia
do encapsulamento do farmaco nas nanoparticulas pelo processo de nanoprecipitagdo
rdpida (do inglés Flash Nanoprecipitation Process), isto acarretard em um controle
melhor no tamanho das nanoparticulas formadas. Além disso, € bem interessante

estudar os meios de liberacdo do dcido ascérbico encapsulado.
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