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Abstract 
 

 The main purpose of this work is the preparation and development of several 

controlled drug delivery systems built with natural polymers and suitable for 

different applications, like for colon-specific drug delivery or for the localized and 

prolonged delivery of drugs.  

 With this objective, three potential controlled drug delivery systems, based 

on natural polymers, were prepared and characterized.  

 In the first investigated system, the natural occurring polyester poly(3-

hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate), PHBV,  was processed in microparticles 

loaded with the hydrophobic drug flurbiprofen, by means of an oil-in-water 

emulsion/extraction solvent evaporation method, using chloroform as the organic 

phase and polyvinyl alcohol (PVA) as the emulsion stabilizer.   

 A central composite experimental design was employed to evaluate the effect 

of two process variables – the polymer concentration in the organic phase and the 

surfactant concentration in the aqueous phase - on some of the final microparticles 

properties, specifically the encapsulation efficiency of the drug, the mean particle 

size, the width of the particles size distribution, and the required time for the in vitro 

release of 50% of the encapsulated drug (t50%). The statistical analysis of the 

implemented experimental design revealed that the two investigated variables had a 

significant and opposite effect on the encapsulation efficiency of the drug. Also, it 

was found that the microparticles mean particle size increased with increasing 

concentrations of PHBV in organic phase and that the concentration of the 

surfactant in the aqueous phase played a critical role in the aggregation degree of 

the microparticles. It was concluded that a minimum PVA concentration was 

required to stabilize the oil-in-water emulsion and, in this way, obtain non-

aggregated particles. The in vitro flurbiprofen release profiles from PHBV 

microparticles were very similar for all the prepared formulations, showing that 

more than 90% of the drug was released in the first eight hours of the essay. The 

time for the in vitro release of 50% of the encapsulated drug, t50%, was not 

significantly influenced by any of the two investigated variables. The comparison 
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between the release profiles of flurbiprofen from the PHBV microparticles and the 

dissolution profile of the pure drug lead to the conclusion that the drug was 

essentially dispersed at the surface of the microparticles, rather than effectively 

entrapped in the polymeric matrix.  

 Although the investigated formulations didn’t led to an effective 

immobilization of the flurbiprofen in the PHBV microparticles, this objective can be 

achieve with further investigation,  namely by the manipulation of the drug/polymer 

mass ratio used in the microparticles preparation, among other variables. With the 

flurbiprofen effectively immobilized in the microparticles, it will be possible to then 

optimize the drug release profile in order to obtain a controlled and prolonged 

release of the immobilized flurbiprofen, suitable for the use of the microparticles as 

localized and prolonged drug delivery systems.  

 In the second investigated system, the polysaccharide pectin was chemically 

modified by introducing, in its structure, vinylic or methacrylic terminal functional 

groups. The functionalized pectin derivatives, alone or together with the macromer 

poly(ethylene glycol) diacrylate (PEGDA), were transformed in  chemical hydrogels 

by UV-induced  free radical reticulation. In vitro drug release studies were used to 

evaluate the behavior of the produced hydrogels as controlled drug delivery 

systems. For this purpose, two low molecular weight hydrophilic drugs (gentamicin 

sulphate and sodium flurbiprofen), and two model proteins (bovine serum albumin 

(BSA) and lysosyme), were incorporate in the hydrogels during their formation and 

subsequently released in vitro.  

 It was concluded that the extension of the chemical modification of pectin, 

which was carried out in a heterogeneous environment, was limited/controlled by 

the accessibility of the OH groups of the polysaccharide, which, in turn, was directly 

controlled by the swelling degree of the polysaccharide particles in the reaction 

solvent. The two low molecular weight hydrophilic drugs were rapidly liberated 

from the hydrogels. The release profiles revealed that, in approximately four hours, 

the entire incorporated drug was released. On the other hand, the in vitro release 

studies of the model proteins revealed an incomplete release of the incorporated 

proteins, probably because a fraction of protein was physical adsorbed in to 

polymeric matrix and/or covalently bounded to it.  The presence of pectinolytic 

enzymes in the release medium result in a higher fraction of BSA released from the 
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hydrogels, supposedly due to the enzymatic degradation of the tridimensional 

network structure of the polymer matrix.   

 The results obtained with this work show that the produced hydrogels are 

suitable to be use as colon-specific drug delivery systems, especially of proteins. 

 In the third and last investigated system, sponges of pectin and chitosan, 

prepared by the freeze-drying of the insoluble polyelectrolyte complexes (PECs) 

formed between the two polysaccharides, were produced and characterized. Three 

pectin/chitosan PECs sponges were prepared, using different initial proportions of 

the two polysaccharides. The three sponges, independently of the used proportions, 

had very similar compositions, being composed mainly from pectin (74 to 78%, 

mass percentage). The sponges were submersed in aqueous solutions, either at pH 2 

or pH 7.4, and the weight loss was record during six weeks. The results revealed a 

continuous weight loss, attributed to the gradual liberation of polymers chains, as a 

consequence of the progressive loss of the ionic interactions established, during 

PECs formation, between the COO- groups of pectin and the NH3
+ groups of chitosan. 

The composition analysis of the sponges during dissolution time, and their FTIR 

spectra, revealed that, at pH 2, the weight loss of the sponges was caused, equally, by 

the loss of pectin and chitosan.  On the other hand, it was concluded that, at pH 7.4, 

the weight loss of the sponges was mainly due to the loss of pectin. A preliminary 

evaluation of the sponges as controlled drug delivery systems was made, by the 

incorporation of BSA in the sponges followed by the in vitro release, at pH 2 and pH 

7.4. The in vitro release profiles obtained suggest that the released of the protein 

from the sponges is controlled by the strong interactions established between the 

protein molecules and the polymeric matrix. This preliminary study indicates that 

the produced PECs matrixes can be use to immobilized proteins and built colon-

specific delivery systems of this type of biomacromolecules.   

 In the three works presented in this Thesis it was possible to obtained 

significant conclusions that can be used in the future as basis for the continuation of 

the development of the different controlled drug delivery systems proposed in this 

work. 
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Resumo 
 

 Este trabalho tem como principal objectivo a preparação de sistemas de 

libertação controlada com base em polímeros de origem natural e com o potencial 

de serem utilizados em diversas aplicações como a entrega específica de fármacos 

no cólon ou a libertação prolongada e localizada de fármacos.   

 Para isto desenvolveram-se e caracterizaram-se três potenciais sistemas de 

libertação controlada de moléculas bioactivas, preparados com diferentes polímeros 

de origem natural. 

 O primeiro sistema estudado envolveu a utilização do poliéster de origem 

natural poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV, o qual foi investigado 

enquanto matriz para a imobilização do antiflamatório não esteróide flurbiprofeno 

em micropartículas preparadas pelo método da extracção/evaporação do solvente 

numa emulsão óleo/água, utilizando o clorofórmio como fase orgânica e o álcool  

polivinílico (PVA) como surfactante.   

 Um desenho composto central de experiências foi implementado de forma a 

investigar o efeito de duas variáveis envolvidas no processo de preparação das 

micropartículas – a concentração do polímero na fase orgânica e a concentração do 

surfactante na fase aquosa - sobre algumas das propriedades finais dessas mesmas 

micropartículas, nomeadamente a eficiência de encapsulação do fármaco, o tamanho 

médio e a distribuição de tamanhos das micropartículas, e o tempo correspondente 

à libertação in vitro de 50% do fármaco encapsulado. Concluiu-se que as duas 

variáveis investigadas afectavam, significativamente e de forma oposta, a eficiência 

de encapsulação do fármaco. Igualmente, verificou-se que o tamanho médio das 

partículas era afectado positivamente pelo aumento da concentração do polímero na 

fase orgânica. A concentração do surfactante revelou ser um factor crítico no grau de 

agregação das micropartículas obtidas, tendo-se concluído que existe um limite 

mínimo requerido de concentração de surfactante para estabilizar a emulsão 

óleo/água e, consequentemente, obter micropartículas não agregadas. 

 Os perfis de libertação in vitro do fármaco, a partir de micropartículas 

produzidas em diferentes condições experimentais, revelaram que mais de 90% do 



Resumo 
 

xiv 
 

fármaco era libertado nas primeiras oito horas de ensaio. A análise estatística dos 

valores de t50% (tempo correspondente à libertação in vitro de 50% do fármaco 

encapsulado) revelou que nenhuma das duas variáveis experimentais investigadas 

influenciava significativamente este parâmetro.  

   A comparação dos perfis de libertação in vitro do fármaco a partir de 

micropartículas e o perfil de dissolução do fármaco puro conduziu à conclusão de 

que o fármaco se encontra essencialmente disperso à superfície das micropartículas 

e não, como seria desejável num sistema de libertação controlada, efectivamente 

aprisionado na matriz polimérica.  

 Embora, com as formulações investigadas, não se tenha obtido um sistema de 

libertação do furbiprofeno com a capacidade de libertar este de forma controlada ao 

longo de um período de tempo significativo (de semanas ou meses), a investigação e  

optimização de outras variáveis experimentais, nomeadamente a razão mássica 

fármaco/polímero utilizada na produção das micropartículas, poderá conduzir a um  

sistema de libertação capaz de libertar o flurbiprofeno da forma referida 

anteriormente, e que poderá ser utilizado na libertação controlada e localizada 

deste.  

 No segundo sistema investigado o polissacarídeo pectina foi quimicamente 

modificado através da introdução na sua estrutura de grupos terminais vinílicos ou 

metacrílicos. Os derivados de pectina assim obtidos, por si só ou em conjunto com o 

macrómero poli(etileno glicol) diacrilato (PEGDA), foram utilizados na formação de 

hidrogéis químicos  preparados por fotoreticulação. A actuação destes hidrogéis 

enquanto sistemas de libertação controlada foi investigada através de estudos de 

libertação in vitro de dois fármacos hidrofílicos de baixo peso molecular (sulfato de 

gentamicina e flurbiprofeno sódico) e de duas proteínas modelo (albumina de soro 

bovino (BSA) e lisozima). Todos os compostos bioactivo acima referidos foram 

imobilizados no hidrogel durante a sua formação.  

 Relativamente à modificação química da pectina, a qual se processou em meio 

heterogéneo, conclui-se que a extensão da modificação química era 

limitada/controlada pela acessibilidade dos grupos hidroxilo do polissacarídeo, 

encontrando-se essa acessibilidade directamente relacionada com a capacidade de 

inchaço das partículas do polissacarídeo no solvente reaccional. No caso dos 

fármacos hidrofílicos de baixo peso molecular imobilizados nos hidrogéis 
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preparados, verificou-se que estes se libertavam rapidamente, sendo a libertação 

total atingida, no máximo, passado quatro horas de ensaio. A libertação das 

proteínas modelo, a partir dos hidrogéis, revelou-se incompleta devido, 

provavelmente, à ligação covalente e/ou adsorção física de uma fracção da proteína 

à matriz polimérica. Constatou-se ainda que a presença de enzimas pectinolíticas no 

meio de libertação conduzia a uma maior quantidade de BSA libertada, 

supostamente devido à degradação por via enzimática da estrutura tridimensional 

do hidrogel. 

 Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os hidrogéis produzidos 

poderão ser utilizados enquanto sistemas de libertação específica no cólon, em 

particular na libertação de protéinas.  

 Por fim, o terceiro sistema estudado envolveu a preparação e caracterização 

de esponjas de pectina e quitosano, as quais foram obtidas a partir da liofilização dos 

complexos polielectrolíticos (PECs) formados, em meio aquoso, entre os dois 

polissacarídeos. Foram produzidas três esponjas de PECs de pectina/quitosano 

utilizando diferentes proporções iniciais dos dois polissacarídeos. 

Independentemente das proporções utilizadas, os resultados da análise elemental 

revelaram que a composição das três esponjas era muito semelhante, sendo estas 

constituídas maioritariamente por pectina (entre 74 e 78%, percentagem mássica).  

 Estudos da variação do peso das esponjas, realizados ao longo de seis 

semanas, revelaram que as esponjas perdiam massa de forma contínua, quando 

mergulhadas em soluções aquosas a pH 2 ou pH 7.4. Esta perda de massa foi 

atribuída à libertação gradual das cadeias dos dois polissacarídeos, causada pela 

quebra progressiva das ligações iónicas estabelecidas durante a formação dos PECs 

entre os grupos COO- da pectina e os grupos NH3
+ do quitosano. 

  A análise da composição das esponjas ao longo do tempo de dissolução, e o 

registo dos espectros de FTIR, revelou que, nas esponjas mergulhadas a pH 2, a 

perda de massa resultava tanto da perda de pectina como de quitosano, enquanto, a 

pH 7.4, a perda de massa podia ser maioritariamente atribuída à dissolução das 

cadeias de pectina. Este comportamento distinto pode ser atribuído aos diferentes 

estados de ionização/protonação dos dois polissacarídeos nos dois meios aquosos. 

 Uma avaliação preliminar destas esponjas, enquanto sistemas de libertação 

controlada de proteínas, foi feita, através de um estudo de libertação in vitro de 
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libertação da proteína BSA. Os resultados sugerem que a libertação de proteínas a 

partir deste tipo de material será controlada pelas fortes interacções físicas 

estabelecidas entre as proteínas e a matriz polimérica. Este resultado sugere que as 

matrizes de PECs desenvolvidas apresentam o potencial para serem utilizadas na 

preparação de sistemas de libertação específica de protéinas no cólon.  

 Em cada um dos três trabalhos desenvolvidos e apresentados nesta Tese foi 

possível obter conclusões significativas, que poderão ser utilizadas como bases 

sólidas para a continuação do trabalho de desenvolvimento dos diferentes sistemas 

de libertação propostos. 
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Preâmbulo 
 

 Ao longo deste trabalho procurou-se desenvolver e caracterizar três 

potenciais sistemas de libertação controlada de fármacos. Estes sistemas, com 

diferentes propriedades e potênciais aplicações, têm em comum o facto de serem 

constituídos por polímeros de origem natural. 

 Este trabalho encontra-se dividido em cinco capítulos. 

 No Capítulo 1 faz-se um enquadramento geral do trabalho experimental 

apresentado nos capítulos posteriores através da abordagem sucinta de vários 

tópicos relacionados com os sistemas de libertação controlada de fármacos. 

Nomeadamente define-se o que se entende por um sistema de libertação controlada 

de fármacos e discute-se o papel que os materiais de base polimérica têm nesta área, 

dando-se especial atenção aos polímeros de origem natural e aos seus derivados.  

 Os Capítulos 2, 3 e 4 são dedicados à apresentação do trabalho experimental 

efectuado no desenvolvimento dos três sistemas de libertação controlada estudados, 

aos resultados obtidos e à discussão destes. Cada um destes capítulos é iniciado por 

uma introdução teórica, onde são apresentados e discutidos alguns aspectos 

importantes directamente relacionados com o trabalho experimental apresentado 

nesse mesmo capítulo.  

 O Capítulo 2 é dedicado ao primeiro dos sistemas investigados e envolve a 

imobilização de um fármaco hidrofóbico em micropartículas de poli(hidroxibutirato-

co-hidroxivalerato) preparadas pelo método da extracção/evaporação do  solvente 

numa emulsão óleo/água.  

 No Capítulo 3 apresentam-se e discutem-se os resultados referentes aos 

estudos da modificação química do polissacarídeo pectina, à formação de hidrogéis 

químicos de pectina com base nos derivados obtidos, e à investigação dos hidrogéis 

preparados enquanto potenciais sistemas de libertação controlada de fármacos.

 No Capítulo 4 descreve-se a preparação e caracterização de esponjas 

bioerodíveis/biodegradáveis compostas por pectina e quitosano e obtidas a partir 

da liofilização dos complexos polielectrolíticos formados entre estes dois 

polissacarídeos.  
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 Finalmente, no Capítulo 5, fazem-se algumas considerações sobre o trabalho 

efectuado e apresentam-se sugestões para o desenvolvimento e estudos futuros dos 

três sistemas apresentados. 
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 Neste capítulo pretende-se apresentar e enquadrar, dentro da área mais 

alargada dos sistemas de libertação controlada (SLC) de fármacos, os SLC 

preparados com base em polímeros de origem natural.  

 Desta forma, nesta Introdução Geral começa-se por definir o que se entende 

por um SLC, abordando-se de seguida os SLC de base polimérica e, em particular, os 

SLC com base em polímeros de origem natural. Aqui apresentam-se as principais 

classes de polímeros naturais utilizados na preparação de SLC, as suas propriedades, 

e as várias aplicações que cada uma destas classes encontra na área da libertação 

controlada de fármacos.  

1.1 Libertação controlada de fármacos 

 Quando um fármaco é administrado, a um ser humano ou animal, apenas uma 

pequena fracção da dose atinge o tecido alvo, sendo que a maior parte é 

desperdiçada, devido à sua distribuição por outros tecidos e à sua metabolização ou 

excreção antes de atingir o local de acção.  

 A libertação controlada de fármacos tem como objectivo principal o controlo 

temporal e espacial, in vivo, da concentração de fármacos para que o benefício 

clínico da administração destes seja maximizado e os efeitos adversos minimizados1. 

Neste contexto, o termo “fármaco” engloba todos compostos bioactivos 

administrados com intuito terapêutico, desde moléculas de baixo peso molecular a 

proteínas e a material genético.  

 A libertação controlada implica a associação, química ou física, dos fármacos 

com materiais biocompatíveis em sistemas que, quando administrados in vivo, 

tenham a capacidade de (i) controlar, de forma pré-determinada, a taxa de 

libertação/entrega do fármaco a partir desse mesmo sistema, e/ou (ii) conduzir o 

fármaco até ao sítio específico em que este deve actuar. Estes sistemas são 

designados assim por sistemas de libertação controlada (SLC) de fármacos.  

 Materiais de natureza lipídica2, 3, inorgânica4-6 e polimérica1, 7-12 têm sido 

utilizados como suportes de SLC. Destes, os materiais poliméricos são, sem dúvida, 

os mais investigados. 

 Os SLC são classificados de acordo com os mais variados critérios, incluindo a 

classe de materiais utilizados (poliméricos ou não poliméricos), tipo de agente 
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terapêutico incorporado no SLC (moléculas de baixo peso molecular, proteínas, 

material genético), estado físico (líquidos, semi-sólidos ou sólidos), via de 

administração, forma como o fármaco se encontra imobilizado no sistema e a 

natureza do mecanismo que controla a libertação deste, etc. Na literatura, é possível 

encontrar inúmeros livros e artigos de revisão sobre SLC8-17.  

 O desenvolvimento de um SLC eficaz é um empreendimento complexo, pois 

envolve o conhecimento e integração de uma série de aspectos de natureza diversa, 

tais como: 

 - As propriedades físico-químicas, farmacocinéticas e farmacodinâmicas do 

fármaco. 

- A via de administração e as consequentes barreiras fisiológicas e bioquímicas 

impostas à absorção do fármaco. 

- As propriedades do material/materiais base do SLC: propriedades físico-químicas, 

biocompatibilidade, comportamento in vivo, interacções com o fármaco, etc. 

- Os métodos e tecnologias envolvidas na produção do SLC. 

 Estas várias vertentes envolvem o domínio de conhecimentos associados a 

áreas científicas como a medicina, farmácia, bioquímica, química, engenharia e 

outras. Por esta razão, a área da libertação controlada de fármacos é considera uma 

área inerentemente interdisciplinar. 

1.2 Sistemas de libertação controlada de base polimérica 

 Os materiais poliméricos, pela sua variedade, versatilidade e propriedades, 

são a classe de materiais mais investigada no desenvolvimento de SLC. De facto, o 

desenvolvimento actual de novos SLC mais sofisticados e eficientes anda a par com o 

desenvolvimento de novos polímeros, desenhados para ter propriedades cada vez 

mais específicas8.  

 Uma grande variedade de polímeros, sintéticos, naturais ou semi-sintéticos, 

pode encontrar aplicações no desenvolvimento de SLC. Na Tabela 1.1 encontram-se 

listados alguns dos polímeros sintéticos mais utilizados e investigados nesta área.  

 Um requisito fundamental para que os materiais poliméricos possam ser 

utilizados na preparação de um SLC é que estes e os seus produtos de degradação 

não sejam tóxicos, e que apresentem uma boa biocompatibilidade, pelo menos nos 

tecidos com que vão ter contacto directo.   
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 Como os sistemas vivos são compostos maioritariamente por água, as 

propriedades hidrofílicas/hidrofóbicas dos polímeros são também um aspecto 

fundamental a ter em conta na altura de seleccionar um polímero para uma 

aplicação específica.  

 Outra propriedade determinante na viabilidade de um polímero para uma 

determinada aplicação é a forma como este se degrada (ou não) in vivo, ou seja, se 

este é biodegradável ou não biodegradável. Um polímero biodegradável pode ser 

definido como um polímero que sofre degradação química in vivo, por hidrólise ou 

acção enzimática, originando produtos não tóxicos e bicompatíveis capazes de ser 

metabolizados e excretados pelas vias fisiológicas normais13. Os poliésteres, 

polifosfazenos, poliortoésteres, poliaminoácidos, polianidridos e as poliuretanas são 

exemplos de classes de polímeros sintéticos biodegradáveis utilizados na construção 

de SLC.  

 Alguns polímeros podem ainda ser classificados de bioerodíveis, sendo estes 

definidos como polímeros que, embora não sofram uma degradação química (quer 

por via hidrolítica ou enzimática) são susceptíveis de serem dissolvidos em 

condições fisiológicas. Dependendo das suas propriedades, nomeadamente do peso 

molecular, estes podem ser excretados ou permanecer no organismo. 

 

Tabela 1.1 Exemplos de polímeros sintéticos utilizados na fabricação de SLC1, 13. 

Polímeros não biodegradáveis 
- Acrilatos: poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poli(ácido acrílico) (PA), poli(metacrilato 
de 2-hidroxietilo) (PHEMA), … 
- Acrilamidas: poliacrilamida, poli(N-isopropilacrilamida) 
- Polidimetilsiloxano (PDMS) 
- Polietilenoglicol (PEG) 
- Copolímeros de acetato de etilenovinil (EVA) 
- Polivinilpirrolidona (PVP) 
 
Polímeros biodegradáveis 
- Poliésteres: poli(ácido láctico) (PLA), poli(ácido glicólico) (PGA), poli(ácido láctico-co-
glicólico) (PLGA), poli--caprolactona (PLC), poli(diaxanona) (PDS) 
- Poliortoésteres 
- Polifosfazenos 
- Polianidridos 
- Poliuretanas 
-Poliaminoácidos sintéticos 

 

 Os SLC preparados a partir de materiais poliméricos podem ser classificados 

em três grandes categorias, de acordo com o mecanismo/princípio que governa a 
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libertação do fármaco17: (i) Sistemas de libertação controlados por difusão; (ii) 

Sistemas de libertação activados pelo solvente; (iii) Sistemas de libertação 

controlados por acção química. 

 Os sistemas de libertação controlados por difusão encontram-se divididos em 

dois tipos: sistemas de reservatório e sistemas matriciais.  

 Um SLC reservatório consiste num dispositivo constituído por um núcleo de 

fármaco, no estado líquido ou sólido, rodeado por uma membrana polimérica não 

biodegradável, através da qual o fármaco se difunde lentamente. Geralmente, estes 

dispositivos assumem uma geometria esférica, cilíndrica ou na forma de disco. As 

propriedades do fármaco e da membrana polimérica determinam a taxa de difusão 

e, consequentemente, a taxa de libertação do fármaco.  

 Num sistema matricial o fármaco encontra-se uniformemente disperso ou 

dissolvido numa matriz polimérica, sendo a taxa de libertação controlada pela taxa 

de difusão do fármaco através dessa mesma matriz.  

 Os sistemas de libertação activados pelo solvente encontram-se também 

divididos em dois tipos - sistemas de libertação controlados pela pressão osmótica e 

sistemas controlados pela absorção de água (swelling). 

 O mais simples sistema de libertação controlado pela pressão osmótica 

consiste num reservatório de volume constante constituído por um invólucro de 

uma membrana polimérica semi-permeável (permeável ao solvente mas não ao 

soluto), com um orifício, e com o interior cheio com o fármaco no estado sólido e 

uma solução saturada de fármaco. A pressão osmótica, formada devido à diferença 

de concentrações do fármaco no exterior e interior da membrana semi-permeável, 

origina um fluxo de fluido (água) do exterior para interior do dispositivo, forçando 

desta forma a solução saturada no interior a sair pelo orifício presente na 

membrana. 

 Nos sistemas de libertação controlados pela absorção de água o fármaco 

encontra-se disperso ou dissolvido numa matriz polimérica constituída por um 

polímero hidrofílico reticulado (hidrogel). Estas matrizes têm a capacidade de 

absorver uma grande quantidade de água sem se dissolverem sendo que, nestes 

sistemas, a taxa de libertação do fármaco é essencialmente controlada pela taxa de 

absorção de água da matriz polimérica.  
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 Os sistemas de libertação controlados por acção química são normalmente 

divididos em sistemas de cadeias pendentes e em sistemas biodegradáveis. 

 Nos sistemas de cadeias pendentes, também designados de pró-fármacos, as 

moléculas de fármaco encontram-se quimicamente ligadas à cadeia de polímero por 

ligações susceptíveis de degradação. In vivo, estas ligações são quebradas por 

hidrólise ou por acção enzimática, originando assim a libertação do fármaco a uma 

taxa controlada.  

 Nos sistemas biodegradáveis, o fármaco é disperso ou dissolvido numa 

matriz polimérica biodegradável, sendo a taxa de libertação controlada pela 

desintegração da matriz, provocada pela biodegradação do polímero. 

 Refira-se que, na prática, alguns SLC não encaixam perfeitamente em 

nenhuma destas três categorias, pois em muitos casos não existe um mecanismo 

dominante responsável pela libertação do fármaco, sendo este determinado por uma 

combinação dos vários mecanismos possíveis. Exemplos são alguns sistemas 

matriciais biodegradáveis em que a libertação controlada do fármaco é controlada 

tanto pela difusão do fármaco como pela biodegradação do polímero ou, em alguns 

hidrogéis, em que a libertação do fármaco é determinada tanto pela taxa de absorção 

de água como pela taxa de difusão do polímero através da matriz inchada pelo 

solvente.  

 

1.3 Polímeros de origem natural e seus derivados: 
aplicações na área da libertação controlada de fármacos 

 Os polímeros naturais são polímeros produzidos por organismos vivos. Estes 

incluem as proteínas, os ácidos ribonucleicos (ARN) e ácidos desoxirribonucleicos 

(ADN), os polissacarídeos, e outros polímeros como a borracha natural e alguns 

poliésteres. Os derivados de polímeros naturais, também designados por semi-

sintéticos, são polímeros naturais modificados quimicamente.  

 Tal como os polímeros sintéticos, os polímeros naturais e seus derivados são 

também bastante utilizados na produção de SLC.  

 Na Tabela 1.2 encontram-se listados alguns dos polímeros naturais e 

derivados com mais interesse na área da libertação controlada de fármacos. Estes 
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podem ser divididos em três grandes classes: polímeros de base proteica, 

polissacarídeos e polihidroxialcanoatos.  

  

Tabela 1.2 Exemplos de polímeros naturais e seus derivados utilizados na preparação de 
SLC. 

Polímeros de base proteica: 
- Gelatina, albumina, colagénio, fibrina, proteína de soja, … 
 
Polissacarídeos: 
- Quitosano, dextrano, alginato, agarose, carragenina, sulfato de condroitina, ácido 
hialurónico, pectina, amido, derivados de celulose, …. 
 
Polihidroxialcanoatos 
Poli(3-hidroxibutirato), poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), ….. 
 

1.3.1 Polímeros de base proteica 

 Os polímeros de base proteica encontram uma extensa aplicação na área da 

libertação controlada de fármacos. Dos mais utilizados e investigados, encontram-se 

algumas proteínas de origem animal como a albumina, a fibrina, o colagénio e a 

gelatina10, 18-26, esta última obtida a partir da desnaturação química do colagénio.  

 Proteínas de origem vegetal, como é e caso da proteína de soja, ou de 

poliaminoácidos produzidos por microrganismos, como o poli(-L-lisina) e o poli(-

ácido glutâmico), têm sido também investigados na preparação de SLC,  mas de uma 

forma muito mais limitada27-31.  

 Inúmeros sistemas à base de albumina23, fibrina22, 26, colagénio18, 21, e 

gelatina20, processados na forma de géis injectáveis, filmes, hidrogéis, esponjas, 

fibras e nano- e micropartículas, têm sido preparados e investigados enquanto 

sistemas de libertação controlada de fármacos de baixo peso molecular, factores de 

crescimento, proteínas terapêuticas10, 24 e DNA19.  

 Os polímeros mencionados acima, para além de serem biocompatíveis e 

biodegradáveis por hidrólise química ou acção enzimática, apresentam muitas vezes 

uma arquitectura e propriedades químicas, físicas e mecânicas semelhantes à matriz 

extracelular, podendo até conter resíduos químicos reconhecidos pelas células e aos 

quais elas respondem26. Estas características fazem com que estes materiais exibam 

propriedades bioactivas únicas e com grande interesse para a ciência dos 

biomateriais, especialmente na área da engenharia de tecidos.  
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 Contudo, e devido à origem animal da maioria destes materiais, estes têm 

sempre associados a si o risco de imunogenicidade e de transmissão de vectores 

patogénicos. Uma estratégia para superar estes riscos consiste no desenvolvimento 

de tecnologias que permitam a obtenção destas proteínas através de fontes não 

animais. Isto já é possível através da tecnologia recombinante de proteínas. Alguns 

tipos de colagénio humano e gelatina já foram expressos em diferentes tipos de 

células e sistemas trangénicos32 e, possivelmente, o futuro destas proteínas, 

enquanto biomateriais, encontrar-se-á ligado ao desenvolvimento destas 

tecnologias.  

 

1.3.2 Polissacarídeos 

 A enorme diversidade de estruturas químicas e de propriedades físicas 

exibidas pelos polissacarídeos tem sido extensivamente explorada no 

desenvolvimento de um grande número de sistemas de libertação de fármacos 

destinados às mais diversas aplicações.  

 Um elevado número de polissacarídeos, sintetizados por animais, plantas e 

microrganismos, já foram utilizados. Na Tabela 1.2 são referidos alguns dos mais 

investigados.  

 O que torna esta classe de polímeros naturais tão atractiva, para além da sua 

abundância e fácil obtenção, é a biodegradabilidade, a biocompatibilidade e a 

actividade biológica exibida por muitos dos seus membros. Para além disto, muitos 

polissacarídeos possuem uma série de propriedades reológicas atractivas como, por 

exemplo, a capacidade de gelificar em certas condições físicas e químicas33. A isto 

somam-se a facilidade de processamento destes nas mais diversas formas (filmes, 

partículas, fibras, cápsulas, etc), e a disponibilidade de um grande número de grupos 

funcionais, nomeadamente grupos hidroxilo, o que possibilita que estes polímeros 

possam ser sujeitos facilmente a um grande número de modificações químicas.  

 No contexto desta introdução é impossível, mesmo que sucintamente, falar de 

todos os polissacarídeos que se destacam na área da libertação controlada de 

fármacos, devido seu grande número e à diversidade de aplicações que 

proporcionam. Na literatura é possível reunir facilmente uma a extensa bibliografia 

acerca deste tema19, 33, 34.   
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 Algumas propriedades e aplicações do quitosano, um dos polissacarídeos 

utilizados na preparação dos SLC desenvolvidos neste trabalho, são apresentadas de 

seguida. Para o outro polissacarídeo utilizado neste trabalho, a pectina, optou-se por 

fazer uma abordagem mais alargada acerca das suas propriedades e aplicações. Esta 

será apresentada no início do Capítulo 3. 

 A quitina, o polissacarídeo a partir do qual o quitosano é obtido, é um 

polímero linear, constituído maioritariamente por resíduos de (14)-2-acetamida-

2-desoxi--D-glucopiranose (GlcNAc)33, 35. Este polissacarídeo, que se organiza numa 

estrutura cristalina altamente ordenada, é sintetizado por um grande número de 

organismos, nomeadamente por animais que possuem exoesqueleto. A quitina é 

insolúvel em solventes aquosos e na maioria dos solventes orgânicos convencionais, 

sendo esta característica o principal factor limitante à sua utilização. 

 O quitosano, Figura 1.1, é obtido através da desacetilação da quitina em meio 

alcalino. Geralmente designa-se por quitosano todos os derivados da quitina que 

apresentam um grau de acetilação (GA) inferir a 40%. Alguns autores propõem a 

classificação de quitina ou quitosano com base, não no grau de acetilação, mas na 

solubilidade numa solução aquosa de ácido acético, considerando que o quitosano é 

solúvel numa solução de ácido acético 0.1M e a quitina insolúvel nessa mesma 

solução35.  

 A solubilidade em soluções aquosas ácidas e a insolubilidade em soluções 

aquosas neutras ou básicas é uma característica bem conhecida do quitosano, isto 

porque a sua solubilização é promovida pela da protonação dos grupos NH2
35.  

 

 

Figura 1.1 Estrutura química do quitosano (n>60). 

 

 Ao longo das últimas décadas o quitosano e os seus derivados químicos têm 

sido intensivamente investigados e utilizados enquanto biomateriais34, 36-43. Este é, 

sem dúvida, o polissacarídeo mais investigado em aplicações biomédicas e 
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farmacêuticas. O grande interesse que o quitosano desperta advém das muitas 

propriedades atractivas por ele exibidas. Na Tabela 1.3 encontram-se listadas 

algumas dessas propriedades.  

 

Tabela 1.3 Principais propriedades do quitosano enquanto biomaterial. 

Biodegradibilidade 
Biocompatibilidade 
Bioadesividade/mucoadesividade 
Promotor da absorção  
Actividade antiflamatória, antifungica e antibacteriana 
Promotor da regeneração de vários tecidos (pele, tecido ósseo…) 
Hemoestático 
Antitrombogénico 
Processabilidade 

 

 As propriedades acima indicadas têm sido exploradas no desenvolvimento de 

uma série de aplicações farmacêuticas e biomédicas, tais como scaffolds38, 44, wound 

dressings45, 46 e sistemas de libertação controlada de fármacos. Nesta última área de 

aplicação, o quitosano e os seus derivados têm sido processados na forma de géis, 

hidrogéis, partículas, nano- e micropartículas, filmes, esponjas e comprimidos, com 

os mais variados agentes terapêuticos incorporados. Estes veículos têm sido 

investigados, in vitro e in vivo enquanto SLC administrados por via oral, ocular, nasal, 

subcutânea e transdérmica37, 39, 41, 43. 

 

1.3.3 Polihidroxialcanoatos 

 Os polihidroxialcanoatos (PHAs) são uma classe de poliésteres produzidos 

por uma grande variedade de microorganismos47-54. A estrutura geral destes 

poliésteres é apresentada na Figura 1.2a47. Presentemente, conhecem-se mais de 

100 monómeros diferentes que podem incorporar a estrutura dos PHAs51. No 

entanto apenas cerca de meia dúzia destes polímeros são produzidos à escala 

industrial através de processos biotecnológicos48.  

 Os PHAs investigados em aplicações biomédicas incluem o poli(3-

hidroxibutirato), PHB, o poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV, o 

poli(4-hidroxibutirato), o poli(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) e o poli(3-

hidroxioctanoato-co-3-hidroxihexanoato)47.   
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 Devido às suas propriedades, incluindo a sua biodegradabilidade e 

biocompatibilidade, estes polímeros apresentam grandes potencialidades enquanto 

biomateriais, sendo considerados como uma alternativa promissora aos vários 

poliésteres sintéticos utilizados actualmente na produção de vários dispositivos 

biomédicos, como por exemplo, o poli(ácido láctico) e o poli(ácido láctico-co-

glicólico).  

 Por serem até há poucos anos os únicos PHAs produzidos a nível industrial, o 

PHB (Figura 1.2b) e o seu copolímero PHBV (Figura 1.2c), são presentemente os 

PHA melhor caracterizados (nomeadamente a nível da sua biocompatibilidade) e 

simultaneamente os mais investigados na área biomédica47, 50-52.  

 

 

 

Figura 1.2 Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos (a); Estrutura do poli(3-
hidroxibutirato), PHB (b); Estrutura do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV 

(c); Adaptado de Williams & Martin47. 

 

  Devido à diversidade estrutural, a família dos PHAs é composta por 

poliésteres com propriedades mecânicas e térmicas muito variadas, que incluem 

desde polímeros termoplásticos com elevado grau de cristalinidade (como é o caso 

do PHB e PHBV) até polímeros com propriedades típicas de elastómeros53. 

 O PHB é um polímero isotático perfeito, com um elevado grau de 

cristalinidade, consideravelmente rígido e duro, com uma resistência à tracção 

comparável com a do polipropileno isotático e com uma temperatura de fusão entre 

160 e 180ºC53. 
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 O copolímero PHBV apresenta um grau de cristalinidade e uma temperatura 

de fusão inferior à do PHB52, 53. A introdução do comonómero hidroxivalerato (HV) é 

responsável pelas propriedades mecânicas mais atractivas deste copolímero 

relativamente ao homopolímero PHB (i.e., aumento da elasticidade e resistência 

(toughness) acompanhado pela diminuição da rigidez)52, 53. Estas propriedades são 

controladas pela percentagem de HV no polímero. Adicionalmente, o PHBV é um 

polímero piezoeléctrico, o que lhe confere um grande potencial em aplicações na 

área da regeneração óssea, pois sabe-se que a estimulação eléctrica promove a 

regeneração do tecido ósseo47, 52.  

 A biodegradibilidade do PHB e PHBV, in vitro e in vivo, tem sido alvo de vários 

estudos, por vezes com resultados contraditórios. Contudo, parece claro que a 

degradação destes dois polímeros, in vitro ou in vivo, é significativamente mais lenta 

do que a degradação dos análogos PLA e PLGA, processando-se esta 

maioritariamente por erosão da superfície, ao contrário do que acontece nos 

sistemas compostos por PLA e PLGA, onde a erosão na massa representa o principal 

mecanismo de degradação47, 52. Os estudos in vitro evidenciam também que a 

degradação do PHB se processa de forma mais lenta do que a do seu co-polímero 

PHBV. No entanto não parece existir uma correlação directa e evidente entre o 

aumento da taxa de degradação e o aumento do conteúdo de HV52. 

  Um aspecto que tem um impacto profundo na taxa de degradação é a forma 

como o polímero é processado. Técnicas de processamento em que os sistemas 

produzidos apresentam uma baixa porosidade e em que o polímero se encontra num 

estado altamente cristalino originam sistemas com uma taxa de degradação mais 

lenta, devido a uma maior resistência ao ataque hidrolítico52. Obviamente que outro 

aspecto que influência significativamente a taxa de degradação é a área superficial 

dos sistemas fabricados. Pensa-se que, in vivo, e para além da degradação hidrolítica, 

outros factores contribuem também para a degradação destes polímeros, como a 

presença de enzimas, de radicais livres, de lípidos, de peróxidos e a actividade de 

fagocitose das células47, 52.  

 Na literatura, um período de tempo entre 24 a 30 meses é referido como o 

tempo típico que um sistema de PHB demora a ser completamente absorvido in 

vivo47. 
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 Os PHAs já foram investigados no desenvolvimento de uma série de 

dispositivos biomédicos. Alguns exemplos incluem o fabrica de válvulas, grafts 

vasculares e stents, para aplicações cardiovasculares, e implantes e dispositivos de 

fixação, para aplicações ortopédicas47, 51. Alguns destes dispositivos já se encontram 

disponíveis comercialmente55.  

 Também na área da engenharia de tecidos os PHAs são um material bastante 

promissor. Scaffolds compósitos de PHAs e de hidroxiapatite, ou de vidro bioactivo, 

têm sido investigados para a reparação e regeneração de tecido ósseo. Igualmente, 

mas embora em menor escala, diferentes matrizes de vários PHAs foram já 

investigadas como suporte na regeneração de tecidos moles, como por exemplo na 

reparação de lesões no tracto gastrointestinal47.  

 O potencial do PHB e PHBV enquanto matrizes para a libertação controlada 

de fármacos tem sido igualmente alvo de vários estudos desde o inicio dos anos 8047, 

50, 52. Estes foram investigados sobretudo com o intuito de preparar sistemas de 

libertação controlada de longa duração de, principalmente, drogas 

anticancerígenas56-59, antibióticos60-65 e esteróides66-69. Com este objectivo estes 

polímeros têm sido processados através de várias técnicas na forma de implantes ou 

de nano- e micropartículas destinadas a serem injectadas por via intramuscular ou 

intra-venosa. Sem dúvida a maior parte da investigação têm-se focado na produção 

de nano/micropartículas destes dois polímeros enquanto sistemas de libertação 

controlada. Uma revisão da literatura sobre SLC de nano/micropartículas de PHB e 

de PHBV é apresentada no Capítulo 2. 

 Uma das principais conclusões que se pode retirar ao longo destes anos de 

investigação sobre SLC construídos à base de PHB e PHBV é que, para a grande 

maioria dos sistemas preparados, a libertação do fármaco encapsulado é 

inteiramente controlada por processos difusionais e não pela degradação do 

polímero, uma vez que a totalidade do fármaco é normalmente libertada num tempo 

demasiado curto para que a degradação do polímero tenha um papel significativo no 

controlo da libertação deste47, 52.  

1.3.4 Derivados de polímeros naturais 

 Os polímeros naturais de base proteica e os polissacarídeos têm sido alvo das 

mais variadas modificações químicas. Por possuírem inúmeros grupos funcionais, 
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principalmente grupos hidroxilo (OH), ácido carboxílico (COOH) e amino (NH2), é 

relativamente fácil alterar a sua estrutura química e introduzir nesta outras 

funcionalidades desejadas. Estas modificações têm sempre o intuito de modificar 

e/ou melhorar algumas das propriedades físicas, químicas e biológicas do polímero 

natural. Estas estratégias permitem assim obter, a partir dos polímeros naturais 

originais, uma enorme variedade de materiais com propriedades únicas, desenhadas 

e desenvolvidas especificamente para a aplicação a que se destinam, e que 

simultaneamente conservam, em menor ou maior grau, as propriedades originais 

específicas dos polímeros naturais.  

 Muitas das modificações introduzidas nos polímeros naturais têm o intuito de 

melhorar as propriedades mecânicas, de alterar o carácter hidrofóbico/hidrofílico, 

de melhorar a bicompatibildade, e de controlar a biodegradabilidade destes 

materiais34. Normalmente estas modificações envolvem uma ou mais das seguintes 

estratégias:  

- Modificação ou alteração da quantidade de grupos funcionais. 

- Acoplamento de novas entidades químicas, através da reacção dos grupos 

funcionais com os mais variados compostos químicos. 

- Introdução de cadeias de polímeros sintéticos, através de copolímerizações de 

enxerto. 

- Auto-reticulação ou reticulação com outros polímeros por meio de variados 

reagentes químicos.  

 Na literatura é possível encontrar um enorme número de trabalhos dedicados 

à modificação química de inúmeros polissacarídeos e de polímeros de base proteica 

e à investigação dos derivados assim obtidos na preparação dos mais variados 

sistemas de libertação controlada.  

 Por exemplo, a modificação química do quitosano tem sido intensamente 

investigada. Esta envolve normalmente reacções com o grupo NH2, na posição C-2, 

ou com os grupos OH, nas posições C-3 e C-634. Na literatura é ainda possível 

encontrar vários artigos de revisão sobre os muitos derivados de quitosano 

preparados bem como as suas potenciais aplicações na área da libertação controlada 

de fármacos34, 36, 37, 39, 42, 70-72. 
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 Dos muitos derivados investigados referem–se dois exemplos com grandes 

potencialidades  na construção de SLC: os quitosanos quaternizados e os 

carboximetilquitosanos.  

 Os quitosanos quaternizados, como por exemplo o cloreto de N,N,N-

trimetilquitosano, são derivados de quitosano com uma elevada densidade de carga 

eléctrica positiva. Ao contrário do quitosano, estes derivados são solúveis tanto a pH 

ácido como básico. Simultaneamente, apresentam excelentes propriedades 

mucoadesivas e aumentam significativamente a permeação/absorção de fármacos 

através de vários tecidos de natureza mucosa70. 

 Os carboximetilquitosanos, nomeadamente o O- e o N-carboximetilquitosano, 

constituem outro tipo de derivados que apresentam uma excelente 

biocompatibilidade e propriedades químicas e físicas únicas, derivadas da sua 

natureza polianfotérica72.   

 Quando, na área da libertação de fármacos, se fala de derivados de polímeros 

naturais, é impossível não referir os derivados da celulose, nomeadamente alguns 

éteres de celulose, como a metilcelulose, a etilcelulose, a hidroxipropilmetilcelulose 

e a carboximetilcelulose de sódio, e alguns ésteres de celulose como o acetato de 

celulose, o acetatoftalato de celulose ou o acetatobutirato de celulose. Estes 

derivados tiveram um grande impacto no desenvolvimento de várias tecnologias e 

formas de dosagem farmacêuticas, sendo por isso muito utilizados pela indústria 

farmacêutica73. Note-se ainda que muitos dos processos/técnicas de modificação 

química aplicados actualmente aos mais diversos tipos de polissacarídeos foram 

desenvolvidos originalmente para a modificação da celulose.  

 

1.4 Hidrogéis  

 Os hidrogéis podem ser descritos como sendo polímeros hidrofílicos, com 

cadeias mais ou menos reticuladas, e com a capacidade de absorver e reter uma 

grande quantidade de água sem perder a sua estrutura tridimensional, ou seja, sem 

se dissolverem74, 75. 

 Devido à grande percentagem de água retida por estes materiais, os hidrogéis 

em equilíbrio num sistema aquoso apresentam algumas propriedades semelhantes 
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aos tecidos vivos, como sejam uma consistência macia e elástica e uma baixa tensão 

superficial com a água e fluidos biológicos75. 

 Desde que há cerca de 50 anos Wichterle e Lim propuseram a utilização do 

hidrogel de poli(metilmetacrilato de 2-hidroxietilo) em aplicações biomédicas76, 

esta classe de biomateriais tem sido alvo de grande interesse por parte dos 

investigadores. Na literatura encontram-se um enorme número de artigos dedicados 

ao desenvolvimento e aplicações de muitos tipos de hidrogéis. Estes apresentam um 

grande potencial na área da libertação controlada de fármacos, especialmente como 

SLC de macromoléculas terapêuticas como sejam os péptidos, proteínas e material 

genético.  

  Presentemente, hidrogéis com as mais variadas propriedades físico-químicas 

e biológicas são preparados recorrendo a diversas técnicas. Esta diversidade 

permite que os hidrogéis sejam classificados com base num grande número de 

critérios, normalmente relacionados com as suas propriedades e o seu modo de 

fabricação. Na Tabela 1.4 são apresentadas algumas características dos hidrogéis 

utilizadas na classificação destes.  

 Os hidrogéis podem ser preparados a partir de vários polímeros e 

copolímeros sintéticos ou naturais75, 77, 78. Como seria de esperar, os hidrogéis 

obtidos a partir de polímeros naturais apresentam as propriedades características 

destes biomateriais. No entanto, geralmente as propriedades mecânicas destes 

hidrogéis não são as ideais sendo ainda relativamente difícil manter a fabricação 

destes com propriedades reprodutíveis, devido à inerente variabilidade dos 

polímeros naturais. Pelo contrário, os polímeros sintéticos permitem construir 

hidrogéis com arquitecturas e propriedades bastante bem definidas e constantes. No 

entanto muitos destes não são biodegradáveis. A combinação de polímeros naturais 

e sintéticos, na construção dos chamados hidrogéis híbridos, permite a conjugação 

das propriedades destas duas classes de polímeros, o que geralmente resulta em 

hidrogéis com propriedades bastante atractivas. 

 Os hidrogéis podem ser classificados em hidrogéis químicos ou físicos, 

conforme o tipo de ligações estabelecidas entre as cadeias poliméricas. Nos 

hidrogéis químicos as cadeias dos polímeros encontram-se covalentemente ligadas 

entre si. Nos hidrogéis físicos as cadeias encontram-se associadas através de 
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ligações físicas reversíveis, mais ou menos fortes, e que incluem as ligações por 

pontes de hidrogénio, ligações iónicas ou interacções hidrofóbicas. 

 

Tabela 1.4 Vários critérios utilizados para classificar os hidrogéis.  

Natureza  Sintéticos 
 Naturais 
 Híbridos (formados por polímeros naturais e sintéticos) 
  
Tipo de reticulação Química (covalente) 
 Física (não covalente) 
  
Formação Pré-formados 
 Formados in situ 
  
Biodegradibilidade Biodegradáveis 
 Não biodegradáveis 
  
 Taxa de absorção de água  Baixa taxa absorção de água 
 Média taxa de absorção de água 
 Alta taxa de absorção de água 
 Superabsorventes 
  
Porosidade Não porosos 
 Microporosos 
 Macroporosos 
 Superporosos 
  
Sensibilidade a estímulos Não sensíveis 
ambientais  Sensíveis (ao pH, temperatura, sinais eléctricos, 
 luz, moléculas específicas, etc…) 

 
  

 Mais recentemente têm sido desenvolvidos hidrogéis com a capacidade de 

formação in situ.79 Os precursores destes hidrogéis são colocados, normalmente no 

estado líquido ou em solução, no local da aplicação, sendo o hidrogel formado de 

seguida. Esta estratégia permite introduzir o hidrogel no local exacto da sua acção 

de uma forma muito pouco invasiva. A gelificação in situ da solução precursora pode 

ocorrer através de várias formas de reticulação, físicas e químicas.  

 Também já foram desenvolvidos vários hidrogéis que possuem a capacidade 

de responder a estímulos do ambiente que os rodeia, estímulos esses como a 

temperatura, o pH, a luz ou a presença de moléculas específicas. Estes hidrogéis 

passam por transições reversíveis de volume e de fases quando o ambiente à sua 

volta sofre alterações específicas. Estes hidrogéis são designados por hidrogéis 
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sensíveis/reactivos ao ambiente ou, mais comummente, por hidrogéis “inteligentes”. 

Este tipo de hidrogéis permite assim o desenvolvimento de SLC “inteligentes”, com a 

capacidade de libertar o agente bioactivo encapsulado apenas quando ocorre uma 

mudança específica do ambiente que o rodeia80, 81. 

 Os agentes terapêuticos podem ser incorporados no hidrogel depois deste se 

encontrar formado ou durante a sua formação. No primeiro caso o fármaco é 

normalmente incorporado no hidrogel pela difusão do fármaco para o interior deste. 

Isto implica mergulhar o hidrogel numa solução saturada com o fármaco por um 

tempo suficiente para que o sistema atinja o equilíbrio. Normalmente a libertação in 

vitro dos fármacos incorporados desta forma é caracterizado por um burst release 

considerável43. O burst release pode ser definido como a libertação, não controlada e 

rápida, de uma quantidade significativa do fármaco encapsulado nos tempos iniciais 

dos ensaios in vitro e/ou da administração in vivo.  

 Quando o fármaco é incorporado durante a formação do hidrogel, este é 

adicionado à solução precursora, ficando aprisionado na estrutura tridimensional do 

hidrogel à medida que esta se forma. Normalmente nestes casos o fenómeno de 

burst release ocorre numa escala mais moderada43. Contudo, nestes casos pode 

ocorrer, durante o processo de formação da matriz tridimensional, a ligação 

covalente do agente terapêutico aos monómeros ou polímeros constituintes dessa 

matriz, o que resulta na imobilização permanente do fármaco na matriz polimérica. 

Este fenómeno, que tem como consequência a libertação incompleta do fármaco 

encapsulado, ocorre com alguma frequência em sistemas onde o agente terapêutico 

é uma proteína ou DNA78. 

 O perfil de libertação do fármaco é determinado por uma série de factores, 

entre eles as características do meio de libertação, as propriedades físico-químicas 

do fármaco e do polímero/polímeros e as interacções estabelecidas entre estes. A 

forma de incorporação do fármaco, o grau de reticulação, a morfologia do hidrogel 

(nomeadamente a presença de poros, o seu tamanho e distribuição) e capacidade de 

absorção de água são outros factores importantes. Em alguns casos, principalmente 

nos hidrogéis físicos, a dissolução/desintegração ou degradação da matriz 

polimérica também afectam significativamente o processo de libertação do fármaco. 

 Geralmente existe um fenómeno dominante que controla a taxa a libertação 

do fármaco a partir do hidrogel. Este pode ser a difusão do fármaco ou o processo de 
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absorção de água por parte do hidrogel. Em alguns casos utiliza-se a estratégia de 

ligar covalentemente o fármaco à matriz polimérica por meio de ligações 

susceptíveis de degradação. Neste caso a libertação do fármaco a partir do hidrogel é 

controlada pela degradação química ou enzimática dessas ligações.  

 Os polímeros naturais hidrofílicos (polímeros de base proteica e vários 

polissacarídeos), e os seus derivados, têm sido largamente utilizados no 

desenvolvimento de hidrogéis para aplicações na área da libertação controlada de 

fármacos. Estes têm sido utilizados por si só, em misturas, ou em combinação com 

polímeros sintéticos na preparação de hidrogéis físicos e químicos.  

 Os hidrogéis químicos de polímeros naturais são maioritariamente 

preparados recorrendo a agentes retículantes ou através da pré-funcionalização 

destes polímeros com grupos reactivos e posterior reticulação.  

 No primeiro caso são utilizadas pequenas moléculas bifuncionais para ligar 

covalentemente as cadeias dos polímeros, através dos vários grupos funcionais 

presentes ao longo destas (nomeadamente grupos OH). Exemplos de alguns agentes 

retículantes utilizados incluem o glutaraldeído, o éter de diglicídio ou vários 

diisocianatos82-86. Uma das limitações desta estratégia encontra-se na 

biocompatibilidade de algumas destas moléculas, pois algumas delas são 

reconhecidamente tóxicas (como o glutaraldeído) enquanto a biocompatibilidade de 

outras é ainda desconhecida43.  

 Uma estratégia alternativa, e que evita o uso de agentes retículantes, é a pré-

funcionalização dos polímeros com grupos funcionais reactivos e a subsequente 

formação dos hidrogéis, através da reacção entre esses mesmos grupos ou entre 

grupos complementares. Dentro desta estratégia, um método muito utilizado é a 

funcionalização dos polímeros com grupos susceptíveis de reticulação radicalar 

(como por exemplo, grupos vinílicos ou metacrílicos), induzida por iniciadores 

químicos87-90 ou fotoquímicos91.  

 Alguns polissacarídeos com carácter iónico possuem a capacidade de gelificar 

na presença de certo tipo de iões di- ou tri-valentes de carga oposta, através de um 

processo conhecido por gelificação ionotrópica. Exemplos são os hidrogéis 

preparados através da gelificação do quitosano na presença de iões de 

tripolifosfato92 e do alginato na presença de iões cálcio93. Na literatura encontram-se 
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muitos exemplos de SLC, à base de quitosano ou alginato, preparados a partir destes 

processos. 

 Em certas condições, polímeros com grupos pendentes ionizáveis de natureza 

oposta formam hidrogéis físicos estáveis, através de interacções electrostáticas. 

Estes são geralmente designados por complexos polielectrolíticos (PECs). Vários 

tipos de PECs, formados por polímeros naturais, têm sido propostos e investigados 

na preparação de SLC. No Capítulo 4 é apresentada uma discussão mais aprofundada 

sobre este tipo de sistemas.  

 Relativamente aos hidrogéis químicos, os hidrogéis físicos formados por 

gelificação ionotrópica ou complexação polielectrolítica apresentam a vantagem de 

serem produzidos em meios totalmente aquosos e de não requererem a utilização de 

compostos químicos como retículantes, iniciadores, catalisadores, ou outros 

compostos potencialmente tóxicos e/ou nocivos. Por outro lado, este tipo de 

hidrogéis apresenta geralmente fracas propriedades mecânicas e, por serem 

formados por ligações reversíveis, são susceptíveis de serem dissolvidos facilmente.  

 A conjugação de polímeros naturais e sintéticos no desenvolvimento de 

hidrogéis é feita normalmente por meio de copolímerizações de enxerto94-96 ou pela 

formação de vários tipos de redes interpenetrantes (IPN’s)97-102.  

 Nas copolímerizações de enxerto as cadeias do polímero sintético são 

geralmente enxertadas nas cadeias do polímero natural, recorrendo para o efeito a 

iniciadores químicos ou físicos.  

 Nas redes interpenetrantes, as cadeias do polímero sintético são também 

formadas na presença do polímero natural, mas não se ligam covalentemente a este, 

ficando apenas fisicamente aprisionadas. No entanto a reticulação entre os dois tipos 

de cadeia pode ainda ser feita posteriormente através da utilização de agentes 

retículantes.  

 Uma estratégia muito investigada é a associação de polímeros naturais com 

polímeros sintéticos com grupos ionizáveis como por exemplo o poli(ácido acrílico) 

ou o poli(ácido metacrílico), ou com polímeros cujas propriedades são sensíveis a 

variações da temperatura, como por exemplo a poli(N-isopropilacrilamida). Desta 

forma é possível construir hidrogéis híbridos sensíveis a variações de pH e de 

temperatura e que, simultaneamente, mantêm a biocompatibilidade associada aos 

polímeros naturais e, em certo grau, a biodegradabilidade94-102.  
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1.5 Nano- e micropartículas poliméricas 

 A utilização de partículas enquanto veículos para a libertação controlada de 

fármacos, especialmente nano- e micropartículas poliméricas, é e tem sido alvo de 

muita investigação103-111.  

 Embora não exista uma definição única do que é uma nanopartícula, a 

definição que reúne mais consenso define as nanopartículas como sendo partículas 

em que pelo menos uma das suas dimensões tem um tamanho inferior a 100 nm112. 

No entanto, em algumas áreas, como é o caso da libertação controlada de fármacos, é 

bastante comum classificar as nanopartículas como sendo partículas com um 

diâmetro inferir a 1m103, 105, 108, 110 e, por sua vez, as micropartículas como sendo 

partículas com um diâmetro entre 1m e 1000 m111. Assim, esta última definição 

foi adoptada ao longo deste trabalho. 

 As nano/micropartículas poliméricas, enquanto sistemas de imobilização de 

fármacos, são geralmente classificadas de nano/microesferas ou de 

nano/microcápsulas. Quando estas partículas são constituídas por uma matriz 

polimérica maciça, onde o fármaco se encontra uniformemente disperso ou 

solubilizado, estas são designadas por microesferas ou por nanoesferas. Quando as 

partículas são sistemas vesiculares, com um coro interior constituído pelo fármaco 

no estado sólido ou líquido envolvido por uma membrana polimérica, estas são 

designadas por microcápsulas ou por nanocápsulas.  

 Têm sido desenvolvidos vários métodos para a produção de nano- e de 

micropartículas9, 113-117. Geralmente, e variando as condições operacionais, estes 

métodos podem ser utilizados para produzir ambos os tipos de partículas. As 

nano/micropartículas podem ser produzidas a partir de polímeros pré-fomados ou, 

no caso de serem constituídas por polímeros sintéticos, estas podem ser ainda 

produzidas simultaneamente aquando da formação das cadeias poliméricas, através 

técnicas de polimerização em emulsão ou em suspensão. 

 As nano/micropartículas podem ser constituídas tanto por polímeros 

hidrofóbicos como por polímeros hidrofílicos. Neste último caso tem de existir 

algum tipo de reticulação entre as cadeias poliméricas, para que as partículas não se 

dissolvam quando em contacto com um meio aquoso. No fundo, estas partículas são 

hidrogéis processados na forma de nano- ou de micropartículas, exibindo por isso, e 
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adicionalmente às propriedades associadas às nano/micropartículas, as 

propriedades normalmente associadas aos hidrogéis.  

 As nanopartículas, especialmente as de tamanhos iguais ou inferiores a 100 

nm, exibem propriedades únicas e apresentam um enorme potencial na área da 

libertação controlada de fármacos103-107, 109-111. Estas possuem uma elevada área 

superficial, podendo também exibir uma série de propriedades magnéticas e ópticas 

interessantes. Para além disso são facilmente suspensas em meios líquidos, 

podendo, em muitos casos, ser esterilizadas por meio de filtração. Adicionalmente, e 

por terem um tamanho comparável ao dos organelos celulares, estas podem ser 

facilmente interiorizadas por diversos tipos de células. Estas propriedades têm sido 

exploradas no desenvolvimento de vários sistemas de libertação controlada 

localizados, desenhados para libertarem o fármaco num tipo específico de 

tecido/células, como por exemplo nas células de tumores105. Ainda devido ao seu 

tamanho, algumas nanopartículas possuem a capacidade de penetrar a barreira 

hematoencefálica e atingir o sistema nervoso central (cérebro), uma das zonas de 

mais difícil acesso do organismo. Desta forma estas são vistas com grande interessa 

na preparação de SLC de fármacos que actuam directamente sobre o sistema 

nervoso central104.  

 Adicionalmente, e também devido seu tamanho, as nanopartículas podem ser 

injectadas por via intravenosa, permitindo-lhes uma rápida distribuição e acesso aos 

tecidos alvo. No entanto, as nanopartículas hidrofóbicas são reconhecidas e 

rapidamente eliminadas da circulação sanguínea pelo sistema reticuloendotelial. De 

forma a se tornarem evasivas a este sistema e a, dessa forma, aumentar o seu tempo 

de circulação, a superfície das nanopartículas hidrofóbicas, como são exemplo as 

partículas de PLA ou PLGA, são normalmente revestidas/modificadas com um 

polímero hidrofílico, geralmente o polietileno glicol (PEG). A este agente de 

revestimento podem ainda ser acoplados ligandos com a capacidade de interagir 

especificamente com as membranas de determinadas células, através de um 

processo de reconhecimento molecular. A utilização desta estratégia permite 

direccionar, de uma forma activa, as nanopartículas até aos tecidos/células alvo.  

 Apesar do enorme esforço de investigação dedicado à nanotecnologia e às 

suas aplicações biomédicas, o número de sistemas de libertação de fármacos à base 

de nanopartículas aprovados para uso humano ou na fase de estudos clínicos é ainda 
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bastante reduzido, sendo que, e dento deste grupo, a maioria destes sistemas é de 

natureza lipídica (lipossomas)104. Actualmente, um dos pouco produtos aprovado 

para uso humano à base de nanopartículas poliméricas é o Abraxane, o qual é 

utilizado no tratamento do cancro da mama. Este consiste em partículas de albumina 

com cerca de 130 nm conjugadas com a droga anticancerígena paclitaxel105. Este 

sistema aumenta a eficácia desta droga ao direccioná-la preferencialmente para as 

células cancerígenas, minimizando desta forma os graves efeitos secundários 

associados a este fármaco. 

 As nanopartículas têm também vindo a ser investigadas na administração de 

fármacos de natureza proteica por via oral103, 109. A natureza pouco invasiva desta 

via de administração faz com que esta seja a via preferível para a introdução de 

fármacos no organismo. No entanto, a administração de fármacos de natureza 

proteica é sobretudo feita por via injectável, isto porque a administração oral deste 

tipo de fármacos resulta numa baixa biodisponibilidade, devido à instabilidade 

destes fármacos no ambiente gastrointestinal e à sua fraca permeabilidade através 

do tecido mucoso intestinal.  

 Vários estudos mostram que o encapsulamento de fármacos de natureza 

proteica em nanopartículas poliméricas resultam num aumento da 

biodisponibilidade destes quando administrados por via oral103. Este efeito deve-se 

sobretudo à capacidade que as nanopartículas têm de proteger eficazmente o 

fármaco do meio físico-químico e enzimático do tracto gastrointestinal e de, 

simultaneamente, aumentarem a absorção deste, pela promoção do transporte 

através do tecido mucoso intestinal.  

 Outra área onde as nanopartículas têm despertado grande interesse é na área 

da libertação ocular109, 118. A entrega de fármacos a nível ocular pelas formulações 

tradicionais disponíveis comercialmente resulta normalmente numa 

biodisponibilidade do fármaco bastante baixa, isto devido à rápida eliminação deste 

do local de acção pelos mecanismos de limpeza/protecção do olho. Um exemplo 

típico são as formulações líquidas, na forma de soluções ou suspensões, 

administradas topicamente no olho. Nanopartículas de polímeros carregadas de 

fármacos, administradas topicamente na forma de soluções coloidais, já 

demonstraram serem capazes de aumentar significativamente a biodisponibilidade 

dos fármacos, ao prolongarem o tempo de residência destes na área pré-corneal. A 
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mucoadesividade dos polímeros que constituem estas nanopartículas parece ser 

uma propriedade chave no sucesso destas formulações118. Exemplos de polímeros 

mucoadesivos já utilizados para construir nanopartículas parar administração 

oftalmológica incluem o poli(ácido acrílico)  e os polímeros naturais quitosano e 

alginato de sódio118.  

 Relativamente às nanopartículas, as micropartículas apresentam algumas 

limitações pois, devido às suas maiores dimensões, estas não são interiorizadas pela 

maioria das células e não podem ser administradas por via intravenosa, mas apenas 

por via intramuscular ou subcutânea. Contudo estas são preferíveis para alguns 

tipos de aplicações, como para a libertação prolongada e localizada, uma vez que 

permanecem maioritariamente concentradas no local de administração, ao contrário 

do que acontece com as nanopartículas, que rapidamente entram na corrente 

sanguínea e se dispersam no organismo104. 
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Capítulo 2  

Imobilização de um Fármaco Hidrofóbico em 
Micropartículas de Poli(3-hidroxibutirato-co-

3-hidroxivalerato) 

  



 

 
 

 

O trabalho apresentado neste capítulo resultou na seguinte publicação: 

Coimbra, P.; de Sousa, H.C.; Gil, M.H., Preparation and characterization of flurbiprofen-

loaded poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) microspheres. Journal of 

Microencapsulation 2008, 25 (3), 170-178. 
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 Ao longo deste capítulo descreve-se o trabalho realizado para o 

desenvolvimento de um sistema de libertação controlada de fármacos sob a forma 

de micropartículas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), PHBV.  

 Com este objectivo, prepararam-se micropartículas deste polímero com um 

fármaco hidrofóbico nele imobilizado através da técnica de extracção/evaporação 

do solvente numa emulsão óleo/água. O fármaco utilizado foi o flurbiprofeno, um 

antiflamatório não-esteróide (AINE).   

 Adicionalmente, as propriedades das micropartículas mais relevantes no seu 

desempenho enquanto sistemas de libertação controlada foram caracterizadas e 

relacionadas com algumas das variáveis envolvidas no processo de preparação 

dessas mesmas micropartículas. Para isto, planeou-se e implementou-se um 

desenho de experiências compósito central.  

2.1 Imobilização de compostos bioactivos em 
nano/micropartículas produzidas pelo método de 
extracção/evaporação do solvente  

 A extracção/evaporação do solvente (EES) é uma das técnicas normalmente 

utilizadas na indústria farmacêutica para imobilizar compostos terapêuticos em 

nano/micropartículas poliméricas, biodegradáveis e/ou biocompatíveis. Na 

literatura científica esta técnica tem sido extensivamente utilizada e investigada, 

principalmente na preparação de nano/micropartículas de poli(ácido láctico), PLA, e 

do seu copolímero poli(ácido láctico-co-ácido glicólico), PLGA1-3. Vários artigos de 

revisão sobre esta técnica encontram-se disponíveis na literatura4-6. 

 Existem diversas formas de imobilizar um agente bioactivo em 

nano/micropartículas poliméricas utilizando a técnica da extracção/evaporação do 

solvente. A escolha do método específico a utilizar é normalmente feita 

considerando as características de solubilidade do composto bioactivo, sendo 

geralmente o critério subjacente a esta escolha a maximização da eficiência de 

imobilização.    

 Para compostos hidrofóbicos e com uma fraca solubilidade em soluções 

aquosas, o método geralmente adoptado é o da EES numa emulsão óleo/água 
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(O/W). A execução deste método envolve quatro passos gerais que são 

esquematizados na Figura 2.1:  

 (1) Preparação da fase orgânica: dissolução do polímero e do composto bioactivo 

num solvente orgânico volátil. 

(2) Emulsificação, por meio da adição e agitação, da fase orgânica (fase dispersa) 

numa solução aquosa contendo um agente estabilizante (fase contínua). 

(3) Formação das partículas: extracção do solvente orgânico da fase dispersa para a 

fase contínua e subsequente evaporação deste, com a consequente precipitação do 

polímero e fármaco na forma de partículas sólidas. 

(4) Isolamento das partículas, por filtração ou centrifugação, e posterior secagem.  

 

 

Figura 2.1 Esquema da preparação de nano/micropartículas pelo método de 
extracção/evaporação do solvente numa emulsão óleo/água. 

 
 A escolha do solvente orgânico é feita com base numa série de critérios: o 

solvente a utilizar tem de ser capaz de dissolver o polímero escolhido, deve possuir 

uma fraca solubilidade na fase contínua, deve ter um baixo ponto de ebulição e uma 

alta volatilidade e, adicionalmente, deve possuir uma baixa toxicidade. Os solventes 

mais utilizados são o clorofórmio, o diclorometano, o acetato de etilo e o formiato de 

etilo6. 

 Por vezes, e quando o composto activo é pouco solúvel no solvente orgânico 

escolhido, são utilizados co-solventes como a acetona ou o metanol. No entanto, e 

devido à relativa miscibilidade destes na fase aquosa, a sua utilização tem um grande 

impacto na estrutura interna das partículas obtidas e na eficiência final de 

imobilização do composto bioactivo.  



Capítulo 2 

35 
 

 Uma alternativa ao uso de co-solventes é a imobilização do composto 

bioactivo no estado sólido. Em vez de solubilizado, este é disperso na fase orgânica e 

a suspensão resultante é emulsionada na fase contínua (emulsão sólido/óleo/água – 

S/O/W)3, 6. Este método é utilizado também para preparar partículas compósitas de 

polímero e de materiais inorgânicos bioactivos, como por exemplo, a hidroxiapatite7, 

8.  

 Geralmente a emulsão é estabilizada com um surfactante que deve estar 

presente na fase contínua. Este reduz a tensão superficial da fase contínua, evitando 

assim a coalescência e a aglomeração das gotas da fase dispersa6. Dos surfactantes 

tipicamente utilizados saliantam-se o poli(álcool vinílico) parcialmente hidrolizado 

(PVA), um surfactante não iónico, o sulfato de dodecilo de sódio, um surfactante 

aniónico, e o  cetiltrimetilamónio de bromo, um surfactante catiónico. No entanto, e 

nas emulsões O/W, o surfactante mais frequentemente utilizado é, sem dúvida, o 

PVA. Para além do surfactante, é por vezes adicionado um agente anti-espuma à fase 

contínua, principalmente quando as condições operacionais envolvem uma agitação 

muito forte6. 

 As propriedades finais das nano/micropartículas com o composto activo 

incorporado são afectadas por uma série de factores. Estes são, e para além das 

propriedades físico-químicas dos materiais utilizados (isto é, princípio activo, 

polímero, solvente orgânico, surfactante, co-solvente, agente anti-espuma), as 

condições operacionais do processo (tipo de agitação, velocidade de agitação, 

temperatura, pressão, etc) e outros parâmetros como a viscosidade da fase dispersa, 

a concentração de surfactante, a fracção mássica entre o composto bioactivo e o 

polímero, e a fracção volumétrica entre fase dispersa e fase contínua.  

 Este conjunto de factores, bem como os efeitos das interacções entre eles, 

determinam as propriedades das nano/micropartículas obtidas (tamanho médio e 

distribuição de tamanhos das partículas, estrutura interna e morfologia da 

superfície, quantidade de composto bioactivo imobilizado, distribuição e estado do 

composto bioactivo), propriedades essas que, por sua vez, determinarão o perfil de 

libertação do composto bioactivo. Estas relações, entre factores, propriedades das 

partículas e perfil de libertação, são esquematizadas na Figura 2.2.   

 Considerando que o objectivo final do processo de imobilização do composto 

bioactivo em nano/micropartículas é a obtenção de um perfil de libertação 
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controlada com as características mais favoráveis para a aplicação que se tem em 

vista, é necessário assim considerar não só os factores que determinam 

directamente as propriedades das partículas como também as propriedades de 

biodegradação do polímero que, embora não afectem directamente o processo de 

produção das partículas podem ter um impacto significativo no perfil final de 

libertação. Deve-se também ter em conta a natureza química do composto bioactivo 

e do polímero, bem como as eventuais interacções que possam surgir entre estes, 

como a aceleração do processo de degradação do polímero induzida pelo composto 

bioactivo. Um exemplo, bastante bem documentado, é a capacidade que algumas 

drogas amínicas têm de actuarem como catalisadores das reacções de degradação 

dos poliésteres PLA e PLGA3.  

 

 

Figura 2.2 Esquema dos factores que influenciam as propriedades das partículas produzidas 
pelo método de extracção/evaporação do solvente numa emulsão óleo/água. Esquema 

adaptado de Li et al6. 

 

 A utilização do método de extracção/evaporação do solvente numa emulsão 

O/W na encapsulação (imobilização) de compostos hidrofílicos resulta, geralmente, 

em eficiências de encapsulação muito baixas, devido à difusão para a fase aquosa de 

uma grande quantidade de composto bioactivo durante o processo de emulsificação 

e de solidificação das partículas. 
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 De forma a evitar este problema normalmente recorre-se a métodos 

alternativos à emulsão O/W para imobilizar compostos bioactivos hidrofílicos 

(moléculas de pequenas dimensões ou proteínas e péptidos). Um dos métodos mais 

utilizados é a dupla emulsão água/óleo/água (W/O/W). Neste caso, uma solução 

aquosa do composto bioactivo é emulsionada numa fase orgânica que contém o 

polímero dissolvido, formando-se assim uma emulsão W/O. Por sua vez, esta 

emulsão é depois dispersa numa segunda solução aquosa, formando desta forma 

uma segunda emulsão. As partículas sólidas são formadas pela evaporação do 

solvente orgânico. Geralmente, a técnica da dupla emulsão é mais difícil de optimizar 

do que a emulsão O/W. A estabilidade da primeira emulsão parece ser fundamental 

para o sucesso do processo de encapsulação4. As partículas formadas por esta 

técnica podem ter uma estrutura interna maciça ou assumir a forma de cápsulas, 

conforme as condições operacionais utilizadas.  

 Outro método alternativo para imobilizar compostos hidrofílicos é a emulsão 

óleo/óleo (O/O), onde a fase contínua aquosa é substituída por uma fase orgânica 

relativamente pouco volátil, como um óleo mineral ou um óleo vegetal. Contudo este 

método tem a desvantagem de requerer um processo de lavagem final das 

partículas, com hexano ou éter de petróleo, de forma a remover os resíduos da fase 

orgânica contínua3, 6.  

  

 

2.2 Imobilização de moléculas bioactivas em nano/ 
micropartículas de PHB e PHBV  

 Tal como foi referido no Capítulo 1, os poliésteres de origem natural 

genericamente designados de polihidroxialcanoatos, e em particular o 

poli(hidroxibutirato), PHB,  e o copolímero poli(3-hidroxibutirato–co-3-

hidroxivaletato), PHBV, têm vindo a suscitar grande interesse enquanto materiais 

para as mais diversas aplicações biomédicas, inclusive na preparação de sistemas de 

libertação controlada. Neste último caso estes polímeros têm sido maioritariamente 

processados na forma de nano- e micropartículas. Na Tabela 2.1 apresenta-se um 

resumo da maioria dos trabalhos publicados na literatura nos anos mais recentes 

sobre a imobilização de compostos bioactivos em nano/micropartículas de PHB ou 

PHBV. O número de trabalhos não é muito elevado, principalmente se comparado 
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com os inúmeros trabalhos dedicados à imobilização de fármacos em 

nano/micropartículas de PLA e PLGA. No entanto, nota-se uma tendência clara para 

o aumento deste número nos últimos anos, o que reflecte assim o interesse 

crescente nestes poliésteres. 

 Nestes trabalhos, a maioria das partículas obtidas foi preparada pelo método 

de extracção/evaporação do solvente, utilizando para isso os vários tipos de 

emulsões referidas anteriormente, conforme a natureza hidrofóbica ou hidrofílica 

do composto bioactivo a imobilizar.  

 A maioria dos trabalhos foi dedicada à imobilização de antibióticos7, 9-13 ou de 

anti-inflamatórios11, 14-16. Além destes, existem outros compostos imobilizados, tais 

como o anestésico tramadol17, o contraceptivo levonorgestrel18 ou a proteína 

modelo BSA19, 20. Muitos destes trabalhos tinham como objectivo obter um sistema 

de libertação controlada de libertação local e prolongada7-9, 12, 13.  

 De forma a actuarem simultaneamente como promotores da regeneração do 

tecido ósseo e como sistemas de libertação controlada local de antibióticos, 

micropartículas compósitas de PHB ou PHBV e grânulos de minerais bioactivos, 

como a hidroxiapatite e a volastonite, foram também preparadas através da EES 

numa emulsão sólido/óleo/água7, 8, 12.  

 Micropartículas resultantes da mistura de PHBV com o poliéster poli--

caprolactona, PCL, também já foram preparadas e caracterizadas enquanto sistemas 

de libertação controlada15, 16, 21. Descobriu-se que a adição de PCL ao PHBV dá 

origem a micropartículas com uma morfologia bastante diferenciada, e que os perfis 

de libertação do composto bioactivo encapsulado podem ser também manipulados 

com a variação da percentagem de PCL na composição das micropartículas.  

 Paralelamente a estes trabalhos, a biocompatibilidade das micropartículas de 

PHB e PHBV, preparadas pelo método de extracção/evaporação do solvente, foi 

também investigada in vitro e in vivo22, 23. Os resultados obtidos in vivo sugerem que 

este tipo de partículas pode ser utilizado na preparação de sistemas de libertação 

injectáveis pela via intra-muscular.  

 



 

 
 

 

Tabela 2.1 Resumo dos artigos publicados na literatura científica, desde 1997 a 2010, relativos à imobilização de compostos bioactivos em 
nano/micropartículas de PHB e PHBV. 

Materiais 
 

Método de 
preparação 

Agente 
bioctivo 

imobilizado 

Tamanho das 
partículas 

Aplicação 
pretendida  ou 

sugerida 

Libertação in vitro ou in vivo Referência 

PHBV EES, O/W Ácido fusídico 100 -138 µm Libertação local de 
antibióticos 

In vitro: Burst release significativo que aumenta 
com a quantidade de fármaco imobilizado 

9 

PHBV/ 
hidroxiapatite 

EES, S/O/W Alendronato de 
sódio 

215 -232 µm 
 

Reparação óssea/ 
libertação local 

prolongada 

In vitro: Libertação sustentada até cerca de 20 
dias 

8 

PHB/ 
quitosano 

EES, O/W seguida 
de uma emulsão 

S/W/O 

Piroxicam, 
Cetoprofeno 

89 - 410 µm 
 

- In vitro: Libertação total até 24 horas. 
Burst release controlado pela concentração da 

solução de quitosano e a reticulação com 
glutaraldeído 

14 

PHB EES, W/O/W BSA 6.9 -20.3 µm 
 

- In vitro: 8.9% a 63.1% da proteína libertada 
nos tempos iniciais 

19 

PHBV EES, W/O/W Cloridrato de 
metformina 

5.5 – 26.3 µm 
 

_ In vitro: Libertação total em 2 horas 24 

PHBV EES, O/W Rifampicina 20-60 µm 
 

Administração oral In vitro: libertação de 90% do antibiótico em 
24 h 

10 

PHBV/ 
hidroxiapatite 

EE, S/O/W Gentamicina 3-4 µm Sistema de libertação 
controlada de longa 

duração 

In vitro: Libertação controlada até cerca de 10 
semanas 

7 

PHBV/ 
QUIT/ALG 

 
PHBV/ 
PD/PSS 

EES, O/W; 
revestimento com 

polielectrólitos 
por layer-by-layer 

self-assembly 

Ibuprofeno 560-770 ηm - In vitro: redução do burst effect e 
prolongamento do tempo de libertação nas 
microesferas revestidas por várias camadas 

dos polielectrólitos. 

11 

PHBV/PCL EES, O/W Diclofenaco 
Indometacina 

122 - 273 µm - In vitro: Perfis de libertação controlados pela 
variação da % de PCL nas micropartículas 

15 

PHBV/PCL EES, O/W Acetato de 
dexametasona 

81 – 116 µm -  In vitro: Libertação sustentada até cerca de 10 
dias 

16 

PHBV/ 
volastonite 

EES, S/O/W Gentamicina 100-150 µm Reparação 
óssea/libertação local 

de antibióticos 

In vitro: libertação de 90% da gentamicina em 
22 dias. 

12 

 



 

 
 

 
Tabela 2.1. Resumo dos artigos publicados na literatura científica, desde 1997 a 2010, relativos à imobilização de compostos bioactivos em 

nano/micropartículas de PHB e PHBV (continuação). 
Materiais 

 
Método de 
preparação 

Agente 
bioctivo 

imobilizado 

Tamanho das 
partículas 

Aplicação  
pretendida  ou 

sugerida 

Libertação in vitro ou in vivo Referência 

PHB EES, O/W Tramadol 7.50 ±  1.31µm Anestesia local 
(epidural) 

In vitro: 100% de libertação em 7dias 
In vivo (ratos): Efeito analgésico prolongado 

até quase um dia 

17 

PHBV 
Gelatina/PHBV 

EES, O/W 
EES, W/O/W 

Diazepam 20-40 µm 
30-45 µm 

 
 
- 

In vitro: libertação de 40 a 90% do fármaco em 
30 dias. 

Burst effect reduzido nas microesferas de 
gelatina/PHBV 

25 

PHB EES, O/W Levonorgestrel 64 µm Contraceptivo de 
longa duração 

In vitro: libertação sustentada até cerca de 100 
dias. 

In vivo (ratos): Efeito contraceptivo até cerca 
de 60 dias 

18 

PHBV EES, 
 O/W,  

W/O/W,  
O/O 

5-fluorouracilo 12-335 µm 
 

- In vitro: Microesferas preparadas por dupla 
emulsão W/O/W ou O/O: 90% da droga 
libertada no primeiro dia. Microesferas 

preparadas por emulsão O/W: libertação 
sustentada até cerca de 8 dias.  

26 

PHB Spray drying Dinitrato de 
isossorbida 

0.6 – 1.1 µm Administração oral ou 
injectável 

In vitro: 80% da droga libertada num período 
de 12 h. 

27 

PHBV EES, W/O/W Tetraciclina 400 -580 
µm 

Administração/libert
ação localizada para o 
tratamento da doença 

peridontal  

In vitro: perfis de libertação dependentes da 
%HV no PHBV e na forma em que o antibiótico 

se encontra (forma neutra ou acidíca) 

13 

PHB 
PHBV 

EES, W/O/W BSA ? Administração intra-
muscular 

In vitro: libertação sustentada até 
aproximadamente 15 dias 

20 

PHB- Poli(3-hidroxibutirato); PHBV - Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato); PCL - Policrapolactona; QUIT – Quitosano; AlG – Alginato; PD – 

Poli(cloreto de dialilodimetilamónium); PSS – Poli(estirenosulfonato) de sódio; EES – Emulsificação/extracção do solvente; O/W – Emulsão óleo/água; 

W/O/W – Dupla emulsão água/óleo/água; S/O/W – Emulsão sólido/óleo/água; BSA – Albumina de soro bovino; O/O – Emulsão óleo/óleo.  
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2.3 Parte experimental 

 O método escolhido para encapsular o flurbiprofeno em micropartículas de 

PHBV foi o método da extracção/evaporação do solvente (EES). Considerando a 

fraca solubilidade aquosa deste composto, as partículas foram produzidas numa 

emulsão óleo/água, usando o clorofórmio como solvente orgânico volátil e o PVA 

como surfactante.   

2.3.1 Flurbiprofeno 

 O flurbiprofeno, Figura 2.3, é um derivado do ácido propiónico pertencente à 

classe dos anti-inflamatórios não esteróides (AINE’s). É um composto quiral que é 

utilizado enquanto mistura racémica.  

 O flurbiprofeno apresenta uma solubilidade em água e em soluções aquosas 

muito reduzida. Por ser um ácido fraco, a sua solubilidade é ainda dependente do 

pH. A 25ºC esta varia de cerca de 7g/ml, a pH 2.0, até cerca de 130 g/ml, a pH 

7.428. Devido a esta baixa solubilidade, em algumas aplicações é utilizado na sua 

forma salina (flurbiprofeno sódico), forma esta que é bastante solúvel em água e 

soluções aquosas.  

 O flurbiprofeno é normalmente administrado como anti-inflamatório e 

analgésico no tratamento de várias desordens desenvolvidas pelo sistema 

muscoesquelético e tecidos moles (como osteoartrites e artrites reumatóides). É 

também utilizado na atenuação de várias dores, como a dor pós-operatória, dores de 

cabeça ou dores de garganta. É ainda utilizado em oftalmologia, na inibição da miose 

intra-operativa durante a cirurgia ocular e no controlo das inflamações pós-

operativas no segmento anterior do olho29.   

 

 

Figura 2.3 Estrutura química do flurbiprofeno. 
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 O flurbiprofeno é administrado por via oral na forma de comprimidos ou por 

via rectal na forma de supositórios. No tratamento da dor de garganta é 

administrado na forma de pastilhas. No tratamento a nível ocular é administrado na 

forma de gotas oftalmológicas. Nestas formulações normalmente é utilizado o 

flurbiprofeno sódico.  

 A nível académico o flurbiprofeno, tal como outros AINE´s, tem sido alvo de 

várias investigações com o intuito de desenvolver formulações alternativas e mais 

eficazes às disponíveis comercialmente. A encapsulação deste fármaco em nano- ou 

micropartículas tem sido uma das estratégias investigadas.  

 Um dos problemas associados à administração oral do flurbiprofeno, e dos 

restantes AINE’s em geral, é a sua potencial toxicidade a nível do tracto 

gastrointestinal30. De forma a minimizar este risco tem-se investigado o 

desenvolvimento de formulações orais mais eficientes, que minimizem a dose de 

fármaco necessária para atingir o efeito terapêutico desejado. Uma das estratégias 

investigadas é a imobilização do flurbiprofeno em micropartículas destinadas a 

administração oral31, 32. Alternativamente tem-se investigado também a imobilização 

do flurbiprofeno em nano/micropartículas destinadas a serem administradas 

localmente, no sítio onde ocorre o processo inflamatório, como nas articulações33 ou 

na região periodontal34.   

 A nível da administração ocular, os sistemas coloidais de nanopartículas com 

flurbiprofeno imobilizado têm sido desenvolvidos com o intuito de aumentar a 

biodisponibilidade do fármaco pois, e como é reconhecido, a biodisponiblidade dos 

fármacos administrados topicamente pelas soluções oftalmológicas tradicionais é 

bastante reduzida34-37.  

2.3.2 Planeamento de experiências 

 Como foi referido, as propriedades das nano/micropartículas obtidas pelo 

método EES numa emulsão O/W e, em última análise, o perfil de libertação do 

composto bioactivo imobilizado, encontram-se fortemente dependentes de uma 

série de variáveis operacionais/experimentais. 

 Devido à elevada quantidade das variáveis envolvidas, não é fácil estabelecer 

uma formulação optimizada, isto é, uma formulação que conduza à obtenção de 

micropartículas com as propriedades mais adequadas para a aplicação desejada. 
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Assim, a utilização de um desenho de experiências pode revelar-se bastante útil. Na 

literatura encontram-se vários exemplos de aplicações de desenhos de experiências 

na optimização das propriedades de nano/micropartículas preparadas pelo método 

EES38-42. 

 Um desenho de experiências adequado pode revelar, através da análise 

estatística associada, quais as variáveis que afectam significativamente as 

propriedades finais das partículas, e a forma como essas propriedades são afectadas 

por essas mesmas variáveis (os chamados efeitos). Adicionalmente, o desenho de 

experiências permite ainda investigar os efeitos das interacções entre as várias 

variáveis.  

 As variáveis do processo são as chamadas variáveis independentes ou 

factores (genericamente designadas pela letra X). As propriedades afectadas por 

essas variáveis (como a eficiência de encapsulação ou o tamanho médio das 

partículas) são designadas por variáveis dependentes ou respostas (genericamente 

designadas pela letra Y).  

 Neste trabalho optou-se por utilizar um desenho composto central (DCC) 

para investigar duas das variáveis do processo de formação das micropartículas: 

 - X1: A concentração do surfactante, PVA, na fase aquosa, [PVA]. 

 - X2: A concentração do polímero na fase orgânica, [PHBV]. 

 Uma esquematização do DCC, para dois factores, é representada na Figura 

2.4. Neste desenho cada factor é investigado a cinco níveis. Os valores desses níveis, 

para as duas variáveis investigadas, são apresentados na Tabela 2.2. O desenho pode 

ser visto como um desenho factorial do tipo 22 ao qual se adicionam quatro pontos 

axiais e um ponto central. Este ponto central é replicado no mínimo três vezes, de 

forma a possibilitar o cálculo do erro puro associado às experiências.  

 Neste trabalho o ponto central foi replicado três vezes. Ao todo a 

implementação do DCC implicou a realização de onze experiências, correspondentes 

à produção de onze batches de micropartículas.   

 Quatro variáveis dependentes, correspondentes a quatro propriedades das 

partículas, foram investigadas: 

 - Y1: A eficiência de encapsulação do fármaco, EE.  

 - Y2: O tamanho médio das partículas. 



Capítulo 2 

44 
 

 - Y3: A largura da distribuição de tamanhos das partículas, expressa pelo 

 parâmetro SPAN. 

 - Y4: O tempo de libertação in vitro de 50% do fármaco encapsulado, t50%. 

 

Figura 2.4 Representação esquemática do Desenho Composto Central (DCC). 

 

Tabela 2.2. Níveis codificados e valores reais dos factores investigados. 

Factores Níveis 

-1.414 -1 0 1 1.414 

X1: Concentração de PVA (%, m/v) 0.38 1.00 2.50 4.00 4.60 

X2: Concentração de PHBV (%, m/v) 0.88 1.50 3.00 4.50 5.12 

 
 O desenho adoptado pertence a uma classe de desenhos designados por 

Métodos de Resposta de Superfície (Surface Response Methods)43. Este tipo de 

desenhos permite ajustar a resposta investigada a um modelo polinomial 

quadrático, o qual descreve quantitativamente os efeitos das variáveis 

independentes na variável dependente investigada. Para dois factores, o modelo 

geral corresponde à seguinte equação:  

 
                           

        
             

 
 Nesta equação, X1 e X2 são as variáveis independentes, e, Y, a variável 

dependente. O coeficiente b0 corresponde à média aritmética dos valores da 

resposta obtidos em todas a experiências realizadas. Os coeficientes b1 e b2 

descrevem os efeitos das variáveis independentes, os coeficientes b11 e b22 os efeitos 

de segunda ordem e, o coeficiente b12, representa o efeito da interacção entre os dois 

factores.  
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 Se os modelos quadráticos ajustados para as várias respostas forem válidos, 

ou seja, se descreverem adequadamente o comportamento das variáveis 

dependentes no espaço experimental investigado, estes podem ser utilizados para 

optimizar essas mesmas respostas, através da determinação de pontos máximos ou 

mínimos.  

 A selecção das variáveis independente a serem investigadas – a concentração 

do polímero na fase dispersa, [PHBV], e a concentração do surfactante na fase 

contínua, [PVA]- foi feita a pensar na optimização da distribuição de tamanhos das 

partículas. Por detrás deste propósito encontrava-se a futura intenção de investigar 

o desempenho das partículas formadas enquanto sistemas de libertação local para 

actuar na região ocular, mais especificamente através da administração tópica na 

região anterior do olho. Nesta aplicação em particular, o tamanho das partículas é 

considerado uma propriedade fundamental, pois para que se torne viável a 

administração tópica das micropartículas no olho estas têm de possuir um tamanho 

inferior a 10 m44.  

 Assim, estipulou-se como objectivo principal a obtenção de micropartículas 

de PHBV com uma distribuição de tamanhos entre 1 e 10 m. Para isso decidiu-se 

investigar as variáveis [PHBV] e [PVA], pois sabe-se que estas têm uma influência 

significativa nas distribuição de tamanhos das partículas produzidas pelo método 

EES. Adicionalmente, fixou-se a velocidade do sistema de agitação disponível 

(agitação mecânica) na velocidade máxima possível (1400 rpm), pois este é o factor 

com mais impacto no tamanho das partículas obtidas. As restantes variáveis foram 

fixadas em níveis típicos, depois de se ter consultado a literatura9-11, 13, 16-18, 25, 26.  

2.3.3  Reagentes 

 Os reagentes utilizados, bem como o grau de pureza, fornecedor e número de 

registo do Chemical Abstracts Service (CAS), são apresentados na Tabela 2.3. 

 

Tabela 2.3 Lista de reagentes utilizados. 

Reagente Pureza Marca CAS 
PHBV  (6% mol HV, Mw= 233 kDa) ? PHB Industrial SA 80181-31-3 
Álcool Polivinílico , PVA (80% 
hidrolisado, Mw =13-23 kDa) 

? Sigma-Aldrich 9002-89-5 

Flurbiprofeno > 98% Sigma-Aldrich 5104-49-4 
Clorofórmio  ? José Vaz Pereira 67-66-3 
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2.3.4 Procedimento experimental 

2.3.4.1 Preparação das micropartículas  

 O PHBV foi dissolvido em 10 ml de clorofórmio nas várias concentrações 

referidas na Tabela 2.2. Em cada uma das soluções preparadas dissolveu-se o 

fármaco na proporção mássica de 3:10 (3g de flurbiprofeno/10g PHBV).  

 Cada solução orgânica assim obtida foi adicionada, gota a gota, a 100 ml de 

uma solução aquosa de PVA sob agitação mecânica. As concentrações das soluções 

de PVA utilizadas encontram-se igualmente indicadas na Tabela 2.2. De forma a 

evaporar o clorofórmio, cada emulsão O/W formada foi deixada sobre agitação 

mecânica, a 1400 rpm, durante 4 horas e a uma temperatura de 30ºC. 

 Depois de evaporado o solvente, as partículas formadas foram recolhidas por 

centrifugação (3000 rpm, 10 minutos) e lavadas por três vezes com água 

desionizada. Depois de lavadas, estas foram secas numa estufa de vácuo a 40ºC e, 

finalmente, armazenadas num excicador até futura utilização. 

 Desta forma, e de acordo com o desenho de experiências adoptado, foram 

produzidos 11 batches de micropartículas de PHBV com flurbiprofeno encapsulado 

(MS-PHBV-FLU). Adicionalmente, e utilizando um procedimento idêntico, 

prepararam-se micropartículas sem fármaco, utilizando as concentrações de PHBV e 

PVA correspondentes ao ponto central do desenho de experiências (3% PHBV, 2.5% 

PVA) 

2.3.4.2 Determinação da quantidade experimental de fármaco encapsulado e 
eficiência de encapsulação (EE) 

 A quantidade de flurbiprofeno presente nas micropartículas foi determinada 

por espectroscopia UV/VIS. Para isso dissolveu-se uma quantidade conhecida de 

MS-PHBV-FLU (10mg) em 1 ml de clorofórmio, seguida da adição de 9 ml de 

metanol, de forma a precipitar o polímero. A suspensão de polímero resultante foi 

depois centrifugada. O sobrenadante foi separado do precipitado e filtrado com 

filtros de acetato de celulose (45 m). O sobrenadante filtrado foi diluído com uma 

mistura clorofórmio/metanol (1:9, v/v) até uma concentração apropriada, e a 

absorvância a 247 nm, correspondente ao pico de absorção do flurbiprofeno, foi 

determinada num espectrofotómetro UV/VIS (Jasco V-550). Soluções padrão de 
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flurbiprofeno, com concentrações entre 1.8 e 9 g/ml e preparadas com a mesma 

mistura de clorofórmio/metanol, foram utilizadas para construir a curva de 

calibração. Este processo de quantificação foi repetido três vezes para cada batch de 

micropartículas.  

 A quantidade experimental de fármaco encapsulado (imobilizado) nas 

micropartículas foi calculada da seguinte forma: 

 

                                                  

 
                              

                   
    

 

 A quantidade teórica de fármaco encapsulado corresponde à percentagem de 

fármaco que as micropartículas teriam se nenhum fármaco fosse perdido durante o 

processo da sua formação. Esta quantidade é definida da seguinte forma: 

 

                                            

 
                           

                                                    
    

 

 Este parâmetro foi mantido constante em todas as formulações, a um valor de 

23%. 

 A eficiência de encapsulação (EE, %) expressa a razão entre a quantidade 

fármaco efectivamente imobilizado (quantidade experimental de fármaco 

encapsulado) e a quantidade de fármaco adicionada inicialmente:  

 

       
                                              

                                         
      

2.3.4.3 Determinação da solubilidade do flurbiprofeno em soluções aquosas de 
PVA 

 A solubilidade do flurbiprofeno em duas soluções aquosas de PVA, com 

concentrações de 0.50% (m/v) e 4.50%, foi determinada a 25ºC. Para isso 

adicionou-se uma quantidade conhecida de flurbiprofeno a 20 ml de cada solução de 

PVA, e deixou-se este a dissolver nestas durante 5 dias, em frascos fechados e com 

agitação magnética. Foram preparadas 3 amostras para cada concentração de PVA. 
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Passados esses dias, parou-se a agitação e deixou-se as soluções repousarem 

durante algumas horas, de forma a deixar assentar os cristais de fármaco não 

solubilizados. Uma pequena quantidade dessas soluções foi então retirada, 

convenientemente diluída com uma solução de PVA de igual concentração, e a 

absorvância a 247 nm foi determinada num espectrofotómetro UV/VIS (Jasco, 

modelo V-550). A quantidade de flurbiprofeno solubilizado foi determinada 

utilizando soluções padrão de flurbiprofeno preparadas a partir de soluções de PVA 

com a mesma concentração. 

2.3.4.4 Determinação da distribuição de tamanhos  

 A distribuição de tamanhos das micropartículas foi determinada num 

aparelho de difracção de luz laser (Coulter, modelo LS130). Para cada formulação, 

uma quantidade apropriada de micropartículas secas foi suspensa em água 

desionizada e sonicada. A suspensão resultante foi analisada e o diâmetro médio 

volumétrico e a distribuição de tamanhos foram determinadas pelo método de 

Frauenhofer.  

 A amplitude da distribuição de tamanhos foi expressa em termos do factor 

SPAN, definido como: 

     
       

   
 

 

 Nesta equação, os parâmetros d10, d50, e d90, representam os valores dos 

diâmetros para os quais uma certa percentagem de partículas da amostra 

(percentagem indicada pelo valor do subíndice) é inferior a esse tamanho. Um valor 

de SPAN próximo de 1.0 indica uma distribuição de tamanhos estreita.  

2.3.4.5 Análise morfológica das micropartículas 

 A morfologia da superfície das micropartículas de PHBV, com e sem fármaco, 

foi analisada por microscopia electrónica de varrimento (SEM). As micropartículas 

foram dispersas numa fita adesiva de grafite colada a um suporte de metal e 

revestidas com ouro. As observações foram realizadas a 20 kV num microscópio 

electrónico de varrimento JSM-5310 (JEOL, Japão). 
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2.3.4.6 Análise térmica 

 A análise térmica das micropartículas e do fármaco puro foi realizada por 

calorimetria diferencial de varrimento (DSC) num aparelho da TA Instruments 

(modelo Q100). As amostras, com um peso entre 2.5 e 12 mg, foram colocadas em 

cadinhos de alumínio. Estes foram selados e as amostras aquecidas, a uma taxa 

constante de 5ºC/min, desde a temperatura ambiente até 200ºC, sob uma atmosfera 

de azoto. 

2.3.4.7 Estudos de libertação in vitro 

 Os perfis de libertação in vitro do flurbiprofeno foram avaliados num meio de 

libertação composto por uma solução de cloreto de sódio (3.5g/l Na+, 5.4 g/l Cl-, 

pH6), utilizando o método da diálise.  

 Uma quantidade conhecida de MS-PHBV-FLU, correspondente a 

aproximadamente 1 mg de fármaco, foi colocada no interior de membranas de 

acetato de celulose (com um cut-off entre 12 e 14 kDa). Os sacos com as 

micropartículas foram cheios com 20 ml da solução salina, fechados, e colocados em 

frascos selados contendo 50 ml de solução salina, sob agitação magnética (120 rpm). 

A temperatura do meio de libertação foi mantida a cerca de 37ºC, por meio de um 

banho de água termoestatizado.  

 Em tempos pré-determinados, um certo volume do meio de libertação 

exterior (1.6 ml) era retirado e substituído por um volume igual de solução salina 

fresca.  

  A quantidade de flurbiprofeno nas amostras foi determinada através da 

análise da absorvância a 247 nm, num espectrofotómetro UV/VIS (Jasco V-550).  

 Como controlo negativo, micropartículas de PHBV sem fármaco encapsulado 

foram sujeitas ao mesmo procedimento e análises.  

 Para efeitos comparativos, o estudo da dissolução de 1mg de fármaco puro, e 

de 1mg de fármaco puro fisicamente misturado com micropartículas de PHBV sem 

fármaco, foi realizado, utilizando o mesmo procedimento adoptado para a libertação 

das partículas MS-PHBV-FLU.  
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2.4 Resultados e discussão 

 Os valores experimentais das respostas investigadas, obtidos com a 

implementação do desenho compósito central (DCC) já descrito, são apresentados 

na Tabela 2.4.  

Tabela 2.4 Valores das respostas investigadas com o DCC. 

Batch 
(formulações) 

X1 
[PVA] 

(%, m/v) 

X2 

[PHBV] 
(%, m/v) 

Y1 
EE 

(%) 

Y2 

Tamanho 
médio (µm) 

Y3 
SPAN 

Y4 
t50% 

(min) 
B1* 2.5 3 40.6 ± 1.4 8.7 2.2 105 
B2 0.38 3 71.1 ± 2.1 7.0 3.7 108 
B3 4.62 3 29.6 ± 1.9 10.4 1.8 123 
B4 2.5 0.88 22.0 ± 1.0 4.6 1.7 112 
B5 4 1.5 20.9 ± 0.7 5.4 2.2 105 
B6 1 1.5 42.5 ± 1.1 9.9 3.5 145 
B7 4 4.5 56.0 ± 1.3 8.5 1.8 155 
B8 1 4.5 60.4 ± 3.8 11.3 4.6 220 
B9* 2.5 3 41.9 ± 1.9 12.0 1.6 112 
B10 2.5 5.12 50.2 ± 0.5 19.2 2.0 110 
B11* 2.5 3 39.5 ± 0.7 10.3 1.8 112 

* Ponto central. 

 

 O software Design Expert (versão 7.0.0) foi utilizado para analisar as 

respostas obtidas e ajustá-las a modelos matemáticos através da correlação dos 

valores experimentais. Cada variável dependente (resposta) foi inicialmente 

ajustada a um modelo quadrático. No caso de nenhum dos termos quadráticos se 

revelar estatisticamente significante, o modelo era simplificado e transformado num 

modelo linear. Quando pelo menos um dos termos quadráticos se revelou 

significativo manteve-se o modelo quadrático integral, de forma a não comprometer 

a hierarquia polinomial da equação. Um resumo dos modelos ajustados a cada 

variável, e dos parâmetros associados às respectivas regressões, é apresentado na 

Tabela 2.5.  

 Mais do que ajustar um modelo é necessário verificar a validade deste, ou 

seja, averiguar se este possui ou não a capacidade para descrever de forma 

adequada o comportamento exibido pela variável dependente investigada. Existem 

uma série de ferramentas que permitem avaliar a validade do modelo, como testes 

estatísticos, o cálculo de parâmetros associados à regressão, como o coeficiente de 

correlação quadrático, R2, ou métodos gráficos de análise dos resíduos43. No entanto 
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não existem normas rígidas que se possam seguir para tomar a decisão de validar ou 

não o modelo matemático ajustado. Neste trabalho estabeleceu-se como critérios 

necessários para que o modelo fosse válido que este fosse estatisticamente 

significativo (Análise ANOVA do modelo com valores de p < 0.05, Tabela 2.5) e que o 

R2 do ajuste tivesse um valor superior a 0.9. Seguindo estes critérios, e considerando 

o valor destes parâmetros para os modelos ajustados, apresentados na Tabela 2.5, 

apenas se pode validar o modelo quadrático ajustado para a variável EE (variável 

Y1). Para as variáveis tamanho médio das partículas (Y2), e índice SPAN (Y3), não foi 

possível validar nenhum dos possíveis modelos ajustáveis (linear ou quadrático), 

sendo que os modelos apresentados na Tabela 2.5 são os modelos que melhor se 

ajustam aos dados experimentais. Relativamente à variável Y4, concluiu-se que a 

média de todos os valores experimentais era uma melhor previsão do que a dada 

por um modelo linear ou quadrático.  

 Assim, os modelos apresentados na Tabela 2.5 (excepto o modelo quadrático 

ajustado à EE) têm de ser vistos apenas de forma qualitativa. Isto significa que estes 

podem ser utilizados para elucidar a forma como as variáveis independentes 

afectam as variáveis dependentes, mas não podem ser utilizados, sem um risco 

elevado de obter resultados duvidosos, como modelos interpolativos, ou em 

processos de optimização das respostas.  

Tabela 2.5 Resumo dos modelos ajustados às variáveis dependentes. 

 Y1:  
 EE  

Y2: 
Tamanho 

médio 
(m) 

Y3: 
 SPAN 

Y4:  
 t50% 

(min.) 

Tipo de 

modelo  

Quadrático Linear Quadrático Média 

 

Modelo 

Y1 = 56.6 
-24.5[PVA] + 7.9[PHBV] 
+ 2.4[PVA]2 -0.8[PHBV]2 

+ 1.9[PVA][PHBV] 

Y2= 4.08 

-0.23[PVA] 

+2.10[PHBV] 

Y3= 4.17 

-1.45[PVA] + 0.05[PHBV] 

+0.28[PVA]2 + 0.08[PHBV]2 

-0.17[PVA][PHBV] 

Y4= 

128 

ANOVA p= 0.0059 p= 0.0501 p= 0.0383 - 
R2 0.9329 0.6024 0.8528 - 

Validação Sim Não Não - 

 

 Nos 11 batchs de micropartículas, a EE do flurbiprofeno (Tabela 2.4) varia 

entre 20.9 ± 0.7 (para a formulação com 4% PVA e 1.5% PHBV) e 71.1 ± 2.1 (0.38% 

PVA, 3% PHBV), o que corresponde a uma percentagem de flurbiprofeno nas 



Capítulo 2 

52 
 

micropartículas de 4.8 ± 0.2% e 16.4 ± 0.5%, respectivamente. Na Tabela 2.6 pode-se 

observar os resultados da análise ANOVA para os coeficientes do modelo quadrático 

ajustado a esta variável. Esta revela que as duas variáveis independentes 

investigadas têm um efeito muito significativo sobre a EE (p < 0.01) e que, 

adicionalmente, a concentração de PVA tem um efeito quadrático significativo (p < 

0.1). Estes efeitos podem ser observados na Figura 2.5, onde as EE determinadas 

experimentalmente e a superfície de resposta correspondente ao modelo quadrático 

ajustado (Tabela 2.5) são representadas em função da concentração de PVA e da 

concentração de PHBV. 

Tabela 2.6 Análise ANOVA dos efeitos das variáveis investigadas na EE (Y1). 

Origem da 
variação 

SQ GL QM F p 
Prob> F 

[PVA]* 896.55 1 896.55 27.35 0.0034 
[PHBV]* 1078.36 1 1078.36 32.89 0.0023 

[PVA] [PHBV] 73.96 1 73.96 2.26 0.1934 
[PVA]2* 157.01 1 157.01 4.79 0.0803 

[PHBV]2* 19.37 1 19.37 0.59 0.4768 
Resíduo 163.93 5 32.79   

Total 2441.39 10    
SQ – Soma de quadrados; GL – Graus de liberdade; QM – Média de quadrados; F – teste F; 

p –valor p do teste F. 
* Efeitos significativos (p < 0.1)  
 

 A resposta de superfície apresentada na Figura 2.5 evidência o efeito oposto 

que as duas variáveis independentes têm na eficiência de encapsulação do 

flurbiprofeno. Enquanto o aumento da concentração do polímero na fase orgânica, 

[PHBV], resulta num aumento da EE do fármaco (efeito positivo), o aumento da 

concentração de PVA na fase aquosa, [PVA], resulta numa diminuição acentuada da 

EE (efeito negativo). 

 Na literatura, o efeito da concentração de PVA na EE de compostos 

encapsulados em nano/micropartículas pelo método de EES numa emulsão O/W 

varia conforme o sistema polímero/composto activo investigado. Enquanto alguns 

autores descrevem que um aumento da [PVA] conduz a um aumento da EE34, outros 

referem que esta variável não afecta significativamente a EE45, enquanto outros, tal 

como neste trabalho, assinalam o efeito negativo que a [PVA] tem na EE do 

composto bioactivo46, 47.  
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 Considerando que a EE é uma consequência da partição do composto 

bioactivo entre a fase dispersa e a fase aquosa durante o processo de emulsificação e 

de solidificação das partículas, e que a magnitude dessa partição é determinada 

sobretudo pela solubilidade do composto bioactivo na fase aquosa, a diminuição da 

EE do flurbiprofeno com o aumento da [PVA] pode ser justificada pelo aumento da 

solubilidade deste fármaco em soluções com uma crescente quantidade deste 

surfactante. Este comportamento foi verificado experimentalmente através 

determinação da solubilidade do flurbiprofeno em duas soluções de PVA, tendo-se 

observado que a solubilidade do flurbiprofeno aumentava de 0.173±0.010 mg/ml, 

numa solução com 0.5% de PVA (m/v), para 0.336± 0.006 mg/ml, numa solução 

com 4.5% de PVA.  

 O aumento da solubilidade de fármacos fracamente solúveis em água em 

soluções de surfactantes (micelização) é um fenómeno bastante bem documentado, 

sendo uma das estratégias utilizadas para aumentar a biodisponibilidade de 

fármacos com uma solubilidade aquosa reduzida, como é o caso dos AINE’s48, 49 e do 

flurbiprofeno em particular50, 51.  

 

Figura 2.5 Resposta de superfície do efeito das concentrações de PHBV e de PVA na 
eficiência de encapsulação (EE) do flurbiprofeno nas micropartículas de PHBV produzidas. 

Pontos: Valores experimentais. Superfície: modelo quadrático ajustado. 
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 Como foi mencionado, a concentração do polímero na fase dispersa, [PHBV], 

tem um efeito positivo significativo sobre a EE do flurbiprofeno. O aumento da EE 

com o aumento da concentração do polímero encontra-se bem documentado e 

estabelecido na literatura5, sendo a causa para este comportamento atribuída à 

restrição da migração do composto activo da fase dispersa para a fase contínua, 

devida ao aumento da viscosidade da fase dispersa com o aumento da concentração 

do polímero nesta.  

 

 A influência da [PVA] e [PHBV] nas dimensões das partículas produzidas foi 

investigada através da análise das variáveis dependentes tamanho médio das 

partículas (Y2) e factor SPAN (Y3). Nos 11 batches, o tamanho médio das partículas 

varia entre 4.6 m (B4) e 19.2 m (B10). Os valores de SPAN variam entre 1.6 (B9) e 

4.6 (B8).  

 Na Figura 2.6 encontram-se representadas as curvas de distribuições de 

tamanhos de todos os batchs de partículas produzidas. Como é observável, as 

distribuições de tamanhos não assumem uma distribuição normal, e nem todas as 

curvas são unimodais. Considerando que os conceitos de tamanho médio e do factor 

SPAN, enquanto parâmetros válidos para descrever as características de uma 

distribuição de tamanhos, implicam uma distribuição normal ou aproximadamente 

normal, os valores obtidos neste trabalho têm de ser interpretados criticamente. O 

próprio facto dos valores experimentais destas duas variáveis não serem 

adequadamente descritos por um modelo, linear ou quadrático, reflecte a inerente 

inadequação destes parâmetros para caracterizar as curvas de distribuição de 

tamanhos obtidas.  

 Na Tabela 2.7 encontram-se os resultados da análise ANOVA para os efeitos 

das variáveis [PVA] e [PHBV] sobre o índice SPAN. Estes indicam que a [PVA] tem 

um efeito muito significativo (p < 0.01) e que o efeito quadrático desta variável é  

também estatisticamente significativo (p < 0.1).  Os efeitos da [PHBV] e da 

interacção dos dois factores revelaram-se estatisticamente não significativos (p> 

0.1).  

 Pela observação das curvas de distribuição de tamanhos da Figura 2.6 pode-

se ver que as partículas formadas utilizando as concentrações de PVA mais baixas 
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(B2, 0.38% PVA; B6 e B8, 1% PVA), apresentam as distribuições de tamanhos mais 

irregulares e alargadas. Em contraste, as partículas formadas na presença de 

concentrações mais elevadas de PVA (2.5%, 4% e 4.62%), apresentam uma 

distribuição de tamanhos mais semelhante a uma distribuição normal. Estas 

observações indiciam que existe uma concentração mínima de PVA necessária para 

obter uma emulsão O/W estável, ou seja, que minimize a coalescência e a agregação 

das partículas formadas. Na literatura alguns autores referem também este efeito. 

Adicionalmente é assinalado que uma concentração demasiado elevada de PVA pode 

conduzir também à agregação das partículas formadas1, o que pode justificar o efeito 

positivo significativo do termo quadrático [PVA]2, detectado pela análise ANOVA 

efectuada. 

 

Tabela 2.7 Análise ANOVA dos efeitos das variáveis investigadas no factor SPAN das 
partículas produzidas (Y3). 

Origem da 
variação 

SQ GL QM F p 
Prob> F 

[PVA]* 5.76 1 5.76 19.23 0.0071 
[PHBV] 0.16 1 0.16 0.53 0.5001 

[PVA] [PHBV] 0.56 1 0.56 1.88 0.2288 
[PVA]2* 2.19 1 2.19 7.32 0.0425 
[PHBV]2 0.17 1 0.17 0.56 0.4865 
Resíduo 1.50 5 0.30   

Total 10.17 10    

* Efeitos significativos (p < 0.1) 
 

 Na Tabela 2.8 são apresentados os resultados da análise ANOVA para o 

tamanho médio das partículas. O único factor que apresenta um efeito (positivo) 

estatisticamente significativo (p < 0.1) é a concentração do polímero na fase 

orgânica. O aumento do tamanho médio das partículas produzidas pelo método EES 

numa emulsão O/W, devido aumento da concentração de polímero, é um efeito 

também bem estabelecido na literatura 4, 5. O aumento da concentração do polímero 

implica um aumento da viscosidade da fase orgânica, tornando-a mais difícil de 

dispersar em pequenas gotículas. Este efeito pode ser detectado observando 

directamente as curvas de distribuição de tamanhos das partículas obtidas com uma 

concentração de PVA fixa de 2.5% (Figura 2.6) e concentrações de PHBV de 0.88, 3.0 

e 5.12%. Nestas observa-se o deslocamento das curvas para tamanhos mais elevados 

com o aumento da [PHBV]. 
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Figura 2.6 Curvas de distribuição de tamanhos dos onze batchs de micropartículas 
produzidas. 
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Tabela 2.8 Análise ANOVA dos efeitos das variáveis investigadas no tamanho médio das 
micropartículas produzidas (Y2).   

Origem da 
variação 

SQ GL QM F p 
Prob> F 

[PVA] 0.96 1 0.96 0.080 0.7892 
[PHBV]* 79.05 1 79.05 6.54 0.0509 

[PVA] [PHBV] 0.72 1 0.72 0.060 0.8166 
[PVA]2 7.60 1 7.60 0.63 0.4638 

[PHBV]2 0.86 1 0.86 0.071 0.8007 
Resíduo 60.48 5    

Total 152.12 10    

* Efeitos significativos (p < 0.1) 
 
 

 A morfologia da superfície das micropartículas produzidas pode ser 

observada nas imagens de SEM apresentadas na Figura 2.7. As micropartículas de 

PHBV sem fármaco (Figura 2.7a) apresentam uma forma esférica e uma superfície 

bastante rugosa que, segundo Martin et al 52, é uma consequência do elevado grau de 

cristalinidade do polímero. A morfologia observada corresponde à morfologia típica 

exibida pelas micropartículas de PHBV ou PHB produzidas pelo método EES.  

 As micropartículas com o flurbiprofeno imobilizado (MS_PHBV_FLU), Figura 

2.7b, apresentam uma morfologia bastante acidentada, onde é visível a presença de 

grandes cavidades. 

 O aspecto das MS_PHBV_FLU depois dos ensaios de libertação in vitro pode 

ser observado na Figura 2.7c. Comparativamente com o aspecto das micropartículas 

antes do ensaio de libertação, estas apresentam um aspecto “lavado”, o que sugere a 

existência de fármaco a cobrir a superfície das micropartículas antes da libertação, e 

que, devido à sua dissolução, altera o aspecto e morfologia das micropartículas 

libertadas. No entanto, a observação da superfície das micropartículas antes da 

libertação (Figura 2.7b) não permite afirmar, com certeza, que existem partículas de 

fármaco à superfície destas.  
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Figura 2.7 Imagens de SEM de: a) micropartículas de PHBV sem fármaco imobilizado; b) 
micropartículas de PHBV com flurbiprofeno; c)micropartículas de PHBV com flurbiprofeno 

depois dos ensaios de libertação in vitro.  

 

 Na Figura 2.8 apresentam-se as curvas de DSC do flurbiprofeno puro (curva 

a), das micropartículas de PHBV sem fármaco imobilizado (curva b), da mistura 

física de fármaco puro e micropartículas sem fármaco imobilizado (curva c), e das 

MS_PHBV_FLU (curva d).  
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 Na curva correspondente ao fármaco puro é possível observar um evento 

endotérmico, centrado a cerca de 115 ºC, correspondente ao fenómeno de fusão do 

sólido cristalino puro. 

 

Figura 2.8 Curvas de DSC de: a) flurbiprofeno puro; b) micropartículas  de PHBV sem 
fármaco; c) mistura física de flurbiprofeno puro e de micropartículas de PHBV sem fármaco 

imobilizado (1:3); d) micropartículas de PHBV com flurbiprofeno encapsulado. 

 

 Na curva b) observam-se dois picos endotérmicos, situados a cerca de 145 e 

165ºC. Estes são atribuídos ao fenómeno de fusão dos domínios cristalinos do PHBV. 

O aparecimento de dois picos endotérmicos ou mais associados ao processo de fusão 

de filmes de PHB ou PHBV, obtidos pelo método de solvent casting, encontra-se 

relatado na literatura53. Aparentemente este comportamento deve-se à fusão, 

recristalização, e a uma novamente fusão do polímero durante o processo de 

aquecimento. 

 Na curva c), correspondente à mistura física de flurbiprofeno puro e 

micropartículas sem fármaco imobilizado, manifestam-se os eventos térmicos 

observados nas duas curvas anteriores. 

 A curva d) ilustra o comportamento térmico das MS_PHBV_FLU com uma 

percentagem de flurbiprofeno de 9.4 % (B1). Nesta é possível observar os picos 

endotérmicos característicos da fusão do polímero. Pelo contrário, o pico de fusão 

do fármaco não é observado.  

 O desaparecimento do pico de fusão do fármaco encapsulado em partículas 

preparadas pelo método EES, nas curvas de DSC, é um fenómeno relatado por alguns 
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autores5. Segundo Dubernet54 este comportamento indica que o fármaco se encontra 

dissolvida no polímero, numa solução sólida, ou que este se encontra disperso a 

nível molecular na matriz polimérica, numa dispersão molecular metaestável. Uma 

hipótese alternativa, e que parece ser provável, atendendo aos perfis de libertação in 

vitro, apresentados mais à frente, é que, devido à fraca solubilidade do fármaco no 

polímero, este, durante o processo de evaporação do solvente, precipite, na sua 

maioria, numa forma não cristalina, em finas partículas, dispersas pelas cavidades e 

superfície das micropartículas. 

 
 Os ensaios de libertação in vitro do flurbiprofeno a partir das MS_PHBV_FLU 

revelaram perfis de libertação bastante semelhantes, para todos 11 batches de 

micropartículas. Estes são caracterizados, na primeira meia hora de ensaio, por um 

burst release de cerca de 15 a 25% do fármaco encapsulado, e pela libertação de 

cerca de 90% do fármaco até 8 às horas de libertação. Os perfis de libertação in vitro 

dos batches de micropartículas produzidas com a formulação do ponto central do 

desenho de experiências (2.5% PVA, 3.0% PHBV; batches B1, B9 e B11) encontram-

se representados na Figura 2.9.   

 

Figura 2.9 Perfis de libertação in vitro do flurbiprofeno encapsulado nas micropartículas B1, 
B9 e B11 (formulação do ponto central: 2.5% PVA e 3% PHBV) e perfis de dissolução do 

fármaco puro (média ± DP; n= 3) e do fármaco puro fisicamente misturado com 
micropartículas de PHBV sem fármaco (proporção fármaco: micropartículas de 1:10). 
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 O tempo corresponde a 50% de libertação do fármaco encapsulado (t50%, 

variável dependente Y4) variou entre 105 e 155 minutos, para todas as formulações, 

excepto a formulação B8, cujo t50% foi calculado em 220 minutos. A análise ANOVA 

sobre o efeito dos factores investigados sobre esta variável é apresentada na Tabela 

2.9. Esta revela que nenhum dos factores ou a interacção entre eles afecta de forma 

estatisticamente significativa a variável t50%. Isto significa que a melhor previsão 

para esta variável corresponde à média dos valores de t50% obtidos para os 11 

batches de micropartículas libertadas (Y4= 128 min).  

 

Tabela 2.9 Análise ANOVA dos efeitos das variáveis investigadas no tempo de libertação in 
vitro de 50% do fármaco encapsulado, t50% (Y4). 

Origem da 
variação 

SQ GL QM F p 
Prob> F 

[PVA] 877.53 1 877.53 0.57 0.4861 
[PHBV] 1865.74 1 1865.74 1.20 0.3230 

[PVA] [PHBV] 156.25 1 156.25 0.10 0.7639 
[PVA]2 1054.75 1 1054.75 0.68 0.4474 

[PHBV]2 736.04 1 736.04 0.47 0.5218 
Resíduo 7764.40 5    

Total 12056.91 10    
 

 

 Contrariamente ao esperado, os valores de t50% associados aos perfis de 

dissolução do flurbiprofeno puro, e da mistura deste com micropartículas de PHBV 

sem fármaco, revelaram ser significativamente maiores (cerca de 255 minutos), o 

que significa que a taxa de dissolução do fármaco no estado puro é menor do que 

taxa de libertação do flurbiprofeno a partir das micropartículas. Os perfis de 

dissolução do fármaco encontram-se igualmente representados na Figura 2.9, onde 

podem ser comparados com os perfis de libertação do flurbiprofeno a partir das 

micropartículas.   

 A Figura 2.9 revela também claramente que a percentagem de flurbiprofeno 

libertado a partir das micropartículas nos tempos iniciais do ensaio (primeira meia 

hora) é claramente superior à percentagem de fármaco puro dissolvido no mesmo 

período de tempo (10% do fármaco total).  

 Estes resultados sugerem que, com as formulações investigadas, mais do que 

uma imobilização do fármaco obteve-se uma dispersão deste. Ou seja, a formação de 

micropartículas com fármaco originou, essencialmente, uma dispersão do fármaco 
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pela superfície e cavidades das micropartículas, e não a imobilização efectiva do 

fármaco no interior da matriz polimérica. 

 Desta forma a libertação do fármaco a partir das micropartículas não é 

controlada pela difusão deste através da matriz polimérica, ou pela biodegradação 

dessa mesma matriz, mas sim pela taxa de dissolução das partículas de fármaco 

dispersas à superfície das micropartículas de PHBV.  

 O facto das partículas de fármaco nas micropartículas se dissolverem mais 

rapidamente que as partículas de fármaco original (fármaco puro) pode ser 

atribuída a uma série de propriedades dessas mesmas partículas, como o seu 

tamanho e área superficial, molhabilidade e natureza (amorfa ou cristalina), pois 

sabe-se que todas estas propriedades afectam a taxa de dissolução de sólidos com 

carácter marcadamente hidrofóbico55, como é o caso do flurbiprofeno. 

 Uma variável não investigada, e que possivelmente é a principal responsável 

pelas características dos perfis de libertação obtidos, é a proporção 

fármaco/polímero utilizada na preparação das partículas (equivalente à 

percentagem teórica de fármaco encapsulado _ PTFE, definida na secção 2.3.4.2), 

pois esta é uma variável que tem um grande impacto na modulação dos perfis de 

libertação. Normalmente a utilização de PTFE elevadas, como se utilizou neste 

trabalho (a PTFE foi fixada em 23%) resulta numa libertação rápida do fármaco 

encapsulado, devido à formação de partículas irregulares e porosas e à separação de 

fases entre fármaco e polímero3.   
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2.5  Conclusões 

 Neste capítulo investigou-se a imobilização do fármaco flurbiprofeno em 

micropartículas de PHBV preparadas pelo método EES numa emulsão O/W. O efeito 

de duas variáveis do processo – a concentração do polímero na fase orgânica, 

[PHBV], e a concentração do surfactante na fase aquosa, [PVA], - sobre as 

propriedades das micropartículas obtidas, foi analisado através da implementação 

de um desenho composto central de experiências. 

 A análise dos resultados experimentais permitiu concluir que os dois factores 

investigados afectam de forma muito significativa e oposta a EE do fármaco. 

Enquanto o aumento de [PHBV] favorece a EE, o aumento da [PVA] afecta de forma 

marcadamente negativa o EE do fármaco, isto devido ao aumento da solubilidade 

deste na fase aquosa com concentrações crescentes de surfactante. Um modelo 

quadrático foi ajustado e validado para descrever a EE. 

 As características das distribuições de tamanhos das partículas, 

nomeadamente o tamanho médio (Y2) e o factor SPAN (Y3), revelaram também ser 

afectadas significativamente pelos factores investigados. Enquanto o tamanho médio 

das partículas revelou ser afectado positivamente pelo aumento da [PHBV], a [PVA] 

revelou ser um factor crítico no grau de agregação das partículas obtidas e, 

consequentemente, nos valores do factor SPAN. Conclui-se que existe um limite 

mínimo requerido de [PVA] para estabilizar a emulsão O/W e obter micropartículas 

não agregadas. Os resultados indicam que o valor desta concentração é superior a 

1% (w/v). Nenhum modelo, linear ou quadrático, se revelou válido para descrever 

estas duas variáveis. 

 Os perfis de libertação in vitro do fármaco a partir dos vários batches de 

micropartículas produzidas revelaram ser bastante semelhantes entre si, sendo que 

em todos se verifica que cerca de 90% do fármaco é libertado nas primeiras oito 

horas de libertação. A análise estatística dos valores de t50% (tempo correspondente 

à libertação in vitro de 50% do fármaco encapsulado) revelou que nenhum dos dois 

factores investigado influência significativamente este parâmetro.  

   A comparação dos perfis de libertação do fármaco a partir das 

micropartículas com o perfil de dissolução do fármaco puro revelou que este se 

liberta mais rapidamente das micropartículas do que demora a dissolver-se na sua 

forma pura. Esta constatação conduziu à conclusão de que o fármaco se encontra 
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essencialmente disperso pelas cavidades e superfície das micropartículas 

poliméricas, e não efectivamente imobilizado na matriz polimérica.   

 Como foi referido, o principal objectivo por detrás da investigação da 

variáveis [PVA] e [PHBV] e da selecção do desenho de experiências utilizado era a 

optimização da distribuição de tamanhos das partículas, nomeadamente, obter 

distribuições com um tamanho médio inferior a 10m, e uma distribuição de 

tamanhos o mais apertada possível (ou seja, com valores de SPAN próximos de 1.0). 

Subjacente a este objectivo encontrava-se a intensão de utilizar as micropartículas 

de PHBV com flurbiprofeno imobilizado enquanto um sistema de libertação 

controlada para aplicações oftalmológicas, nomeadamente através da aplicação 

tópica destas, na forma de uma suspensão, na zona anterior do olho. Como foi 

referido no início deste trabalho, esta aplicação requer partículas com um tamanho 

inferior a 10 m44. 

  Infelizmente, e provavelmente porque algumas distribuições de tamanhos se 

afastavam significativamente de uma distribuição normal, não foi possível ajustar 

um modelo linear ou quadrático que descrevesse de forma válida o comportamento 

do tamanho médio das partículas e do factor SPAN em função dos dois factores 

investigados. Desta forma não foi possível utilizar os modelos ajustados para a 

optimização deste problema (encontrar os valores de [PVA] e [PHBV] que dessem 

origem a distribuição de tamanhos com um tamanho médio inferior a 10m e 

valores de SPAN próximos de 1.0.  

 Contudo, e observando directamente as curvas de distribuição de tamanhos 

(Figura 2.6) e os valores experimentais obtidos (Tabela 2.4), pode-se concluir que a 

formulação que deu origem às partículas com a granulometria mais próxima da 

desejada é a formulação B4, que deu origem a micropartículas com um  tamanho 

médio de 4.6 m e um factor SPAN de 1.7. Esta formulação corresponde 

corresponde ao nível médio da [PVA] investigada (2.5%) e ao nível inferior da 

[PHBV] (0.88%). Assim, pode-se afirmar que as micropartículas obtidas através 

desta formulação apresentam uma distribuição de tamanhos adequada para a 

aplicação pretendida. 

  Considerando que o tempo de residência das nano-micropartículas na zona 

pré-corneal é bastante curto (podendo variar de alguns minutos a algumas horas, 

conforme o tamanho das partículas e as interações que estas estabelecem com os 
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tecidos pré-corneais)44, pode-se dizer que os perfis de libertação in vitro obtidos, nos 

quais se observa uma libertação de mais de 50% do fármaco nas duas primeiras 

duas horas do ensaio, são satisfatoriamente adequados para esta aplicação.  

 No entanto as aplicações mais promissoras para as microesferas de PHBV 

com flurbiprofeno imobilizado passam pela sua utilização enquanto sistemas de 

libertação prolongada (com a duração de várias semanas ou meses) e localizada, em 

locais do organismo sujeitos a processos inflamatórios crónicos, como por exemplo, 

nas articulações. Para estas aplicações, e de forma a ter um perfil de libertação 

prolongado, o fármaco tem de se encontrar efectivamente imobilizado nas 

micropartículas, e a sua libertação deverá ser controlada pela difusão deste através 

da matriz polimérica e pela biodegradação dessa mesma matriz. Como se viu isto 

não acontece nas micropartículas com flurbiprofeno preparadas neste trabalho. 

Assim, e para estas aplicações, será necessário investigar novas formulações que 

conduzam a micropartículas com o fármaco efectivamente imobilizado. 
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Com base no trabalho apresentado neste Capítulo encontram-se em preparação 

dois artigos com a intenção de serem submetidos para publicação na revista 

Carbohydrate Research: 

 

P. Coimbra, H.C. de Sousa, M.H. Gil, Preparation and characterization of vinyl-

functionalized pectin derivatives and of their chemical hydrogels. 

  

P. Coimbra, H.C. de Sousa, M.H. Gil, Methacrylated pectin based hydrogels prepared 

by photoinduced reticulation: synthesis, characterization and their in vitro 

evaluation as controlled drug delivery systems. 
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  Neste Capítulo, duas pectinas comerciais (pectina derivada de resíduos de 

frutos cítricos e pectina derivada de resíduos de maçã) foram modificadas 

quimicamente através da introdução na sua estrutura de grupos vinílicos ou 

metacrílicos terminais. Os derivados assim obtidos foram caracterizados e 

posteriormente utilizados na produção de hidrogéis químicos preparados por 

fotoreticulação. Dois fármacos e duas proteínas, nomeadamente o flurbiprofeno 

sódico, o sulfato de gentamicina, e as proteínas lisozima e albumina do soro bovino, 

foram também incorporados nos hidrogéis produzidos e o desempenho destes foi 

investigado enquanto sistema de libertação controlada (SLC) através de ensaios de 

libertação in vitro. 

3.1 Pectinas: estrutura, propriedades, produção industrial e 
aplicações 

 As pectinas constituem uma família de polissacarídeos estruturalmente 

complexos que se encontram presentes nas paredes celulares primárias e regiões 

intracelulares das plantas, e onde desempenham várias funções estruturais e 

funcionais1, 2. 

 O termo pectina provém do grego pektikos, que significa congelar ou 

solidificar3 e que reflecte a capacidade que estes polissacarídeos têm de gelificar. 

Devido a esta propriedade a pectina é abundantemente utilizada na indústria 

alimentar como agente de gelificação4. Por apresentar uma boa biocompatibilidade, 

a pectina é também utilizada na produção de produtos cosméticos, farmacêuticos e 

de higiene pessoal.  

 Vários estudos têm evidenciado o potencial da pectina, por si só ou em 

conjunto com outros polímeros, enquanto biomaterial para a fabricação de scaffolds 

5, revestimento de superfícies de dispositivos biomédicos6 e produção de sistemas 

de libertação controlada de moléculas terapêuticas7, 8. Por ser um polissacarídeo que 

não é degradado no estômago ou pelas enzimas presentes no tracto gastrointestinal 

superior, sendo apenas degradado no cólon, a pectina tem sido extensivamente 

investigada na produção de sistemas de libertação de fármacos destinados a actuar 

especificamente nesta parte do sistema gastrointestinal9, 10.  
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  Seguidamente, apresentar-se-ão os aspectos mais importantes relacionados 

com estes polissacarídeos, salientando-se a sua estrutura química, produção 

industrial, propriedades gerais e aplicações. 

3.1.1 Estrutura química  

 O termo pectina é utilizado para descrever uma família complexa e 

heterogénea de polissacarídeos e oligossacarídeos encontrados nas plantas e que 

têm como característica comum o facto de possuírem na sua estrutura resíduos de 

ácido D-galacturónico (AGal), (Figura 3.1) unidos por uma ligação -(14) 1, 2, 11-13. 

 

Figura 3.1 Estrutura química do ácido D-galacturónico (AGal). 

 

 Na Figura 3.2a encontra-se representado o modelo que actualmente reúne 

mais consenso sobre a forma como as várias estruturas pectidícas conhecidas se 

encontram organizadas entre si. Três tipos de polissacarídeos pectidícos, designados 

por Homogalacturonanas, Ramnogalacturonanas do tipo I e Ramnogalacturonanas 

do tipo II, constituem os principais elementos estruturais deste modelo.  

 As Homogalacturonanas (HGA), também designadas por região lisa, 

constituem a maior parte da pectina (cerca de 65%), consistindo numa cadeia linear 

de Poli--(14)-(ácido D-galacturónico) com 100 a 200 unidades de AGal.  As HGA 

apresentam proporções variáveis de grupos carboxílicos esterificados com o grupo 

metilo, podendo apresentar também, em menor grau, grupos acetilo nas posições O-

2 e/ou O-3. 

 As Ramnogalacturonanas do tipo I e Ramnogalacturonanas do tipo II 

constituem a chamada região ramificada da pectina.  

 As Ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I) são o segundo maior constituinte da 

pectina (cerca de 25% a 30%). Estas consistem numa cadeia principal constituída 

pela repetição do dissacarídeo 4)-α-D-GalA-(12)-α-L-Ram-(1, onde Ram 



Capítulo 3 

73 
 

significa Ramnose.  Ligados a esta cadeia, pelos resíduos de Ramnose, encontram-se 

várias cadeias de resíduos de açúcar neutros, compostas predominantemente por L-

arabinose e/ou  D-galactose. Estas cadeias laterais podem ter até cerca de  20 

unidades de comprimento e podem ser, elas próprias, ramificadas.   

 As Ramnogalacturonanas do tipo II (RG-II) constituem cerca de 10% das 

pectinas e são compostas por uma cadeia principal de poli--(14)-(ácido D-

galacturónico) com cerca de 8 unidades de AGal. A estes resíduos encontram-se 

ligadas cadeias laterais ramificadas compostas por cerca de 12 tipos de açúcares 

(alguns deles bastante raros), arranjados entre si numa forma complexa.  

 Para além dos três principais polissacarídeos pectidícos descritos acima, são 

ainda conhecidas outras duas estruturas pectidícas – as xilogalacturonanas e as 

apiogalacturonanas, presentes em pequenas percentagem e expressas apenas por 

algum tipo de plantas e/ou tecidos vegetais.  

  Até recentemente era consensual representar a pectina como sendo uma 

cadeia principal constituída por HGA, onde pontualmente se inseriam zonas 

ramificadas de RG-I e RG-II, tal como é esquematizado na Figura 3.2a. No entanto, 

recentemente foi proposta uma nova estrutura para descrever a pectina12. Neste 

novo modelo, representado na Figura 3.2b, a pectina é representada como sendo 

uma cadeia principal constituída por RG-I e onde as HGA, juntamente com as RG-II, 

são consideradas como ramificações longas desta cadeia.  

 O facto de um modelo para a estrutura básica da pectina ainda não estar 

completamente estabelecido reflecte bem a extrema complexidade e diversidade 

estrutural deste tipo de polissacarídeos. Sabe-se que a estrutura fina das pectinas 

pode ser altamente heterogénea entre diferentes tipos de plantas, entre tecidos, e 

até mesmo dentro de uma única parede celular. Também o tamanho das cadeias dos 

principais domínios pode variar consideravelmente e sabe-se que composição e 

estrutura dos açúcares da região RG-I são altamente variáveis. Pelo contrário, há 

estudos que indicam que a estrutura RG-II é consideravelmente conservada de 

espécie para espécie. 
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Figura 3.2 Representação esquemática da estrutura básica da pectina. a) Modelo 
convencional. b) Modelo alternativo (imagem adaptada de Willats et al 3). 

 

3.1.2 Pectina comercial 

 A estrutura da pectina descrita anteriormente corresponde ao que se pensa 

ser a pectina tal como ela existe nas plantas intactas, designada por pectina nativa 

ou protopectina.  

 Na produção industrial das pectinas, a maior parte da região ramificada é 

perdida durante o processo extractivo. Assim, a pectina comercial é composta 

principalmente por resíduos de ácido galacturónico (tipicamente mais de 70%), com 

um grau de esterificação, GE (definido como a razão entre o número de unidades de 

ácido galacturónico esterificadas com o grupo metilo e o número total de unidades 

de ácido galacturónico), entre 30 a 80%. 

 Por esta razão, muitas vezes a pectina comercial é considerada como sendo 

apenas um polímero linear de resíduos de ácido D-galacturónico (AGal) unidos por 

uma ligação -(14) e com  parte dos grupos carboxílicos parcialmente 

esterificados com o grupo metilo (Figura 3.3).  Contudo esta representação é uma 

simplificação da realidade pois, em maior ou menor grau, parte da região ramificada 

da pectina é retida após o seu processamento industrial.  
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Figura 3.3 Poli -(14) (ácido D-galacturónico) parcialmente  esterificado com grupos 
metilo  (também designado por Poli -(14) (metil galacturonato)). 

 

 Na Tabela 3.1 encontra-se a composição típica de duas pectinas comerciais 

obtidas a partir de resíduos de frutos cítricos e de maça, as duas grandes fontes de 

matéria-prima da indústria de produção de pectinas14. Sendo constituídas 

maioritariamente por ácido galacturónico, na sua composição existe ainda uma 

quantidade significativa de açúcares neutros e uma percentagem residual de 

proteínas e de compostos fenólicos. Estima-se também que algumas unidades de 

AGla se encontrem acetiladas, num grau de 1.5% para as pectinas de limão e de 5% 

para a pectina de maçã. Encontra-se ainda uma pequena percentagem de compostos 

inorgânicos (principalmente iões sódio e potássio). A pectina extraída da maça 

contém mais açúcares neutros e mais compostos fenólicos mas menos proteínas que 

a pectina de limão.  

 

Tabela 3.1 Composição típica de duas pectinas comerciais (composição representada em 
percentagem de massa seca)14. 

Componente (%) Citrinos (Limão) Maçã 
Ácido galacturónico anidro 76.4 60.8 
Grupos metoxilo (% GE) 4.4 (71.5) 3.6 (74.3) 
Grupos acetilo (% GAc) 0.26 (1.4) 0.72 (5.0) 
Açúcares neutros 8.5 27 
Proteínas 3 1.6 
Fenóis 0.18 0.59 
Cinza 2.38 1.89 

 

 O grau de esterificação das pectinas (GE) é o parâmetro que mais influência 

tem nas suas propriedades funcionais, tendo uma importância fundamental na sua 
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solubilidade e nas suas condições de gelificação. Por esta razão as pectinas 

comerciais são classificadas em duas categorias, de acordo com o seu grau de 

esterificação: Pectinas de elevado grau de esterificação - pectinas EGE- quando estas 

têm um GE superior a 50%, e pectinas de baixo grau de esterificação - pectinas BGE- 

para as pectinas de com um GE inferior a 50%.  

 Industrialmente são ainda produzidas as chamadas pectinas amidadas4, onde 

parte dos grupos éster são substituídos por grupos amida, sendo o grau de amidação 

(GA) resultante definido como a razão entre as unidades de ácido galacturónico 

amidadas e as unidades de ácido galacturónico totais. Normalmente este tipo de 

pectinas é produzido a partir pectinas com elevado grau de esterificação, resultando 

em pectinas com GE menor de 50% e GA entre 10% e 25%, sendo por esta razão 

designadas por pectinas amidadas de baixo grau de esterificação (pectinas ABGE).  

3.1.3 Produção industrial  

 Como já foi referido, as pectinas comerciais são quase exclusivamente obtidas 

a partir dos resíduos de frutos cítricos (limão, laranja e lima) e de maçã, os quais se 

encontram disponíveis em grandes quantidades enquanto subprodutos da indústria 

alimentar.  

 A pectina contida nestes resíduos (10-15%, em base seca, para os resíduos de 

maçã, e 20 a 30% para os resíduos de frutos cítricos), é extraída com água quente 

acidificada por um ácido forte (ácido nítrico) 4, 15. As condições de extracção típicas 

são pH entre 1 e 3, temperatura de 50 a 90ºC, e um tempo de extracção de 3 a 12 

horas. A razão sólido/solvente utilizada é escolhida de forma a que, no final da 

extracção, a concentração de pectina em solução seja cerca de 5-10g/l. Dependendo 

das condições de extracção e da matéria-prima, o GE da pectina extraída varia entre 

55% e 80%. 

 Depois da extracção, a solução aquosa obtida é filtrada, para remover os 

sólidos insolúveis, e feita passar por uma resina de permuta iónica, para remover os 

iões cálcio, sendo de seguida concentrada por evaporação ou por filtração por 

membranas.  

 A pectina é então precipitada e lavada com álcool (normalmente álcool 

isopropílico), prensada, seca, moída e as partículas obtidas peneiradas de forma a 

obter um pó com uma distribuição de tamanhos controlada.  
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 Na produção de pectinas com um GE <55%, um passo de de-esterificação 

adicional é realizado depois da extracção. Este pode ser feito imediatamente antes 

da precipitação, por tratamento ácido da pectina dissolvida, ou imediatamente 

depois da precipitação, por reacção com uma base forte (como por exemplo NaOH), 

com a pectina suspensa no álcool. Se neste último método for utilizada amónia como 

o reagente básico, alguns grupos éster (OCH3) são convertidos, por amonólise, em 

grupos amida (ONH2), obtendo-se dessa forma as chamadas pectinas amidadas.  

 Por ser obtida a partir de um produto natural, a pectina assim extraída é 

bastante polidispersa, podendo apresentar, em diferentes batchs, variações 

significativas no que diz respeito ao peso molecular médio, grau de esterificação, 

presença de outros substituintes (como grupos amida e grupos acetilo) e 

percentagem de AGla. Assim, no final do processo, é necessário fazer a sua 

padronização para que as características do produto final obedeçam a uma série de 

especificações. Algumas dessas especificações, como a % de AGla, são gerais para 

todos os tipos de pectinas e são estabelecidas pelas autoridades competentes. Outras 

especificações caracterizam um tipo de pectina em particular, sendo implementadas 

para garantir que as propriedades do produto final sejam as adequadas para o uso a 

que é destinado. Estas especificações podem envolver propriedades simples de 

padronizar, como o grau de esterificação e a percentagem de AGla, ou mais 

complexas, como a força de gelificação.  

 A padronização é feita misturando quantidades adequadas de diferentes 

batchs de forma as propriedades da mistura final obedeçam às especificações 

pretendidas. Se as especificações incluírem a força de gelificação, como é o caso das 

pectinas comerciais que têm como destino a indústria alimentar, podem ser ainda 

adicionados açúcares, normalmente a sacarose.   

 

3.1.4 Propriedades da pectina 

3.1.4.1 Propriedades ácidas 

 Devido à presença das unidades de AGla, a pectina apresenta as propriedades 

características de um ácido fraco poliprótico e, como tal, sem um pKa bem definido. 

Os valores apresentados na literatura para o pKa (correspondente a 50% de grupos 
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carboxílicos dissociados) situam-se entre 3.5 e 4.5. Estimativas do pK intrínseco (o 

pK extrapolado para os zero graus de dissociação) varie entre 2.9 e 3.34. 

3.1.4.2 Gelificação e interacções com outros biopolímeros 

 Como já foi referido, as pectinas são muito utilizadas pela indústria alimentar 

na preparação de uma grande variedade de produtos. Uma das razões desta extensa 

utilização advém da sua capacidade para formar géis físicos em meio ácido, na 

presença de iões divalentes ou de açucares.  

 A gelificação das substâncias pectidícas pode ocorrer por via de dois 

mecanismos diferentes, sendo o mecanismo dominante na formação de um gel de 

pectina determinado pelo grau de esterificação.  

 As pectinas de elevado grau de esterificação (pectinas EGE) gelificam a um pH 

inferior a 3.8 e na presença de sólidos solúveis (tipicamente açucares) numa 

concentração superior a 55% (m/m)4. Estas condições promovem as interacções 

entre as moléculas de pectina, permitindo a formação e estabilização de zonas de 

junção, quer por meio da formação de ligações de pontes de hidrogénio entre os 

grupos –COOH e OH, quer pelo estabelecimento de interacções hidrofóbicas entre 

grupos metilo16. Este mecanismo de gelificação encontra-se presente em muitas das 

utilizações comerciais da pectina, nomeadamente na produção de geleias e de 

compotas.  

 As pectinas de baixo grau de esterificação, pectinas BGE, amidadas ou não, 

apresentam um mecanismo de gelificação completamente diferente e que requer um 

pH superior a 3 e a presença de uma quantidade suficiente de iões metálicos di- ou 

tri-valentes4, 16. O processo de gelificação deste tipo de pectinas é semelhante ao que 

ocorre na gelificação do alginato, sendo descrito por um modelo denominado de egg 

box17. Este mecanismo envolve a formação de complexos iónicos coordenados entre 

os grupos carboxílicos dissociados da pectina e os catiões di- ou tri-valentes. Na 

indústria alimentar, o ião Ca2+ é normalmente utilizado. Como a gelificação deste 

tipo de pectinas não requer a presença de açúcares, estas são utilizadas na 

preparação de compotas e geleias com baixo teor de açúcar.  

 Sendo que o grau de esterificação é o factor que determina o tipo de 

mecanismo pelo qual as pectinas gelificam, outros factores intrínsecos das moléculas 

de pectina, como o padrão de distribuição dos grupos carboxílicos livres, o peso 
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molecular, o grau de amidação, a presença de grupos acetilo e de regiões 

ramificadas, vão também determinar as propriedades finais dos géis obtidos.  

 A pectina interage com outros biopolímeros em solução como é o caso de 

proteínas e outros polissacarídeos. Dependendo da natureza do outro biopolímero, e 

de factores como o pH, força iónica, concentração e temperatura, pode-se observar a 

co-existência dos dois biopolímeros em solução ou, pelo contrário, o aparecimento 

de fenómenos de separação de fases segregativos ou associativos, como por exemplo 

a coacervação complexa18. 

 A estabilização de bebidas lácticas acidificadas, como é o caso dos iogurtes 

líquidos, é um exemplo de aplicação das pectinas comerciais na indústria alimentar 

que envolve a interacção entre este polissacarídeo e as proteínas do soro de leite. 

Nesta aplicação, a pectina actua como agente estabilizante ao ligar-se, por meio de 

interacções electrostáticas, às proteínas do leite, nomeadamente à caseína, 

impedindo dessa forma a tendência que estas proteínas têm de, em pH ácido (pH4) 

se agregarem e formarem precipitados3, 4.  

3.1.4.3 Degradação química  

 As pectinas, em soluções aquosas, sofrem reacções de de-esterificação e 

despolimerização (Figura 3.4), apresentando uma estabilidade máxima em soluções 

aquosas a um pH entre 3 e 43, 4. Acima ou abaixo destes valores de pH a velocidade 

de ambas as reacções aumenta, especialmente quando estas condições são 

combinadas com temperaturas elevadas.  

 A pH alcalino, as cadeias das homogalacturonanas despolimerizam 

rapidamente por eliminação  da ligação glicosídica -(14). As pectinas EGE são 

particularmente vulneráveis a este tipo de reacção. Para um pH inferior a 4, a 

pectina sofre despolimerização por hidrólise das ligações glicosídicas. As pectinas 

BGE são mais sensíveis a esta reacção. 
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Figura 3.4 Mecanismos mais comuns de degradação das pectinas (adaptado de 
Zachariassen15). 

3.1.4.4 Degradação enzimática 

 As substâncias pectidícas são degradadas por um largo e heterogéneo grupo 

de enzimas, designadas por pectinases ou enzimas pectinolíticas, produzidas por 

plantas e por microrganismos19-21. 

 Estas enzimas estão divididas em três grandes grupos: I) Protopectinases; II) 

Pectinoesterases; III) Enzimas despolimerizantes.  

 I) As protopectinases são responsáveis pela transformação da protopectina 

(insolúvel) em pectina solúvel com um elevado grau de polimerização. Estas são 

também conhecidas por enzimas digestivas, pois separam a protopectina dos 

restantes constituintes das paredes celulares a que ela possa estar ligada.  

 II) As pectinoesterases (PE) catalisam a de-esterificação da ligação éster dos 

resíduos AGla metoxilados, transformando o Poli -(14) (metil galacturonato) em 

Poli -(14) (ácido D-galaturónico). 

 III) As enzimas despolimerizantes quebram a ligação glicosídica -(14) 

entre as unidades galacturónicas da pectina, quer por hidrólise (hidrolases) quer 

por eliminação  (liases).  

 As hidrolases e liases que atacam preferencialmente as ligações glicosídicas 

estabelecidas entre resíduos de AGla esterificados são designadas por poli-

metilgalacturonases (PMG) e poli-metilgalactaronato liases (PMGL), 

respectivamente. As enzimas que actuam preferencialmente sobre as ligações 
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glicosídicas estabelecidas entre duas unidades de ácido galaturónico são chamadas 

de poligalacturonases (PG), no caso das hidrolases, e poligalacturonato liases (PGL), 

no caso das liases. Estas quatro categorias de enzimas podem ser ainda classificadas 

de acordo com o seu padrão de acção, ou seja, se quebram as ligações glicosídicas 

aleatoriamente (endo-enzimas) ou se actuam apenas sobre a ligação terminal (exo–

enzimas). Na Figura 3.5 encontra-se esquematizado o modo de actuação das 

pectinoesterases e das enzimas despolimerizantes referidas acima.  

 As pectinases são produzidas industrialmente em culturas microbianas sendo 

um produto com um elevado potencial comercial: estima-se que a comercialização 

destas constitui cerca de 25% do valor das vendas de todas as enzimas consumidas 

pela indústria alimentar a nível mundial20.  

 

 

 

Figura 3.5 Modo de actuação de algumas pectinases (adaptado de Alkorta et al19): PE – 
Pectinoesterase (EC 3.1.1.11); PMGL – Poli(metilgalacturonato) liase; PMG – Poli 

metilgalacturonase; PGL – Poligalacturonato liase (EC 4.2.2.2); PG – Poligalacturonase (EC 
3.2.1.15). 

 



Capítulo 3 

82 
 

3.1.4.5 Actividade biológica e farmacológica 

 Numa dieta ocidental normal, cada pessoa ingere cerca de 4 a 5 g de pectina 

por dia, estando o seu consumo associado a vários benefícios para a saúde humana, 

em parte devido à sua função enquanto fibra dietética. Existem evidências da relação 

entre o consumo desta e a redução do colesterol no sangue. Este polissacarídeo 

actua também como um profilático natural contra o envenenamento por catiões 

tóxicos, como o chumbo e o mercúrio, ao remover estes metais do tracto 

gastrointestinal. A pectina é também conhecida pela sua eficácia no tratamento da 

diarreia, sendo administrada frequentemente a crianças e animais22.   

 Vários estudos demonstram também a actividade anti-cancerígena de 

algumas substâncias pectidícas (como a redução do crescimento de tumores e 

inibição da formação de metástases), particularmente a chamada pectina de citrinos 

modificada – uma pectina de baixo peso molecular (20 a 30 kDa) obtida a partir de 

frutos citrinos e de um tratamento a pH e temperatura elevados23-25.  Embora estes 

estudos tenham demonstrado o potencial dos polissacarídeos pectidícos enquanto 

agentes terapêuticos de doenças cancerígenas, ainda se encontra por elucidar os 

mecanismos pelos quais as pectinas induzem a apoptose de células cancerígenas e 

inibem a propagação de metáteses, bem como ainda não é claro, devido à sua 

complexidade estrutural, que tipos de estruturas moleculares em particular são 

responsáveis por esta actividade. No entanto, a maioria das evidências obtidas até 

agora sugerem que as zonas ramificadas da pectina desempenham um papel 

importante na sua actividade anti-cancerígena bem como em outras propriedades 

bioactivas 3.  

3.1.5 Aplicações comerciais  

 O mercado global das pectinas apresenta um crescimento anual de cerca de 

3.5% e um volume anual de vendas estimado em 34 000 toneladas, com um valor de 

mercado de cerca de 400 milhões de euros15. No gráfico apresentado na Figura 3.6 é 

possível observar que a grande maioria das pectinas, cerca de 94%, tem como 

destino final a indústria alimentar, sendo que mais de um terço destas é utilizada na 

confecção de geleias e gelatinas. A utilização das pectinas na produção de bebidas 

lácticas acidificadas ou fermentadas é outra das grandes aplicações na indústria 

alimentar, encontrando-se esta aplicação em rápido crescimento.  
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 As indústrias farmacêutica e de produtos de higiene pessoal são responsáveis 

pelo consumo da restante produção de pectinas (cerca de 6% da produção total), 

utilizando estas na produção de cosméticos, loções, pasta de dentes, produtos para 

os cabelos e pele e ainda compressas para o tratamento de feridas e sacos colectores 

para doentes ostomizados15.  

 

 

Figura 3.6 Estimativa do peso das diversas aplicações das pectinas no mercado global 
(adaptado de Zachariassen15). 

 

 

3.2 Aplicações da pectina em sistemas de libertação de 
compostos bioactivos 

 Tal como outros polissacarídeos, a pectina tem sido investigada como matriz 

para a incorporação e libertação controlada de compostos bioactivos. Devido às 

propriedades desta, a maior parte da investigação nesta área encontra-se focada no 

desenvolvimento de sistemas de libertação destinados a actuarem em zonas 

específicas do tracto gastrointestinal.  

3.2.1 Libertação específica de compostos bioactivos no cólon por via 
oral 

 Os polissacarídeos têm sido extensivamente utilizados na formulação de 

sistemas de libertação capazes de, quando administrados por via oral, actuarem 

numa zona específica do tracto gastrointestinal - o cólon.  
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 As propriedades dos polissacarídeos têm sido exploradas para ultrapassar 

uma série de desafios que o desenvolvimento destes sistemas apresenta: por um 

lado, estes sistemas têm de permanecer intactos no seu trânsito pelo tracto 

gastrointestinal (TGI) superior, de forma a proteger os compostos bioactivos da 

degradação química e enzimática e, por outro lado, devem ter a capacidade de 

libertar os compostos incorporados logo que atinjam o seu alvo.   

 As pectinas, em particular, têm sido bastante estudadas enquanto material 

para a construção deste tipo de sistemas7, 9, 10, 22: estas são resistentes às proteases e 

amilases activas na zona superior do TGI mas são degradadas pelas enzimas 

produzidas por uma grande variedade de microrganismos presentes unicamente no 

cólon. Por outro lado, as pectinas apresentam sensibilidade a variações de pH, tendo 

uma tendência para formar agregados insolúveis em meio ácido (meio característico 

do estômago). Pelo contrário, em meios neutros ou perto da neutralidade (como se 

verifica no cólon), têm tendência a expandir-se e dissociar-se. Para além destas 

propriedades, que teoricamente possibilitariam a libertação de compostos 

bioactivos preferencialmente na zona do cólon, as pectinas exibem outras 

propriedades atractivas como a sua biocompatibilidade, mucoadesividade e a 

capacidade de gelificar facilmente na presença de agentes não tóxicos e não 

agressivos para os compostos bioactivos. 

 Têm sido preparados sistemas de libertação, que têm como alvo o cólon, 

utilizando somente a pectina ou a pectina em combinação com outros polímeros. 

Esta tem sido utilizada basicamente de duas formas:  

 - Como sistema matricial, onde são incorporados os compostos bioactivos 

dispersos ou dissolvidos, formulada na forma de géis, partículas e comprimidos.  

 - Incorporada em filmes de revestimento.  

 Na Tabela 3.2 encontra-se o resumo de alguns trabalhos encontrados na 

literatura e exemplificativos dos diversos modos como a pectina tem sido utilizada 

na preparação de sistemas de libertação específica no cólon. A actuação destes 

sistemas tem sido investigada in vitro e em alguns casos in vivo, utilizando variados 

compostos bioactivos, desde moléculas de baixo peso molecular, hidrofílicas e 

hidrofóbicas, até biomacromoléculas terapêuticas. 



 

 
 

Tabela 3.2 Resumo de alguns trabalhos publicados na literatura sobre a utilização da pectina no desenvolvimento de sistemas de libertação específica 
no cólon. 

Forma de 
utilização da 

pectina 

Composto 
activo 

Descrição Desempenho Ref. 

 Insulina Comprimidos de pectinato de cálcio (PCa) e 
insulina 

In vivo (cães): Os comprimidos começavam a libertar insulina 
passado pouco tempo de serem ingeridos. 

28 

 BSA Partículas de pectinato de cálcio obtidas por 
gelificação ionotrópica. 

In vitro: perfil de libertação dependente do tipo de pectina 
utilizada (pectina BGE ou pectinas ABGE) e extensão de 
reticulação.  

27 

 Indometacina  Comprimidos pectina EGE + cloreto de cálcio + 
indometacina 

In vitro: A compexação in situ da pectina com iões cálcio permite 
uma libertação retardada do composto activo.  

26 

 Teofilina Partículas de pectinato de cálcio revestidas 
com Eudragite®100 

In vitro: Perfis de libertação adequados para sistemas específicos 
de libertação no cólon. 

30 

Matrizes Marcador 
radioactivo 

Comprimidos de PCa/pectina ou PCa/goma de 
guar revestidos com Eudragite®L 

In vivo (humanos): Comprimidos desintegraram-se apenas no 
cólon. 

32 

 Indometacina  Comprimidos de HPMC/pectina EGE/cloreto 
de cálcio 

In vivo (cães): concentração máxima de indometacina no sangue 
atingida 4 horas depois da ingestão dos comprimidos. 

36 

 Vancomicina Partículas de pectina/quitosano. Comprimidos 
de vancomicina/partículas de 
pectina/quitosano. 

In vitro: Perfis de libertação adequados para sistemas específicos 
de libertação no cólon. 

35, 37 

 BSA Partículas de pectina/alginato/quitosano In vitro: sistemas com elevada sensibilidade ao pH e susceptíveis 
de degradação enzimática. 

38 

     
 Marcador 

radioactivo 
Revestimento por compression coating com 
Pectina EGE 

In vivo (humanos): Comprimidos desintegraram-se apenas no 
cólon. 

42 

 Insulina Comprimidos com insulina revestidos por 
compression coating  com PCa.  

In vivo (cães): elevação abrupta da concentração de insulina no 
sangue passado 5 a 8 horas depois da ingestão. 

28 

Filmes de 
revestimento 

Marcador 
radioactivo 

Revestimento por compression coating com 
Pectina/HPMC 

In vivo (humanos): Comprimidos desintegraram-se apenas no 
cólon. 

44 

 Paracetamol Revestimento por spray-coating com 
dispersões de pectina e etilcelulose 

In vitro: Perfis de libertação modelados pela quantidade de pectina 
presentes nos filmes. Revestimento sensível ao ataque enzimático. 

52 

 Teofilina Revestimento por spray-coating com pectina 
EGE ou PCa e dispersões de etilcelulose ou 
acrílicas  

In vitro: Os revestimentos de pectina EGE com o polímero acrílico 
Eudragite ®NE30D revelaram-se os mais eficazes na retardação da 
libertação do fármaco. 

48, 49 
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 Sistemas matriciais 

 Quando utilizada isoladamente, a pectina tem sido frequentemente utilizada 

na sua forma complexada com iões cálcio, os chamados pectinatos de cálcio9, 26-29. 

Como foi referido anteriormente, as pectinas de baixo grau de esterificação formam 

géis na presença de iões cálcio e outros iões di- ou trivalentes. Estes géis são estáveis 

em meios com pH baixo, sendo capazes de absorver uma quantidade de água 

considerável sem se dissolverem, e simultaneamente conservam a susceptibilidade 

das pectinas às enzimas produzidas pela microflora presente no cólon.  

 Num trabalho pioneiro, Rubinstein et al29 preparou pectinatos de cálcio a 

partir de pectina de-esterificada (GE 16%), utilizando estes para formular 

comprimidos matriciais com indometacina, uma droga com uma solubilidade aquosa 

muito reduzida. A degradação das matrizes e a libertação do fármaco foram 

avaliados in vitro, na presença de Pectinex 3XL, uma mistura típica de várias 

pectinases, e na presença da bactéria Bacteroides ovatus, uma estirpe presente na 

microflora do cólon humano. Os autores verificaram que a taxa de degradação das 

matrizes era influenciada positivamente pela concentração das enzimas em solução 

e que a velocidade de libertação do fármaco aumentava consideravelmente na 

presença destas. Este trabalho é referido como dos primeiros a provar o potencial da 

utilização da pectina enquanto material para o desenvolvimento de sistemas de 

libertação específica no cólon sensíveis à microflora presente nesta região do TGI. 

 Liu et al9 estudaram a influência da quantidade de cálcio utilizada nas 

propriedades reológicas destes tipos de géis e no seu desempenho enquanto 

sistemas de libertação, tendo concluído que existe uma quantidade de cálcio óptima 

para a formação dos géis, a qual maximiza a força de gelificação destes e minimiza a 

velocidade de libertação da droga incorporada. Outros autores investigaram ainda a 

influência do grau de esterificação e amidação da pectina nas propriedades dos géis 

produzidos27.  

 Outra estratégia investigada foi a formação de géis de pectinato de cálcio in 

situ. Wei et al26 prepararam comprimidos de pectina e de indometacina aos quais 

adicionaram várias percentagens de cloreto de cálcio, partindo do pressuposto que, 

em contacto com um meio aquoso a pectina complexaria com os iões de cálcio 

dissolvidos, formando assim um gel que retardaria a libertação da droga. Este 
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pressuposto verificou-se, tendo-se também observado que a taxa da libertação do 

fármaco diminuía com o aumento das quantidades de cálcio nas formulações.  

 Os diversos estudos envolvendo pectinatos de cálcio levou os investigadores 

a concluírem que, devido à elevada hidrofilicidade destas matrizes, a aplicabilidade 

destas enquanto sistemas efectivos de libertação específica no cólon se encontra 

restringida, na melhor das hipóteses, à libertação de moléculas pouco solúveis em 

meio aquoso9. Com efeito, estudos in vivo realizados com compostos bioactivos 

hidrofílicos, como por exemplo a insulina28, revelaram que os pectinatos de cálcio, 

embora retardem a libertação do composto activo, começavam a libertar este muito 

antes de atingirem o cólon. 

 Desta forma, o revestimento das matrizes de pectina com vários polímeros, 

em particular com polímeros entéricos da família Eudragite®, tem sido proposto 

para aumentar a eficiência destas matrizes enquanto sistemas de libertação 

específica de fármacos hidrofílicos no cólon30-32. Por exemplo, Maestrilli et al30 

revestiu com Eudragit®S100 micropartículas de pectinato de cálcio preparadas por 

gelificação ionotrópica e investigou a libertação in vitro da droga modelo teofilina, 

numa sequência de meios que simulava as várias condições de pH encontradas ao 

longo do tracto gastrointestinal. Estes autores verificaram que, com um 

revestimento com uma espessura adequada, as partículas de pectinato de cálcio 

possuíam a capacidade de libertar a teofilina de forma modelada, inibindo de forma 

completa a libertação da droga nas primeiras 2 horas de libertação em ambiente 

gástrico (pH 1.1) e limitando a 10% a sua libertação nas duas horas seguintes, 

ocorridas num meio que simulava as condições do intestino delgado (pH 6.8), e 

libertando a restante droga em menos de 24 horas, num meio que simulava as 

condições de pH do cólon (pH 7.4). Investigações in vivo sobre a desintegração de 

matrizes de pectinato de cálcio revestidas com polímeros entéricos revelaram ainda 

que estas atingiam o cólon praticamente intactas, desintegrando-se depois 

completamente passado apenas algum tempo32. 

 Outro modo de aproveitar as propriedades favoráveis das pectinas, por um 

lado, e de desenvolver matrizes mais estáveis e menos hidrofílicas, por outro, é a 

combinação da pectina com outros polímeros, particularmente outros 

polissacarídeos, como por exemplo, o quitosano e a hidroxipropilmetilcelulose33-38. 
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 Até agora os sistemas mais investigados envolveram a combinação da pectina 

com o quitosano. O interesse desta combinação prende-se com as propriedades 

sobejamente conhecidas do quitosano, e com o facto destes dois polímeros, por 

possuírem grupos ionizáveis de natureza oposta, interagirem entre si por forças 

electrostáticas, tendo a capacidade de formar complexos polielectrolíticos 

insolúveis.  

  Na literatura encontram-se diversos trabalhos sobre a possível utilização 

enquanto veículos para a entrega específica de compostos bioactivos no cólon de 

matrizes compostas por pectina e quitosano (ou de derivados de quitosano), 

formuladas sobretudo na forma de partículas e micropartículas34, 35, 37-40. Estas 

partículas são preparadas apenas pela complexação polielectrolítica da pectina e do 

quitosano, em meios com um pH intermédio dos pKa dos dois polissacarídeos, ou 

formadas na presença de agentes retículantes, quer da pectina (Ca2+), quer do 

quitosano (tripolifosfato). Estes trabalhos focaram-se sobretudo na optimização das 

propriedades destas formulações que são relevantes para o seu desempenho 

enquanto sistemas específicos de libertação no cólon, como por exemplo a 

sensibilidade ao pH e à degradação enzimática. Variando as proporções dos dois 

polímeros e a concentração dos agentes retículantes, entre outras variáveis de 

processo, é possível encontrar as formulações com um comportamento de inchaço 

mais favorável, isto é, que exibam um baixo grau de inchaço a pH ácido e o maior 

grau de inchaço possível em meios com valores de pH iguais aos encontrados no 

cólon.   

 Um exemplo destes estudos é o trabalho desenvolvido por Bigguci et al35, 37 

sobre o estudo de matrizes compostas de pectina e de quitosano enquanto veículos 

para a libertação de vancomicina no cólon. Estes autores prepararam complexos de 

pectina e de quitosano, utilizando várias proporções dos dois polímeros e meios de 

complexação com diferentes valores de pH. Os complexos formados foram 

processados em micropartículas por spray drying. O fármaco foi incorporado 

durante a formação dos complexos ou, alternativamente, foi misturado fisicamente 

com as micropartículas, e a mistura processada em comprimidos. Os autores 

estudaram as condições de formação dos complexos que maximizavam a 

sensibilidade ao pH e as propriedades mucoadesivas destes. Os testes de libertação 

in vitro confirmaram a capacidade dos sistemas preparados de limitarem a 
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libertação do fármaco em meio ácido, libertando este preferencialmente num meio 

com pH semelhante ao presente no cólon (7.4). Adicionalmente, estudos de 

libertação na presença de pectinases revelaram que a percentagem do fármaco 

libertado aumentava consideravelmente, indiciando assim a susceptibilidade destas 

matrizes à degradação enzimática.  

 

 Filmes de revestimento 

 O revestimento com filmes poliméricos de formulações sólidas administradas 

por via oral é frequentemente usado na indústria farmacêutica como forma de 

atingir uma libertação sustentada41. Assim, e devido às propriedades já 

mencionadas, a pectina, isoladamente ou em combinação com outros polímeros, tem 

sido utilizada no revestimento de formulações sólidas destinadas à libertação 

específica no cólon28, 42-52.  

 Ashford et al42 revestiram com pectina EGE comprimidos de sorbitol com 

vestígios de um marcador radioactivo e investigaram o comportamento destes in 

vivo, em voluntários humanos. O revestimento foi feito por compression-coating, um 

processo onde o material de revestimento, em estado sólido, é submetido a pressões 

elevadas de forma a formar uma camada de revestimento em torno de um material 

central. Em todos os voluntários observou-se que a desintegração dos compridos 

revestidos com pectina se processava apenas no cólon. Contudo, os investigadores 

verificaram que, para impedir o sistema de começar a libertar o composto 

radioactivo antes deste atingir o cólon, era necessário um filme de revestimento com 

uma espessura considerável. Assim, os autores sugeriam o revestimento com filmes 

de pectinato de cálcio, por ser um derivado da pectina com mais resistência à 

dissolução e que no entanto mantém a capacidade de ser degradado pela microflora 

presente no cólon.  

 Rubinstein & Radai28 exploraram esta sugestão e utilizaram a técnica de 

compression coating para revestir comprimidos contendo insulina com um filme de 

pectinato de cálcio, tendo monotorizado de seguida a libertação da proteína in vivo a 

partir dos comprimidos revestidos, utilizando cães pancreatectomizados. Estes 

autores verificaram que, em alguns animais, existia um atraso na libertação, 

observando-se uma elevação abrupta da concentração de insulina no sangue 

passado apenas 5 a 8 horas depois da ingestão da formulação, um intervalo de 
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tempo suficiente para esta transitar do estômago até ao intestino grosso do cão. No 

entanto, em alguns casos, observava-se uma libertação de insulina logo a partir dos 

tempos iniciais. Estes resultados foram atribuídos às limitações técnicas associadas 

ao método de compression-coating, com o qual é difícil obter um revestimento 

homogéneo em termos de espessura e densidade. Desta forma, os revestimentos 

formados por esta técnica apresentam uma maior probabilidade de colapsarem e de 

desintegrem-se antes de atingirem o cólon. 

 O desempenho de outros filmes preparados por compression-coating e 

constituídos por uma mistura da pectina com outros polímeros, nomeadamente a 

hidroxipropilmetilcelulose e o quitosano, foram também investigados43-47, 50, 51. 

Estudos de libertação, in vitro e in vivo, de comprimidos revestidos com estes filmes 

demonstraram a capacidades destes em retardar a libertação de compostos 

bioactivos. Além disso verificou-se que a taxa de libertação dos compostos activos 

protegidos por estes filmes aumenta na presença de enzimas pectinolíticas, o que 

indica que a pectina, quando misturada com outros polímeros, continua a manter a 

sua susceptibilidade à degradação enzimática.  

 O revestimento de formulações com dispersões aquosas de pectina e de 

polímeros insolúveis (ex: etilcelulose, eudragite®) foi também alvo da atenção dos 

investigadores48, 49.  

 Dispersões aquosas de pectina EGE e de etilcelulose foram investigadas no 

revestimento de comprimidos. A etilcelulose, por ser um polímero hidrofóbico, 

mascara a inerente solubilidade da pectina. A mistura destes dois polímeros permite 

assim a obtenção de um filme compósito com uma permeabilidade reduzida e capaz 

de proteger o fármaco de uma libertação prematura no TGI superior. Isto permitirá a 

libertação do princípio activo preferencialmente no cólon, onde a pectina encontra 

as condições mais propícias para se dissolver e onde é ainda degradada pela flora 

microbiana. 

 Wakerly et al52 utilizaram esta formulação para revestir comprimidos 

contendo paracetamol. Estes verificaram que a proporção entre os dois polímeros 

controlava o perfil de libertação do fármaco, sendo que o aumento da proporção de 

etilcelulose e da espessura do revestimento conduzia a uma menor taxa de 

libertação do fármaco, em meios aquosos a pH 1 e pH 7.4. A presença de enzimas 

pectinolíticas, num meio aquoso de pH 6, aumentava a taxa de libertação do 
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fármaco. Os autores argumentaram que os perfis de libertação observados eram 

compatíveis com um mecanismo de libertação que envolvia a formação de canais no 

filme protector, os quais eram formados pela dissolução da pectina no meio de 

libertação.  

 Semdé et al48, 49 investigaram a libertação de teofilina em comprimidos 

revestidos com filmes preparados com diferentes tipos e percentagens de pectina 

(pectina EGE ou pectinatos de cálcio) e de dispersões aquosas de etilcelulose 

(Aquacoat® EDC 30 ou Surelease®) ou de polímeros insolúveis de base acrílica com 

diferentes quantidades de grupos NH2 (Eudragite®NE30D, Eudragite®RS30D). 

Estes autores verificaram que o perfil de libertação deste fármaco era afectado por 

todas as variáveis estudadas, e sobretudo pelas proporções de pectina incorporadas 

nos filmes. Os revestimentos de pectina EGE com o polímero Eudragite®NE30D 

revelaram-se os mais eficazes na retardação da libertação do fármaco, atingindo o 

seu melhor desempenho quando estes tinham uma composição de pectina de 20% 

(m/m, relativamente ao polímero insolúvel). Curiosamente os autores verificaram 

que a libertação da teofilina dos comprimidos revestidos com estes filmes e com a 

percentagem de pectina referida, era mais lenta na presença de enzimas 

pectinolíticas do que na sua ausência.  

 Como conclusão, e analisando as várias abordagens propostas até agora para 

a utilização da pectina na preparação de sistemas de libertação específica no cólon, a 

mais promissora, em termos de viabilidade industrial, parece ser o revestimento de 

compridos com dispersões aquosas de pectina e de polímeros insolúveis. De facto, a 

técnica utilizada na formação destes filmes, spray-coating, é utilizada comummente 

pela indústria farmacêutica no revestimento de formulações sólidas, apresentando 

uma série de vantagens relativamente à técnica referida anteriormente- o 

compression-coating, onde a formação dos filmes é feita pela compressão dos 

materiais de revestimento em estado sólido. Refira-se, a propósito, que esta última 

técnica caiu em desuso há várias décadas, sendo utilizada apenas na preparação de 

algumas formulações muito específicas53.  

3.2.2 Sistemas de libertação mucoadesivos 

 Embora a maior parte da investigação dedicada ao desenvolvimento de 

sistemas de libertação à base de pectina se encontre centrado na aplicação desta na 
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formulação de sistemas de libertação específica no cólon, alguns estudos têm 

evidenciado também o potencial deste polissacarídeo na preparação de diversas 

formulações desenhadas para serem administradas topicamente em tecidos de 

natureza mucosa como, por exemplo, os olhos ou a cavidade nasal54-59. Nestas 

formulações, as propriedades mucoadesivas das pectinas são exploradas no 

aumento da biodisponibilidade do composto bioactivo através do aumento do tempo 

de residência do fármaco no local onde este é absorvido.  

 Refira-se que o desempenho da pectina enquanto polímero mucoadesivo é 

altamente dependente de algumas das suas propriedades, como o peso molecular, o 

grau de esterificação e o grau de amidação60-63. Desta forma é redutor e pouco 

esclarecedor classificar as pectinas, em geral, como bons ou maus polímeros 

mucoadesivos. No entanto a influência das diversas propriedades moleculares da 

pectina na manifestação de mucoadesividade não se encontram ainda 

completamente esclarecidas, encontrando-se na literatura resultados contraditórios 

sobre, por exemplo, a influência do grau de esterificação no aumento das 

propriedades mucoadesivas destes polissacarídeos.   

 Um exemplo de um sistema de libertação assente nas propriedades 

mucoadesivas da pectina foi proposto por Giunchedi et al58. Estes autores 

investigaram a utilização de microesferas de pectina BGE como forma de melhorar a 

fraca biodisponibilidade das formulações oftalmológicas convencionais (colírios). 

 Micropartículas de pectina, com um marcador florescente incorporado, foram 

preparadas pelo método de spray drying, tendo a distribuição deste ao longo do 

tempo nos tecidos pré-corneais sido investigada in vivo em coelhos albinos. 

Verificou-se que o marcador formulado com as micropartículas apresentava um 

aumento considerável do tempo de residência no local de administração, em 

comparação com o tempo de residência exibido por este quando administrado em 

solução (2.5 vs 0.5 h). Este estudo revelou ainda que, quando o piroxicam (um dos 

mais potentes anti-inflamatórios não esteróides) era administrado incorporado nas 

micropartículas, a biodisponibilidade deste no humor aquoso aumentava cerca de 

2.5 vezes comparativamente a quando este era administrado com as formulações 

comerciais.  

 A administração de fármacos por via nasal, tradicionalmente utilizada apenas 

no tratamento de patologias locais, como o congestionamento e alergias, é 
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presentemente vista com grande interesse enquanto via para a entrega de fármacos 

a nível sistémico e a nível do sistema nervoso central64. De facto, esta via apresenta 

várias vantagens, como uma rápida actuação dos fármacos, a ausência da primeira 

passagem a nível hepático e uma administração fácil e com elevada aceitação por 

parte dos pacientes.  

 As pectinas, nomeadamente pectinas BGE, apresentam um grande potencial 

enquanto veículos para a entrega de fármacos por via nasal. Devido às suas 

propriedades mucoadesivas, estas podem aumentar consideravelmente o tempo de 

residência do fármaco no local de absorção, aumentando dessa forma a 

biodisponibilidade deste. Por outro lado, sabe-se que soluções de pectinas BGE 

gelificam em contacto com a mucosa nasal (sem a necessidade de adicionar iões 

cálcio), o que permite o desenvolvimento de formulações com libertação 

prolongada. Este último aspecto torna-se muito vantajoso no desenvolvimento de 

formulações para a entrega de moléculas pequenas e lipofílicas, para as quais a 

mucosa nasal é altamente permeável. Explorando estas propriedades, a empresa 

farmacêutica Archimedes desenvolveu e patenteou um sistema de libertação à base 

de pectina destinado à administração nasal deste tipo de moléculas terapêuticas65. 

Este sistema de libertação, designado de PecSysTM, consiste numa solução de baixa 

viscosidade à base de pectina administrada sob a forma de spray na cavidade nasal66. 

Esta solução gelifica em contacto com a mucosa nasal permitindo, segundo os 

inventores, a modulação da absorção dos fármacos nela incorporados e a obtenção 

de perfis farmacocinéticos mais favoráveis: ao mesmo tempo que a rápida absorção 

do fármaco é preservada, com Tmax curtos (Tmax - tempo que corresponde à 

concentração máxima do fármaco na corrente sanguínea), o pico de concentração de 

fármaco (Cmax) é reduzido, atenuando dessa forma o aparecimento de efeitos 

secundários indesejáveis. Presentemente, a Archimedes tem vários produtos 

baseados nesta tecnologia em fase de testes clínicos. Destes, o mais promissor e que 

se encontra em fase mais avançada (fase III de teste clínicos), é um spray destinado à 

administração do analgésico citrato de fentanilo – o NasalFent®65, 66. Este fármaco é 

um analgésico altamente efectivo da família dos opiáceos, comummente utilizado no 

combate a episódios de dor repentina e intensa manifestada por cerca de 95% dos 

pacientes com doenças oncológicas.  
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3.2.3 Sistemas de libertação à base de pectina: perspectivas futuras. 

  Com a excepção de alguns casos, como o exemplo referido acima, e apesar 

dos resultados promissores apresentados na literatura, o potencial comercial da 

pectina na indústria farmacêutica, nomeadamente na produção de sistemas de 

libertação de fármacos, encontra-se ainda por realizar. Um dos maiores obstáculos à 

realização deste potencial deve-se à inerente complexidade e diversidade molecular 

deste polissacarídeo. Actualmente, a grande maioria das pectinas extraídas 

industrialmente tem como aplicação final a indústria alimentar. Desta forma, o 

controlo de qualidade e as características finais destes produtos são desenvolvidos 

de forma a satisfazer as necessidades e requisitos desta indústria, e não os requisitos 

da indústria farmacêutica que são, naturalmente, bem mais exigentes e complexos. 

Assim, e para que a pectina possa competir com outros polissacarídeos já utilizados 

pela industria farmacêutica, será necessário desenvolver produtos com uma elevado 

grau de padronização e bastante bem caracterizados a nível molecular. Isto 

implicará a investigação e o desenvolvimento de novas tecnologias de isolamento, 

purificação e caracterização destes polissacarídeos, só possíveis de realizar com o 

reconhecimento, por parte dos produtores de pectina, do potencial comercial 

subjacente a estas novas aplicações. 

 

3.3 Modificação química da pectina e preparação de 
hidrogéis de base pectina 

 Devido à disponibilidade de numerosos grupos funcionais, a modificação 

química e a reticulação química dos polissacarídeos têm sido extensivamente 

exploradas como forma de obter derivados destes com novas características e 

propriedades favoráveis para a sua utilização em aplicações específicas, como por 

exemplo, na preparação de sistemas de libertação controlada de moléculas 

bioactivas.  

 Também com a pectina estas estratégias foram investigadas. No entanto, e 

comparativamente com outros polissacarídeos, como por exemplo o quitosano e o 

alginato, o número de trabalhos publicados na literatura sobre a modificação 

química das pectinas é surpreendentemente escasso. 
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 A maioria dos estudos dedicados à modificação química da pectina tem como 

objectivo modificar a hidrofilicidade desta, através da introdução na sua estrutura 

de grupos alifáticos, aromáticos ou outros grupos hidrofóbicos.  

 Crescenzi & Callegaro67 patentearam um método de produção de ésteres de 

ácidos pécticos ou ácidos pectínicos num solvente orgânico em meio homogéneo. 

Como a pectina é praticamente insolúvel em todos os solventes orgânicos comuns, a 

solubilização desta em solventes como, por exemplo, o DMSO, requer a sua 

transformação prévia numa forma solúvel de sais de tetrabutilamónio (TBA). Esta 

transformação envolve normalmente a de-esterificação total ou parcial dos grupos 

COCH3, e a conversão dos grupos carboxílicos formados em sais de TBA, através de 

permuta iónica. Na forma de sais de TBA, a pectina é completamente solúvel em 

DMSO, e a reacção de esterificação ocorre na presença de agentes esterificantes 

como haletos alquílicos ou haletos arílicos (Figura 3.7). Como a reacção ocorre em 

meio homogéneo, o grau de modificação pode ser facilmente controlado através da 

variação das proporções dos reagentes. Para além disso, visto que a reacção ocorre 

em meio orgânico, a despolimerização por hidrólise das cadeias poliméricas ocorre 

numa fraca extensão.  

 A introdução de grupos hidrofóbicos altera drasticamente as propriedades 

das pectinas em meio aquoso, quer em termos de solubilidade (os derivados podem 

ser solúveis, parcialmente solúveis ou insolúveis), quer em termos das propriedades 

de gelificação e de emulsificação67-70. Desta forma, variando a natureza dos grupos 

introduzidos e controlando o grau de modificação, é possível desenvolver derivados 

da pectina que exibam propriedades optimizadas para uma aplicação específica.  

 

 

Figura 3.7 Esquema da modificação da pectina em meio homogéneo. 

 

 Sinitsya et al têm vindo a produzir e a caracterizar uma série de derivados de 

pectinas amidadas71-73. No método de modificação desenvolvido por estes 



Capítulo 3 

96 
 

investigadores a pectina de elevado grau de esterificação é modificada na presença 

de diferentes aminas primárias em metanol. Através da reacção de aminólise entre 

os ésteres de metilo da pectina e as aminas primárias obtêm-se pectinas 

parcialmente amidadas (Figura 3.8). Esta reacção ocorre em meio heterogéneo, com 

as partículas de pectina suspensas em metanol. Tal como no método referido 

anteriormente, variando a natureza da amina primária utilizada na modificação, é 

possível obter uma série de derivados de pectina com diferentes propriedades 

físico-químicas. No entanto, por esta reacção ocorrer em meio heterogéneo o grau de 

modificação é mais difícil de controlar.  

 

 

Figura 3.8 Esquema da reacção de formação de pectinas amidadas em meio heterogéneo. 

  

 A reticulação das cadeias de pectina através dos grupos funcionais OH ou 

COOH por agentes retículantes tais como o glutaraldeído, etileno glicol diglicidil éter 

e epicloridrina, tem sido uma estratégia investigada na preparação de hidrogéis 

químicos deste polissacarídeo70, 74, 75. Comparativamente com os hidrogéis físicos, de 

que são exemplo os pectinatos de cálcio, os hidrogéis químicos são mais estáveis, 

sendo que as propriedades destes, nomeadamente o grau de inchaço, podem ser 

facilmente manipuladas através da variação da densidade de reticulação. 

Adicionalmente, estudos de degradação efectuados com a presença de enzimas 

pectinolíticas indicam que estes conservam a sensibilidade à acção destas enzimas70. 

Estes hidrogéis têm sido indicados como possíveis veículos para a libertação 

controlada de fármacos. 

 A funcionalização da pectina com grupos insaturados terminais, e a sua 

consequente transformação em hidrogéis por reticulação radicalar, uma das 

estratégias vulgarmente apresentadas na literatura na preparação de hidrogéis 

químicos de uma variedade de polissacarídeos, foi apenas relatada por um grupo de 

investigação76-78. Nestes trabalhos, a funcionalização da pectina foi feita através da 



Capítulo 3 

97 
 

reacção com o reagente metacrilato de glicidilo, quer em condições homogéneas 

quer heterogéneas. 

 A preparação de hidrogéis híbridos de pectina e de polímeros sintéticos 

também já foi investigada. A combinação de polissacarídeos com polímeros 

sintéticos é uma estratégia bastante promissora, pois permite desenvolver materiais 

que retêm as propriedades favoráveis dos polissacarídeos, como a 

biocompatibilidade e a biodegrabilidade, ao mesmo tempo que apresentam 

melhores propriedades mecânicas, mais estabilidade e, dependendo do polímero 

utilizado, alguma sensibilidade a estímulos exteriores, como à temperatura e ao pH.  

 Na literatura, encontram-se alguns exemplos de hidrogéis híbridos de pectina 

preparados quer por co-polimerização de enxerto quer pela formação de redes 

poliméricas interpenetradas76, 79-83. O ácido acrílico, a acrilamida e a 

dimetilacrilamida foram os monómeros sintéticos utilizados. A conjugação da 

pectina com os polímeros resultantes da polimerização deste tipo de monómeros 

permite obter hidrogéis com uma elevada sensibilidade a variações de pH e, como 

tal, com propriedades atraentes para aplicações como sistemas de libertação 

controlada destinados a actuarem no tracto gastrointestinal.  
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3.4 Parte experimental 

 A produção dos hidrogéis químicos de pectina envolveu a realização de duas 

etapas distintas: 

 i) Numa primeira fase, a pectina foi modificada quimicamente com a 

introdução de grupos reactivos terminais (vinílicos ou metacrílicos), tendo-se 

procedido à caracterização dos derivados obtidos. 

 ii) Numa segunda fase, os derivados de pectina foram convertidos em 

hidrogéis químicos por fotoreticulação dos grupos funcionais introduzidos 

anteriormente. Estes hidrogéis foram subsequentemente caracterizados e 

investigados enquanto sistemas de libertação controlada de fármacos, recorrendo a 

ensaios de libertação in vitro de alguns fármacos de baixo peso molécular e 

proteínas modelos.   

 

 Para a modificação da pectina foram seleccionadas duas pectinas com 

diferentes graus de esterificação e obtidas a partir de dois resíduos diferentes: polpa 

de maçã ou frutos cítricos (Tabela 3.3). Nos cálculos realizados, o ácido 

galacturónico anidro (AGlAn, Figura 3.9) foi considerado como sendo a unidade 

básica constituinte destes polissacarídeos.  

 

Tabela 3.3 Características das pectinas utilizadas. 

Tipo de 
Pectina 

Descrição Grau de 
esterificação (GE)* 

AGla* Mw** 
(g/mol) 

 
Pectina A 

Pectina de elevado grau de 
esterificação, extraída da 
polpa de maçãs (Apples) 

 
70.5% 

 
? 

 
1.2106 

 
Pectina C 

Pectina de baixo grau de 
esterificação, extraída de 

frutos cítricos (Citrus) 

 
40.0% 

 
87.0% 

 
1.0106 

*   Dados do fornecedor. 
** Determinado por cromatografia de exclusão de tamanhos.  

 

 

Figura 3.9 Ácido galacturónico anidro.  
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 Dois isocianatos com grupos pendentes insaturados, o isocianato de alilo (AI) 

e o metacrilato de 2-isocianoetilo (IMA), representados na Figura 3.10, foram 

utilizados na modificação química das pectinas. A reacção entre as pectinas e estes 

compostos ocorre na ausência de água, através da formação de ligações uretana 

entre os grupos OH da pectina e os grupos isocianato. Como a pectina é insolúvel em 

solventes orgânicos, a reacção ocorreu em meio heterogéneo, com as partículas de 

pectina em suspensão.  

 

Figura 3.10 Isocianatos utilizados na modificação química da pectina. (a) Metacrilato de 2-
isocianoetilo (IMA). (b) Isocianato de alilo (AI). 

 

 Neste trabalho procedeu-se também à preparação e caracterização de 

hidrogéis híbridos, compostos por pectina modificada e por um polímero sintético 

biocompatível, o polietileno glicol (PEG). Na produção destes hidrogéis utilizou-se 

um PEG de baixo peso molecular funcionalizado com dois grupos acrílicos terminais, 

o macrómero PEG diacrilato (PEGDA), representado na Figura 3.11.  

 

 

Figura 3.11 Macrómero poli(etilenoglicol) diacrilato (PEGDA), Mn700. 

 

 De forma a avaliar o desempenho dos hidrogéis produzidos enquanto 

sistemas de libertação controlada de moléculas hidrofílicas de baixo peso molecular, 

dois fármacos com hidrofílicos, o flurbiprofeno sódico (Figura 3.12) e o sulfato de 

gentamicina (Figura 3.13), foram incorporados nos hidrogéis durante a sua 

produção e posteriormente a sua cinética de libertação in vitro foi investigada.  
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 O sulfato de gentamicina é um antibiótico aminoglicosídico de largo espectro, 

produzido pela estirpe bacteriana Micromonospora purpúrea. O sulfato de 

gentamicina é constituído pela mistura de 3 substâncias na forma de sais de sulfato 

(Figura 3.13). Este antibiótico é administrado normalmente por meio de uma 

injecção intra-muscular, sendo utilizado com frequência no tratamento de infecções 

graves.  

 

Figura 3.12 Estrutura química do flurbiprofeno sódico dihidratado (PM = 302.28). 

 

 

Figura 3.13 Estrutura química do sulfato de gentamicina. 

 

 Adicionalmente, e de forma a avaliar o desempenho dos hidrogéis na 

libertação de biomacromoléculas terapêuticas, procedeu-se à incorporação e 

libertação de duas proteínas – a lisozima e a albumina - comummente utilizadas na 

literatura enquanto proteínas modelo. Algumas características destas duas proteínas 

encontram-se assinaladas na Tabela 3.4. 
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Tabela 3.4 Algumas características das proteínas modelo investigadas. 

Proteína Origem Ponto 
Isoeléctrico 

Peso Molecular* 
(kDa) 

Raio de 
Stokes* (Å) 

Albumina (BSA) Soro bovino 4.7 65.0 34.8 
Lisozima Clara de ovo 11.1 14.1 16.0 

* Valores retirados de Lu & Anseth 84. 

3.4.1 Planeamento de experiências 

 Nos dois tipos de pectinas modificadas com o reagente AI investigou-se a 

forma como algumas das condições reaccionais afectam o grau de substituição 

obtido, ou seja, a quantidade de grupos insaturados introduzidos na estrutura 

química da pectina.  

 Para isso construiu-se e implementou-se um desenho de experiências 

factorial fraccionada do tipo 23-1 85. Este tipo de desenho experimental permite, com 

um mínimo de experiências, identificar as variáveis investigadas (factores) que 

afectam significativamente a resposta de interesse (neste caso o grau de 

substituição).  

 Três factores foram investigados: a adição ou não de catalisador (factor A), a 

quantidade de reagente AI (factor B), e o tempo de reacção (factor C). Estes factores 

foram analisados a dois níveis, nível inferior, (-), e nível superior, (+). Os valores 

atribuídos a estes níveis, para os três factores investigados, encontram-se 

assinalados na Tabela 3.5. As combinações destes três factores, a dois níveis, podem 

ser visualizadas como sendo os oito vértices de um cubo, onde cada dimensão deste 

corresponde a um dos factores investigados. Por ser um desenho factorial 

fraccionado, apenas metade destas condições são implantadas, ou seja, apenas são 

realizadas quatro experiências (Figura 3.14). Este desenho foi implementado, de 

forma independente, para os dois tipos de pectina (Pectina A ou Pectina C).  

 

Tabela 3.5 Factores e níveis seleccionados para construir o desenho factorial fraccionado 23-

1, utilizado para investigar a modificação química da pectina com o reagente AI. 

Factor Nome Tipo de 
factor 

Nível (-) Nível (+) 

A Catalisador Qualitativo Sem adição de 
catalisador 

Com adição de 
catalisador 

B Quantidade de AI* Quantitativo 0.5/1 1/1 
C Tempo (h) Quantitativo 24 72 

* Razão molar: moles AI/moles AGlAn 
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Figura 3.14 Esquema do desenho de experiências factorial fraccionado 23-1 implementado 
para investigar a modificação química das pectinas com o reagente AI. 

 

3.4.2 Reagentes 

 O nome dos reagentes utilizados, bem como o seu grau de pureza, fornecedor, 

e número de registo do Chemical Abstract Service (CAS), são apresentados na Tabela 

3.6. 

Tabela 3.6 Lista dos reagentes utilizados. 

Reagente Pureza Marca CAS 
Dimetil sulfóxido (DMSO)  99% Fluka 67-68-5 
Dilaurato de dibutilo de estanho 95% Aldrich 77-56-7 
Isocianato de alilo (AI)  97.0 Fluka 1476-23-9 
Metacrilato de 2-isocianoetilo (IMA) 98% Aldrich 30674-80-7 
Poli(etilenoglicol) diacrilato (Mn  700) - Aldrich 26570-48-9 

Irgacure2959  
(2-hidroxi-1-[4-(2-hidroxietoxi)fenil]-2-
metil-1-propanona) 

97–99.5% 
 

Ciba Specialty 
Chemicals 

106797-53-9 
 

Pectina de citrinos  - Sigma 900-69-5 
Pectina de maça - Fluka 900-69-5 
Flurbiprofeno Sódico dihidratado - Edol 56767-76-1 
Sulfato de gentamicina - Aldrich 1405-41-0 
o-ftaldialdeído  97.0 Sigma 643-79-8 
2-Mercaptoetanol  99% Aldrich 60-24-2 
Metanol - J. Vaz Pereira 67-56-1 
Álcool isopropílico - J. Vaz Pereira 1303-96-4 
Borato de Sódio - J. Vaz Pereira 1303-96-4 
Lisozima  de clara de ovo de galinha  
(EC 3.2.1.17) 

 95% Sigma 12650-88-3 

Albumina de soro bovino (BSA)  96% Sigma 9048-46-8 
Reagente de Bradford - Sigma - 
Pectinase de Aspergillus niger, > 1 U/mg  
(EC 3.2.1.15) 

- Biochemika 9032-75-1 

Cloreto de Sódio  99.5% Sigma 7647-14-5 
 Tampão fosfato salino (tablets) - Sigma - 
Ácido cloridríco - J. Vaz Pereira 7647-01-0 

 



Capítulo 3 

103 
 

3.4.3 Procedimento experimental 

3.4.3.1 Síntese dos derivados de pectina  

 O procedimento geral adoptado na síntese dos derivados de pectina 

modificada com o reagente isocianato de alilo (Pectina-AI) e com o reagente 

metacrilato de 2-isocianoetilo (Pectina-IMA) baseia-se no procedimento descrito e 

utilizado por Zhang et al86 na síntese de dextrano-AI. 

 Antes da reacção, a pectina foi seca numa estufa a cerca de 80 ºC durante dois 

a três dias, de forma a remover toda a humidade do polímero.   

 5g de pectina seca (A ou C) foram adicionadas a 125 ml de dimetilsulfóxido 

(DMSO) num balão de fundo redondo com uma tubuladura, ao qual se adaptou uma 

torre de desumificação de forma a evitar a entrada de humidade no sistema. O balão, 

com o solvente e o polímero, foi colocado num banho de água termoestatizado a 

60ºC, e a mistura foi deixada a agitar, com um agitador magnético, durante cerca de 

4 horas, de forma a permitir que o solvente impregnasse e inchasse as partículas de 

polímero. Decorrido este período de tempo, o balão foi retirado do banho tendo-se 

adicionado à suspensão o catalisador da reacção (dilaurato de dibutilo de estanho, 

adicionado na razão molar 0.1/1, catalisador/ácido galacturónico anidro), se fosse 

esse o caso, e o reagente de modificação (AI ou IMA). O balão foi colocado 

novamente no banho termoestatizado à mesma temperatura e a mistura reaccional 

foi deixada a agitar durante o período de tempo estabelecido para o decorrer da 

reacção (24 ou 72 horas). 

 No final, a mistura reaccional foi deixada a arrefecer até à temperatura 

ambiente tendo-se de seguida adicionado a esta uma certa quantidade de álcool 

isopropílico, de forma a precipitar a fracção de pectina solúvel em DMSO (200 ml). 

Este precipitado foi filtrado e resuspenso várias vezes em álcool isopropílico de 

forma a remover o DMSO. Por último, a pectina modificada precipitada foi dissolvida 

em água destilada e colocada em membranas de diálise (membranas de celulose, 

cut–off  14 000 Da), onde foi dialisada contra água destilada durante cerca de 5 

dias, de forma a remover o solvente orgânico residual e os possíveis resíduos do 

catalisador e  dos isocianatos. Depois de dialisada, a solução de pectina modificada 

foi congelada e a água removida por liofilização. As amostras foram então guardadas 

num excicador ao abrigo de luz até futura utilização. 
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3.4.3.2 Análise elemental 

 A quantidade de Oxigénio, Carbono, Nitrogénio e Enxofre presentes nas 

amostras de pectina, original e modificada, foi determinada por análise elemental 

(Fissons Instruments, modelo EA1108 CHNS-O). 

3.4.3.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com 
reflectância total atenuada (FTIR–ATR)  

 Os espectros na zona de infravermelhos das pectinas originais e modificadas 

foram registados pela técnica de espectroscopia de infravermelho por transformada 

de Fourier com reflectância total atenuada (FTIR–ATR), num espectrofotometro 

Magma-IR Spectrometer 750 (Nicolet Instrument Corp.). Os espectros foram 

registados a 32 scans e a uma resolução de 4 cm-1, entre os números de onda de 

4000 e 400 cm-1. 

3.4.3.4 Ressonância magnética nuclear de protão (1H-RMN) 

 Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de Protão (1H-RMN) das 

pectinas A e C e dos respectivos derivados foram registados em água deuterada (20-

25 mg em 0.2 ml) com um espectrómetro de RMN (Varian 500), utilizando uma 

sonda de banda larga de 5 mm, um pulso de 90º, e um tempo de relaxamento de 30s. 

O sinal da água foi utilizado como linha de referência tendo sido fixado a 4.75 ppm e 

parcialmente suprimido por irradiação durante o tempo de relaxamento. Um total 

de 32 scans foram adquiridos para cada espectro.  

3.4.3.5 Cromatografia de exclusão de tamanhos (SEC) 

 Os pesos moleculares das pectinas A e C e dos respectivos produtos 

modificados foram determinados por Cromatografia de Exclusão de Tamanhos (Size 

Exclusion Chromatography –SEC). As análises foram realizadas num cromatógrafo 

equipado com uma coluna PLaquagel-OH Mixed, 8μm, 3007.5 mm (Varian Inc.) e 

um detector de difracção de luz (modelo PL-EMD 960, Polymer Laboratories). A fase 

móvel utilizada foi uma solução aquosa de dihidrogénio fosfato de sódio numa 

concentração de 0.001M, sendo o caudal fixado em 0.4 ml/min. 

 As amostras de pectina e dos padrões foram preparadas a uma concentração 

de cerca de 2 mg/ml utilizando uma solução com a mesma composição da fase 
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móvel. Antes de injectadas as amostras foram filtradas com um filtro de teflon de 

0.45 μm. 

 A curva de calibração foi construída com amostras padrão de dextrano 

(Fluka) com pesos moleculares de 12000, 25000, 50000 e 80000 g/mol. Os 

cromatogramas foram adquiridos e tratados com o software EZChrom™ (Scientific 

Software Inc.) 

3.4.3.6 Preparação dos hidrogéis por fotoreticulação 

 Prepararam-se vários hidrogéis com os derivados de pectina e com o 

macrómero poli(etilenoglicol) diacrilato (PEGDA), por fotoreticulação radicalar 

induzida por luz UV.  

 Os precursores Pectina–AI (ou Pectina–IMA) e PEGDA, em diferentes 

proporções mássicas, foram dissolvidos em água destilada de forma a obter soluções 

com uma concentração de 5 %  (massa/volume).  As proporções mássicas Pectina-

AI/PEGDA utilizadas foram: 100% Pectina-AI (100/0), 75/25, 50/50, 25/75 e 100% 

PEGDA (0/100). O fotoiniciador Irgacure2959 (1% ou 5% da massa dos 

precursores) foi adicionado e dissolvido nestas soluções.  

 As soluções homogéneas foram vertidas em pequenos poços (8 mm diâmetro 

 4 mm altura) escavados em placas de teflon, e irradiadas com uma lâmpada 

portátil de luz UV (365 nm, 8W) durante cerca de 2 horas. Ao fim deste tempo, os 

hidrogéis obtidos, na forma de discos, foram desenformados e mergulhados em água 

destilada durante 24 horas, de forma a remover da estrutura tridimensional as 

cadeias de polímero não reticuladas. Depois de extraídos, os hidrogéis foram secos 

numa estufa de vácuo à temperatura ambiente durante vários dias.  

 Em alguns casos os hidrogéis foram secos logo depois de formados, pesados, 

e só depois extraídos em água destilada. Desta forma foi possível determinar a 

percentagem de pectina e de PEGDA não reticulados ainda presentes na estrutura 

dos diferentes hidrogéis. 

  Na preparação dos hidrogéis com os fármacos ou proteínas incorporados 

utilizou-se apenas a Pectina A modificada com o reagente IMA (Pectina A–IMA). 

Neste caso, as proporções mássicas de Pectina A-IMA/PEGDA utilizadas foram: 

100% Pectina A-IMA (100/0), 50/50, e 100% PEGDA (0/100). Os precursores foram 

dissolvidos em água destilada numa concentração de 5% (massa/volume), 
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juntamente com 1% de fotoiniciador e 10% de fármaco (percentagens relativas à 

massa total dos precursores). O tempo de irradiação manteve-se em 2 horas. Depois 

de formados os hidrogéis foram secos numa estufa de vácuo à temperatura 

ambiente.  

3.4.3.7 Determinação do grau de inchaço dos hidrogéis 

 Estudos de inchaço, em estado dinâmico e em equilíbrio, foram efectuados 

em vários meios aquosos: água desionizada, solução salina tampão fosfato (pH= 7.4; 

0.01M KH2PO4/Na2HPO4; 0.1M NaCl) e solução salina acidificada (pH= 2.0; 0.01M 

HCl; 0.1M NaCl). 

 Os hidrogéis secos foram pesados e mergulhados nos vários meios, em tubos 

de ensaio, e estes colocados num banho de água termoestatizado a 37ºC.  

 Nos estudos de inchaço dinâmicos, os hidrogéis foram pesados a intervalos 

de tempo pré-determinados, depois de a água em excesso à superfície ser removida 

cuidadosamente com papel de filtro. Depois de pesados, os hidrogéis eram 

novamente mergulhados nos meios e os tubos de ensaio recolocados no banho de 

água. Nos estudos de inchaço em equilíbrio, os hidrogéis foram deixados 

mergulhados durante 24 horas e pesados ao fim desse tempo.   

 A quantidade de água ou de solução absorvida pelos hidrogéis foi 

quantificada pelo grau de inchaço, definido da seguinte forma: 

 

                     
         

  
     

 Nesta relação, Wt representa a massa do hidrogel no tempo t e, Ws, a massa do 

hidrogel seco.  

3.4.3.8 Ensaios de libertação in vitro 

 Os hidrogéis secos em forma de disco (com pesos entre 10-20 mg) e com 

fármaco ou proteína modelo incorporado (10% da massa de polímero), foram 

mergulhados em 10 ml de meio de libertação, em tubos de ensaio com tampa, e 

colocados numa incubadora a 37± 0.1ºC e agitação orbital de 100 rpm. Em tempos 

pré-determinados, uma amostra do meio de libertação era retirada e substituída por 

um volume igual de meio de libertação fresco.  
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 Uma solução salina de tampão fosfato (pH= 7.4; 0.01M KH2PO4/Na2HPO4; 

0.137M NaCl; 0.0027M KCl; I= 0.16M) e uma solução salina acidificada (pH= 2.0; 

0.01M HCl; 0.15M NaCl, I= 0.16M), foram utilizadas como meios de libertação.  

 Foi também investigado a libertação da proteína modelo BSA num meio com 

a presença de enzimas pectinolíticas, para os hidrogéis constituídos por pectina. 

Neste caso o meio consistia numa solução salina de tampão fosfato (pH= 7.4) com 

uma concentração de enzima de 1mg/mL (pectinase de Aspergillus niger, > 1 U/mg). 

Nestes ensaios, e de forma a preservar a actividade enzimática, em cada amostragem 

o meio de libertação era totalmente substituído por um meio de libertação fresco e 

preparado no momento.   

 As drogas e proteínas libertadas ao longo do tempo foram quantificadas por 

espectroscopia UV/VIS. Os pormenores dos procedimentos seguidos para a 

quantificação dos diferentes compostos encontram-se descritos no Anexo 3.1. 

3.4.3.9 Microscopia electrónica de varrimento (SEM) 

 A morfologia interna e superficial dos hidrogéis preparados com Pectina A-

IMA, PEGDA, e com diferentes proporções destes dois polímeros, foi analisado por 

microscopia electrónica de varrimento (scanning electronic microscopy  - SEM). Estes 

foram preparados conforme foi descrito anteriormente e secos numa estufa de 

vácuo. Seguidamente os hidrogéis foram rehidratados até atingirem o estado de 

equilíbrio. Neste estado foram cuidadosamente fracturados em duas partes. Em 

seguida foram congelados e liofilizados.  

  As amostras liofilizadas foram colocadas em suportes revestidos de fita de 

carbono e revestidas com ouro. Estas foram dispostas para que durante a análise de 

SEM fosse possível observar tanto a superfície como o corte transversal. As análises 

foram realizadas com espectrómetro electrónico de varrimento JSM-5310 (JEOL, 

Japão). A diferença de potencial aplicada foi de 20 kV.  
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3.5 Resultados e discussão 

3.5.1 Caracterização dos derivados de pectina  

 Na Figura 3.15 encontra-se representada, de forma esquemática, a reacção de 

modificação efectuada nos dois tipos de pectinas utilizadas. Nesta reacção, que 

ocorre em meio heterogéneo, os grupos isocianato dos reagentes AI ou IMA 

(representados na Figura 3.10), reagem com os grupos hidroxilo do polissacarídeo, 

formando uma ligação uretana. Em algumas reacções foi utilizado o catalisador 

metálico dilaurato de dibutilo de estanho. Este catalisador é frequentemente 

utilizado nas reacções de formação de uretanas pois é extremamente efectivo na 

promoção da reacção entre os grupos isocianato e os grupos hidroxilo87.   

 Esta reacção permite introduzir, na estrutura química das pectinas, grupos 

insaturados terminais. Estes grupos funcionais possibilitarão, posteriormente, a 

formação de hidrogéis químicos de pectina, através da reticulação radicalar destes. 

 

 

Figura 3.15 Esquema da reacção de modificação da pectina (exemplificada com o reagente 
AI). 

 

 A extensão das modificações obtidas nas várias reacções realizadas foi 

quantificada recorrendo aos resultados da análise elemental, apresentados no Anexo 

3.2. 

  Como se pode ver por estes resultados, os dois tipos de pectina apresentam 

uma quantidade residual de azoto (0.466% para a pectina A e 0.560% para a pectina 

C), atribuído a vestígios de proteínas, presentes normalmente em quantidade 

residual nas pectinas comerciais, como já foi mencionado na secção 3.1.2.  
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 Nas amostras de pectina modificada verifica-se um aumento da percentagem 

de azoto relativamente às amostras do polissacarídeo não modificado, e que 

correspondente aos átomos de azoto das ligações uretana introduzidas. Este 

aumento da percentagem de azoto foi utilizado para quantificar o grau de 

modificação dos derivados de pectina, através do parâmetro grau de substituição, GS, 

definido como o número de ligações duplas presentes por cada 100 unidades de 

ácido galaturónico anidro, calculado de acordo com a seguinte fórmula: 

 

   
             

                    
     

 Nesta expressão, %N (massa/massa), é a diferença entre a quantidade de 

azoto presente na amostra de pectina modificada e a quantidade de azoto presente 

na pectina por modificar. Mw(N)  representa o peso molecular do azoto e Mw(AGaAn) 

o peso molecular do ácido galaturónico anidro (176.1 g/mol).  Mw(ISO) é o peso 

molecular dos isocianatos AI (83.09 g/mol) ou IMA (155.15 g/mol). 

 Nestes cálculos assume-se que as pectinas são constituídas somente por 

unidades de ácido galaturónico anidro e que, a cada átomo de azoto corresponde 

uma ligação dupla terminal (grupo vinílico ou metacrílico, conforme o isocianato 

utilizado na modificação).   

 Os valores GS calculados desta forma, para as diferentes reacções de 

modificação efectuadas com o reagente AI, realizadas de acordo com o desenho 

experiências esquematizado na Tabela 3.5, são apresentados na Tabela 3.7, para as 

reacções efectuadas com a pectina A, e na Tabela 3.8, para as reacções com a Pectina 

C. A interpretação estatística dos resultados, bem como discussão da influência das 

condições reaccionais investigadas nos valores de GS obtidos, será discutida um 

pouco mais à frente.  

Tabela 3.7 Resposta (grau de substituição, GS) obtida para a Pectina A. 

Amostra Factor Resposta 
 A Catalisador B Quantidade AI** C Tempo (h) GS  

A-R1 Sem cat.  1/1 24 4.8±0.5 
A-R2 Sem cat.   0.5/1 72 3.5±0.5 
A-R3 Com cat. (0.1/1)* 1/1 72 18.3±0.5 

A-R4 Com cat. (0.1/1)* 0.5/1 24 22.6±0.7 
*   Razão molar: moles Catalisador/moles AGlAn.  
** Razão molar: moles AI/moles AGlAn. 
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Tabela 3.8 Resposta (grau de substituição, GS) obtida para a Pectina C. 

Amostra Factor Resposta 
 A Catalisador B Quantidade AI** C Tempo (h) GS  

C-R1 Sem cat.  1/1 24 1.8±0.2 

C-R2 Sem cat.  0.5/1 72 4.7±0.1 
C-R3 Com cat. (0.1/1)* 1/1 72 2.6±0.1 

C-R4 Com cat. (0.1/1)* 0.5/1 24 3.0±0.7 
*   Razão molar: moles Catalisador/moles AGlAn.  
** Razão molar: moles AI/moles AGlAn. 

 

 Na reacção de modificação com o isocianato IMA, a qual foi efectuada 

unicamente para a pectina A, verificou-se que o derivado de pectina obtido se tornou 

parcialmente insolúvel em água. Assim separou-se a fracção solúvel da insolúvel por 

centrifugação e filtração. A fracção solúvel (A-IMA sol.) foi liofilizada e a fracção 

insolúvel (A-IMA-Ins) foi seca numa estufa. Como se pode ver pelos GS obtidos para 

as duas fracções de pectina A–IMA, apresentados na Tabela 3.9, a fracção insolúvel 

apresenta um grau de substituição bastante elevado, cerca de sete vezes superior ao 

calculado para a fracção solúvel. De facto, a alteração das propriedades aquosas 

desta fracção de pectina altamente modificada é devida à introdução, na sua 

estrutura química, de numerosos grupos metacrílicos (hidrofóbicos). A formação de 

duas fracções de derivados de pectina e os seus respectivos GS indicam que a 

reacção de modificação não ocorreu na mesma extensão em todas as cadeias de 

polímero presentes na mistura reaccional, tal como seria de esperar num meio 

reaccional heterogéneo.  

 

Tabela 3.9. GS da fracção solúvel e da fracção insolúvel (em água) da pectina A modificada 
com o reagente IMA. 

Amostra Catalisador* Quantidade IMA** Tempo (h) GS  
A-IMA-Sol 
(fracção 
solúvel) 

 
0.1/1 

 
0.75/1 

 
24 

 
6.1±0.5 

A-IMA-Ins 
(fracção 

insolúvel) 

 
0.1/1 

 
0.75/1 

 
24 

 
41.0±1.4 

*   Razão molar: moles Catalisador/moles AGlAn.  
** Razão molar: moles IMA/moles AGlAn. 
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 Os espectros FTIR-ATR dos dois tipos de pectina encontram-se representados 

na Figura 3.16. Estes espectros podem ser divididos em três regiões: 

 i) Entre os 3600 e 2800 cm-1, onde se encontram duas grandes bandas de 

absorção. A primeira, centrada à volta dos 3300 cm-1, e com uma extensa largura, é 

característica dos polissacarídeos, sendo atribuída ao elongamento dos grupos O-H. 

A segunda banda, centrada à volta dos 2900 cm-1, corresponde às vibrações de 

elongamento da ligação C-H dos grupos CH3. 

 ii) Entre os 1600 e 1800 cm-1 encontra-se a região mais interessante do 

espectro no que diz respeito à informação fornecida sobre o grau de esterificação 

das pectinas, pois  nesta encontram-se as bandas de absorvância do grupo carbonilo 

(C=O) do ácido carboxílico e do éster metil carboxílico.  A análise desta região do 

espectro revela a existência de duas bandas centradas à volta de 1715 cm-1 e de 

1630 cm-1. Segundo vários autores71, 88-90, a primeira banda desta região (1710 – 

1750 cm-1) corresponde às vibrações de elongamento da ligação C=O nos grupos 

carboxílicos protonados (na sua forma não ionizada, COOH) e nos grupos 

carboxílicos esterificados com o grupo metilo (COOCH3). A ionização dos grupos 

carboxílicos (com formação de sais de sódio ou potássio, por exemplo) leva ao 

aparecimento de duas novas bandas, correspondentes às vibrações de elongamento 

simétricas e assimétricas da ligação C=O do grupo carboxílico na sua forma COO-. A 

segunda banda nesta região, assinalada entre 1600-1650 cm-1, corresponde à 

vibração de elongamento assimétrica.  

 iii)  Abaixo dos 1500 cm-1 situa-se a chamada região finger print, única para 

cada composto. Nesta zona encontram-se uma série complexa de bandas que muitas 

vezes não podem ser atribuídas sem ambiguidade a uma vibração em particular, 

pois estas são o resultado da interacção de vários sistemas vibracionais complexos. 

Nesta região encontram-se as bandas correspondentes às vibrações típicas dos 

compostos polissacarídeos, como as vibrações do anel  piranóide sobrepostas com 

as vibrações de elongamento dos grupos (C-OH) e as vibrações da ligação glicosídica 

(C-O-C). 
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Figura 3.16 Espectros FTIR-ATR dos dois tipos de pectina utilizados. 

  

 Como se pode verificar pela Figura 3.16, os espectros FTIR-ATR das Pectinas 

A e C são praticamente idênticos, apesar dos seus diferentes graus de esterificação e 

muito provavelmente das diferenças existentes na quantidade e composição dos 

resíduos de açúcares presentes nas zonas ramificadas. 

 Na Figura 3.17 pode-se comparar o espectro FTIR-ATR da pectina A não 

modificada com os espectros da pectina A modificada com o reagente isocianato de 

alilo (AI). 

 

Figura 3.17 Espectros FTIR-ATR da pectina A modificada com o reagente isocianato de alilo 
(AI): a) Pectina A sem modificações. b) Pectina A-R1 (GS= 4.8). c) Pectina A-R2 (GS = 3.5). d) 

Pectina A-R3 (GS= 18.3). e) Pectina A-R4 (GS= 22.6). 
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 Da análise dos espectros destaca-se, nas pectinas A modificadas, o 

aparecimento de duas novas bandas, características das vibrações dos grupos 

envolvidos na ligação uretana. Estas duas bandas, resultantes do acoplamento das 

vibrações de deformação da ligação N-H com as vibrações de elongamento da ligação 

C-N, situam-se aproximadamente a 1530 cm-1 e 1230 cm-1 e são designadas na 

literatura por Amida II e Amida III, respectivamente91, 92. Na Tabela 3.10 estão 

indicadas as principais bandas identificadas nos espectros FTIR-ATR das pectinas 

não modificadas e modificadas. Outras bandas características da ligação uretana, 

como o elongamento da ligação C-N (3300 cm-1) e a deformação do grupo carbonílo 

(1700-1740 cm-1), encontram-se sobrepostas com bandas correspondentes ao 

espectro da pectina, o que torna impossível a sua atribuição. Esta limitação estende-

se também à identificação da banda correspondente à vibração de elongamento da 

ligação dupla C=C, pois esta, localizada a cerca de 1640 cm-1, encontra-se sobreposta 

com a banda correspondente à vibração assimétrica da ligação C=O dos grupos 

carboxílicos ionizados. 

 Note-se que, como seria de esperar, a intensidade das bandas Amina II e 

Amina III aumenta com o aumento do grau de substituição (GS) das pectinas 

modificadas. Assim, nos espectros dos derivados de pectina A-R4 e A-R3 (Figura 

3.17, e) e d)), com um GS de cerca de 20, as bandas Amida II e Amida III são 

perfeitamente detectáveis, enquanto nos espectros correspondentes aos derivados 

A-R1 e A-R2, com GS de aproximadamente 4, a banda Amida II aparece apenas como 

uma pequena elevação sendo que a banda Amida III não é de todo identificável. 

 

Tabela 3.10 Bandas dos espectros FTIR-ATR da pectina e da pectina modificada. 

Nº de onda (cm-1) Atribuição Referências 
Pectina 

3000 - 3600  OH 71,72, 88-90 

2800 - 3000 s, as C-H 
1710 - 1750  C=O (COOH e COOCH3) 
1600 -1650 as C=O (COO-) 

Ligação uretana 
1530-1540 (Amida II)   N-H +  C-N 91, 92 

  1220-1230 (Amida III)  N-H +  C-N 

 -elongamento;  -deformação; s –simétrico; as – assimétrico. 

 Na Figura 3.18 encontram-se representados os espectros FTIR-ATR da 

pectina C e dos derivados produzidos pela reacção com o reagente AI. Devido ao 
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pequeno grau de substituição obtido com este tipo de pectina (GS entre 1.8 e 4.7), os 

espectros correspondentes às pectinas modificadas são idênticos ao espectro da 

pectina C original, sendo praticamente impossível assinalar a presença das bandas 

características da ligação uretana identificadas anteriormente nos espectros das 

pectinas A modificadas.  

 

Figura 3.18 Espectros FTIR-ATR da pectina C modificada com o reagente isocianato de alilo 
(AI): a) Pectina C sem modificações. b) Pectina C-R1 (GS= 1.8). c) Pectina C-R2 (GS = 4.7). d) 

Pectina C-R3 (GS= 2.6). e) Pectina C-R4 (GS= 3.3). 

 

 Na Figura 3.19 encontram-se representados os espectros FTIR-ATR da 

fracção solúvel e da fracção insolúvel da pectina A modificada com o reagente IMA. 

Como se pode observar, e devido aos GS substancialmente diferentes apresentados 

por estas duas fracções, os dois espectros apresentam diferenças notórias. O 

espectro da fracção de pectina A-IMA solúvel, Figura 3.19b), com um GS 

relativamente baixo de 6.1, não difere muito do espectro da pectina A não 

modificada, distinguindo-se apenas pelo aparecimento de uma deformação na banda 

atribuída à vibração de elongamento assimétrica da ligação C=O dos grupos 

carboxílicos ionizados. Esta deformação, situada a cerca de 1530 cm-1, é 

provavelmente a banda não resolvida Amida II, da ligação uretana.  
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Figura 3.19 Espectros FTIR-ATR da Pectina A modificada com o reagente metacrilato de 2-
isocianoetilo (IMA): a) Fracção da Pectina A-IMA insolúvel em água (GS= 41.0). b) Fracção 

da Pectina A-IMA solúvel em água (GS= 6.1). 

 

 No espectro da fracção insolúvel de pectina A-IMA, com um grau de 

substituição considerável (GS = 41.0), a banda correspondente à Amida II aparece 

totalmente resolvida com um pico a 1540 cm-1. Também a banda Amida III é visível 

neste espectro, aparecendo como uma banda a 1220 cm-1 que se sobrepõe às várias 

combinações de vibrações presentes nessa região do espectro. Na região do espectro 

entre 1600 e 1800 cm-1, tal como acontece na pectina não modificada, são apenas 

visíveis duas bandas. No entanto no caso da pectina modificada estas duas bandas 

são o resultado de uma série de vibrações combinadas que se manifestam nesta zona 

do espectro, atribuídas ao grupo carbonílo das pectinas, bem como aos grupos 

envolvidos na ligação uretana e à vibração de elongamento da ligação dupla C=C.  

 

 Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de Protão (1H-RMN), em 

água deuterada, das pectinas originais e dos respectivos derivados, foram 

registados, numa tentativa de obter mais evidências da modificação química destes 

polissacarídeos. Os espectros 1H-RMN dos dois tipos de pectina (Pectina A e Pectina 

C) encontram-se representados na Figura 3.20. 
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 Antes de se passar à discussão dos resultados obtidos refira-se que a 

aquisição dos espectros de 1H-RMN deste polissacarídeo revelou-se uma tarefa 

complexa devido à elevada viscosidade das amostras. Os espectros apresentados, 

embora não exibam grande qualidade, correspondem aos melhores registos 

conseguidos, no que se refere à resolução e à sensibilidade dos sinais.  

 Para além das dificuldades técnicas experimentadas na aquisição dos 

espectros de pectina, os espectros 1H-RMN de compostos polissacarídeos são 

intrinsecamente difíceis de interpretar devido à complexidade e quantidade de 

sinais gerados, resultantes da diversidade estrutural dos diferentes protões 

presentes nestes compostos. Esta complexidade torna-se ainda maior nos espectros 

de polissacarídeos de natureza heterogénea como é o caso da pectina. Relembre-se 

que esta, embora seja composto maioritariamente por cadeias lineares de poli(ácido 

galaturónico) parcialmente metilado, possui zonas ramificadas, compostas por 

resíduos de vários açucares como a arabinose, a galactose e a ramnose. Refira-se no 

entanto que a espectroscopia de 1H-RMN tem sido utilizada, em combinação com 

técnicas de degradação química e enzimática, na investigação da estrutura deste 

polissacarídeo, revelando-se uma ferramenta bastante útil na elucidação da 

composição e da estrutura das zonas ramificadas e do grau e padrões de metilação 

nas zonas lineares das pectinas93-96.  

 

 

Figura 3.20 Espectros 1H-RMN (em D2O) das pectinas utilizadas. 

 



Capítulo 3 

117 
 

 Da observação dos espectros H-RMN das pectinas A e C destaca-se, pela sua 

intensidade, o sinal correspondente aos protões do grupo metoxilo das unidades de 

ácido galaturónico esterificadas, situado na zona de campo alto do espectro. Como 

não foi utilizado nenhum composto de referência durante o registo dos espectros, e 

visto este ser o único sinal no espectro 1H-RMN das pectinas claramente 

identificável, estabeleceu-se a posição deste sinal como referência, na posição 3.78 

ppm, de acordo com o que se encontra assinalado na literatura95.  

 Com base nos valores dos desvios químicos indicados na literatura para os 

protões das unidade do ácido D-galacturónico em homogalaturanas padrão (Poli -

(14) (ácido D-galacturónico) totalmente deesterificado), foi possível identificar a 

origem de alguns sinais presentes no espectros, conforme é assinalado na Figura 

3.20. Assim, foram atribuídos os sinais a 3.70, 3.98 e 4.44 ppm aos protões H-2, H-3 e 

H-4 do ácido D-galaturónico, respectivamente69, 93-97. De acordo com a literatura, os 

padrões de ressonância destes três protões mantêm-se praticamente inalterados 

quando a unidade de ácido galacturónico se encontra esterificada69, 97. Pelo 

contrário, os padrões de ressonância dos protões H-1 e H-5 alteram-se 

significativamente conforme se encontrem numa unidade de ácido galaturónico não 

esterificada (AGal) ou numa unidade de ácido galacturónico esterificada (AGalMe), 

sendo ainda influenciados pelo estado das unidades de ácido galacturónico vizinhas. 

 Quando presente em unidades de AGal, o protão H-1 manifesta um sinal de 

ressonância entre 5.06 e 5.16 ppm, conforme o estado das unidades vizinhas. 

Quando este protão se encontra numa unidade AGalMe, o sinal desloca-se para a 

zona de campo alto, manifestando-se entre 4.97 e 4.92 ppm97. Quanto ao protão H-5, 

este apresenta um pico de ressonância entre 4.5 e 4.7 ppm, quando se encontra 

numa unidade AGal, sendo que, quando presente numa unidade de AGalMe, este 

sinal desloca-se para a zona de campo baixo, entre 4.9 e 5.1 ppm, conforme a 

natureza das unidades vizinhas98.  

 Considerando o comportamento de ressonância destes dois protões, e tendo 

em conta que o padrão de esterificação das unidades de ácido galacturónico é, nas 

pectinas produzidas industrialmente, aleatório, é óbvio que um espectro de pectina 

na zona de ressonância destes dois protões apresentará um padrão complexo, 

composto de múltiplos sinais. Devido à fraca qualidade dos espectros obtidos neste 

trabalho, todos esses sinais aparecem completamente não resolvidos na forma de 



Capítulo 3 

118 
 

uma larga banda situada sensivelmente entre 4.8 e 5.2 ppm (Figura 3.20). 

Adicionalmente, e adjacente a esta zona do espectro, manifesta-se o sinal da água 

residual presente nas amostras, o que torna ainda mais complicado a obtenção de 

um espectro bem resolvido.   

 Os restantes sinais presentes nos espectros das duas pectinas, situados fora 

das posições assinaladas como correspondentes à ressonância dos protões 

constituintes das unidades de ácido galacturónico, não foram atribuídos, sendo que 

estes são provavelmente originados pelos protões presentes nos resíduos de 

açúcares que compõem a região ramificada das pectinas.  

 Na Figura 3.21 encontram-se representados os espectros 1H-RMN da pectina 

A e dos derivados obtidos pela modificação com o reagente AI. Relativamente ao 

espectro da pectina A original destaca-se, nos espectros das pectinas modificadas, o 

aparecimento de uma nova banda a cerca de 5.85 ppm. De acordo com Zhang et al86 

este sinal corresponde aos dois protões ligados ao carbono terminal do grupo 

vinílico (=CH2) presente no composto AI. A presença deste sinal representa uma 

evidência da presença de grupos insaturados na estrutura química das pectinas 

modificadas. Note-se ainda que este sinal apresenta uma maior intensidade nos 

espectros A-R3 e A-R4, que correspondem precisamente aos derivados com um 

maior grau de substituição (GS), de acordo com os valores calculados com base dos 

dados recolhidos por análise elemental.  

 

 

Figura 3.21 Espectros 1H-RMN (em D2O) da pectina A original e dos derivados obtidos por 
modificação com o reagente AI. 
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 Ainda de acordo com Zang et al86 nos espectros das pectinas modificadas 

seria de esperar a observação de mais dois sinais com um desvio químico superior 

ao referido anteriormente: um a cerca de 7.22 ppm, correspondente ao protão do 

grupo –CH=CH2, e outro a 7.38  ppm, correspondente ao protão da ligação uretana (-

CO-NH-). No entanto nos espectros obtidos estes sinais não foram detectados, 

possivelmente devido à sua menor intensidade. 

 Em relação à zona do espectro correspondente às ressonâncias dos protões 

do polissacarídeo (entre 3.5 e 5.5 ppm aproximadamente), verifica-se algumas 

diferenças nos espectros das pectinas modificadas relativamente ao espectro da 

pectina original, o que seria de esperar, pois a presença dos protões da molécula de 

AI provoca alterações no ambiente químico sentido pelos protões da pectina, o que 

leva a alterações dos padrões de ressonância destes. Em teoria seria possível, 

através dessas diferenças, obter algumas informações sobre o padrão de 

substituição como, por exemplo, a localização preferencial da ligação uretana. No 

entanto, devido à multiplicidade de sinais e fraca qualidade dos espectros, torna-se 

impossível extrair qualquer informação a partir desta zona do espectro.  

 Contudo tentou ainda quantificar-se, a partir espectros 1H-RMN, o grau se 

substituição (GS) dos derivados, de forma a comparar estes com os valores obtidos 

com base na análise elemental. Para isso dividiu-se a área do pico identificado com a 

ressonância dos protões envolvidos na ligação dupla (=CH2, = 5.85 ppm) pelo 

dobro da área do pico atribuído à ressonância do protão H-4 (= 4.44 ppm) da 

unidade de ácido glaturónico. O pico do protão H-4 foi escolhido porque, dentro dos 

sinais assinalados no espectro como pertencentes aos protões da pectina, este é o 

pico mais isolado/resolvido. Os valores de GS obtidos para os quatro derivados 

foram: A-R1, 8.0; A-R2, 8.5; A-R3, 30.0; A-R4 81.0. Se considerarmos que, através da 

metodologia de cálculo utilizada, os valores de GS obtidos incorporam um 

considerável grau de sobrestimação (a área do pico do protão H-4, representa 

apenas as unidades de AGla e AGlaMe), pode-se dizer que estes são comparáveis, em 

termos relativos, aos obtidos por análise elemental (A-R1, 4.8; A-R2, 3.5; A-R3, 18.3; 

A-R4, 22.6), com excepção para os valores calculados para o derivado A-R4, que 

diferem consideravelmente, mesmo tendo em conta a sobrestimação dos valores 

obtidos com base nos espectros de 1H-RMN. 
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 Os espectros 1H-RMN dos derivados da Pectina C-AI e da fracção solúvel da 

Pectina A-IMA não são apresentados pois foi impossível extrair qualquer informação 

relevante destes.  

 

 A cromatografia de exclusão de tamanhos de alta eficiência (HPSEC), 

acoplada a vários modos detecção (índice refractivo, dispersão de luz, viscosimetria, 

entre outros) é uma das técnicas mais utilizadas e investigadas na determinação da 

distribuição dos pesos moleculares das pectinas99-111. O desenvolvimento e a 

optimização de um método para a determinação correcta dos pesos moleculares das 

pectinas é uma tarefa bastante difícil pois, devido à natureza heterogénea da sua 

estrutura e às suas propriedades enquanto polielectrólito, esta exibe estruturas e 

conformações complexas quando em solução.  

 Na Tabela 3.11 são apresentados os pesos moleculares médios das Pectinas A 

e C e dos diferentes derivados sintetizados, obtidos por Cromatografia de Exclusão 

de Tamanhos (SEC). Os vários pesos moleculares mássicos médios (Mw) situam-se 

sensivelmente entre os 500 000 e 1 500 000 g/mol. Estes valores são, 

provavelmente, sobrestimativas do Mw real das amostras analisadas. Embora os 

compostos pectidícos possam apresentar pesos moleculares médios muito variados 

(desde 15 000 até cerca de 1 000 000 g/mol), dependendo da natureza da matéria-

prima, condições de extracção e processo de purificação, o peso molecular mássico 

típico dos extractos de pectina comercial situa-se à volta dos 200 000 g/mol. A 

sobrestimação dos pesos moleculares das pectinas é uma característica do método 

adoptado e as causas dessa sobrestimação encontram-se bem estudadas. De facto, 

sabe-se que as substâncias pectidícas formam agregados supramoleculares 

termodinamicamente estáveis quando em água ou soluções salinas de baixa 

concentração99, 103, 105-108. Isto conduz a uma sobrestimação dos pesos moleculares 

quando utilizados modos de detecção baseados em técnicas de dispersão de luz99-101, 

107, como é o caso do método utilizado neste trabalho.  

 Outro factor que conduz à sobrestimação dos pesos moleculares, quando são 

utilizados métodos relativos, é a natureza dos padrões empregues na construção da 

curva de calibração universal. Normalmente são padrões de base dextrano ou 

pululano. Contudo, a natureza estrutural destes é bastante diferente da estrutura 

das pectinas. Adicionalmente, estes polissacarídeos não possuem grupos ionizáveis, 
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um factor que conduz à sobrestimação dos pesos moleculares. Isto acontece porque, 

considerando dois polímeros com o mesmo peso molecular, um de natureza iónica e 

outro neutro, o volume hidrodinâmico do polímero carregado electricamente, 

devido às repulsões electrostáticas que se estabelecem entre os grupos ionizados, é 

sempre superior ao volume hidrodinâmico do polímero neutro. Neste trabalho, a 

curva de calibração foi construída com padrões de dextrano o que, de acordo com a 

discussão anterior, pode ter contribuído para os resultados obtidos. Para além disso 

a gama de pesos moleculares utilizada (entre 12 000 e 80 000 g/mol) não terá sido a 

mais adequada.  

 Ainda, e porque a pectina é um polielectrólito, a natureza da fase móvel, como 

o tipo de sal utilizado, pH e força iónica, afectam de forma muito significativa os 

perfis de eluição obtidos.   

 Embora os valores dos pesos moleculares obtidos com o método utilizado 

tenham de ser encarados com reserva, a análise e comparação dos perfis de eluição 

das várias pectinas providência alguma informação sobre as características das 

curvas de distribuição de pesos moleculares dessas e o impacto causado pelas 

reacções de modificação.  

 Na Figura 3.22 podem-se observar os perfis de eluição para as pectinas A e C 

originais. Os cromatogramas das duas pectinas são parecidos, indicando que estas 

duas pectinas possuem uma distribuição de pesos moleculares semelhante. A curva 

da Pectina A apresenta um pequeno patamar na zona de tempos de retenção mais 

baixos, possivelmente devido aos agregados de pectina com um tamanho 

considerável presentes em solução. Por terem graus de esterificação diferentes, é de 

esperar que a extensão e o tamanho dos agregados formados pelos dois tipos de 

pectina sejam diferentes pois, para além das propriedades da solução aquosa, o grau 

de esterificação é um factor determinante no tipo de conformações e de agregados 

formados pelas moléculas de pectina quando estas se encontram em solução103-105. 

Embora o estado de agregação das pectinas em solução afecte os pesos moleculares 

obtidos e o índice de dispersão desses mesmos pesos moleculares, os índices de 

dispersão obtidos (Mw/Mn) (Tabela 3.11) e os perfis de eluição indicam que as 

amostras de pectina são extremamente polidispersas. A inerente polidispersividade 

deste polímero, que deriva da forma como este é obtido, é assinalada na literatura99, 
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103, 105. Índices de polidispersão na gama dos apresentados na Tabela 3.11 são 

também referidos por alguns autores106.  

 

Tabela 3.11 Pesos moleculares médios, mássicos (Mw) e numéricos (Mn), da pectina A, 
pectina C, e diferentes derivados, determinados por SEC. 

Pectina 
A 

Mw Mn Mw/
Mn 

Pectina 
C 

Mw Mn Mw/ 
Mn 

A 1.2106 7.2104 16.2 C 1.0106 9.7104 10.2 
A-R1 1.1106 1.1105 9.7 C-R1 1.0106 8.9104 11.6 
A-R2 5.3105 6.3104 8.2 C-R2 1.1106 6.1104 17.4 
A-R3 7.3105 6.5104 11.2 C-R3 1.4106 8.0104 16.9 
A-R4 7.5105 8.7104 8.6 C-R4 9.7105 9.3104 10.4 

A-IMA 1.6106 2.9105 5.5     

 
 

Figura 3.22 Cromatogramas SEC dos dois tipos de pectinas utilizadas. 
 

 Na Figura 3.23 são comparados os cromatogramas das duas pectinas com os 

cromatogramas dos respectivos derivados obtidos com o reagente AI. Estes dois 

gráficos evidenciam que, enquanto os perfis de eluição dos derivados de pectina C se 

mantêm semelhantes ao cromatograma da pectina C original (Figura 3.23b), os 

cromatogramas dos derivados da pectina A diferem significativamente do 

cromatograma desta pectina antes da modificação (Figura 3.23a). 

Independentemente do grau de substituição dos derivados, as curvas de eluição são 

mais estreitas, com os tempos de retenção, correspondentes aos máximos das 

curvas, mais elevados (o que corresponde a pesos moleculares mais baixos). Para 

além disso, surge um segundo pico a tempos de retenção mais elevados, sobreposto 

à curva de distribuição principal. Uma vez que a reacção de modificação se dá em 
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DMSO, é pouco provável que as cadeias de pectina tenham sofrido alguma reacção 

de despolimerização durante o processo reaccional. No entanto, durante o processo 

de diálise é possível que as pectinas tenham sofrido alguma despolimerização por 

eliminação , sobretudo a pectina A, pois como se referiu na secção 3.1.4.3, esta, por 

ser uma pectina de elevado grau de esterificação, é mais susceptível a sofrer este 

tipo de reacção. 

 

 Figura 3.23 Cromatogramas SEC das duas pectinas e dos respectivos derivados: a) Pectina A 
e Pectina A modificada com o reagente AI. b) Pectina C e Pectina C modificada com o 

reagente AI. 
 

 Outra hipótese possível, para justificar a alteração dos perfis de eluição dos 

derivados de pectina A, é que a introdução de novos grupos químicos possa conduzir 

a uma alteração do comportamento em solução da pectina A modificada. Ou seja, a 

introdução de grupos hidrofóbicos nas cadeias de pectina A pode ter um efeito 

disruptivo no balanço entre forças atractivas e repulsivas, intra- e intermoléculares, 

estabelecidas entre as moléculas de pectina quando em solução, levando a que estas 

assumam diferentes estruturas supramoleculares e conformações, e alterando dessa 

forma o perfil de eluição dos derivados. 

 As mesmas alterações referidas acima podem ser observadas no perfil de 

eluição do derivado da pectina A modificada com o agente IMA (fracção solúvel), 

representado na Figura 3.2 
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Figura 3.24 Cromatogramas da Pectina A e da Pectina A modificada com o reagente IMA 
(fracção solúvel em água) 

 

 Como foi referido, para os dois tipos de pectinas modificadas com o reagente 

AI foi implementado um desenho de experiências factorial fraccionado do tipo 23-1 

(Tabela 3.5), de forma a investigar a influência de três parâmetros reaccionais na 

extensão da reacção de modificação, expressa de forma quantitativa pelo grau de 

substituição (GS) determinado por análise elemental. Os parâmetros investigados 

foram a adição ou não de catalisador (factor A), a quantidade de reagente AI (factor 

B), e o tempo de reacção (factor C). Os valores de GS obtidos foram já apresentados 

anteriormente nas Tabelas 3.7 e 3. 8.  

 O software Design-Expert® v7.0.0 (Stat-Ease, Inc) foi utilizado para a avaliar 

a forma como os factores investigados influenciavam o GS obtido. Nas Figuras 3.25 e 

3.26 encontram-se os gráficos de Pareto obtidos para a Pectina A e a Pectina C, 

respectivamente. 

 Num gráfico de Pareto os efeitos dos factores sobre uma determinada 

variável, estimados a partir dos dados experimentais, são ordenados de forma 

decrescente da sua magnitude. Nas Figuras 3.25 e 3.26, os factores com efeitos com 

valores t superiores ao valor t limite (valor t para p=0.05) são considerados como 

muito provavelmente significativos. Se o valor t for superior ao limite de Bonferroni  

(uma estimativa mais conservadora do valor t limite) os factores são considerados 

quase de certeza significativos. Os factores com efeitos com valores t inferiores ao 

valor t limite são considerados muito provavelmente não significativos. 
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Figura 3.25 Gráfico de Pareto representando o efeito estimado dos factores investigados 
sobre o GS da Pectina A. Efeitos positivos (laranja); Efeitos negativos (azul). 

 

 

Figura 3.26 Gráfico de Pareto representando o efeito estimado dos factores investigados  
sobre o GS da Pectina C. Efeitos positivos (laranja); Efeitos negativos (azul). 

 

 Considerando os gráficos de Pareto para a Pectina A e Pectina C, e o resultado 

de outros testes estatísticos dados pelo software Design-Expert®, chegou-se às 

seguintes conclusões:  

 - Nas reacções com a pectina A, apenas o factor qualitativo A (adição ou não 

de catalisador) apresenta um impacto (positivo) significativo no GS. 

 -Para a pectina C, nenhum dos factores investigados influência 

significativamente o GS obtido. 
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 Estes resultados têm de ser interpretados com alguma cautela pois o desenho 

de experiências que originou estes resultados tem um grau de resolução III, o que 

significa que os efeitos dos factores principais, embora não estejam confundidos uns 

com os outros, encontram-se confundidos com os efeitos das interacções entre dois 

factores 85. Isto significa que este tipo de desenho pode conduzir a conclusões 

erradas se existirem interacções muito significativas entre os vários factores. Por 

outro lado, e por ser um desenho sem réplicas, não é possível obter uma estimativa 

do erro interno (o chamado erro puro). Apesar de tudo, os resultados obtidos podem 

ser úteis na elucidação de algumas questões, desde que interpretados com espírito 

crítico e enquadrados com o conhecimento que se tem sobre o fenómeno em 

investigação. 

 Assim, os dois factores que se revelaram estatisticamente insignificantes no 

GS obtido, para os dois tipos de pectinas, foram os factores quantitativos: tempo e 

quantidade de reagente AI.  

Considerando o tempo, e os níveis a que este factor foi investigado, 24 e 72h, 

é razoável que este não tenha um efeito muito significativo no intervalo pesquisado, 

pois 24h (e tendo em consideração a temperatura reaccional utilizada) é um tempo 

consideravelmente longo para que a reacção ocorra na máxima extensão possível, 

mesmo sem a presença de um catalisador.  

 Por outro lado, os resultados estatísticos obtidos para o outro factor, a 

quantidade de reagente AI, nos níveis a que este foi investigado (0.5/1 e 1/1 (mol 

AI/mol AGlan)), também são plausíveis, considerando as condições heterogéneas em 

que a reacção ocorre. A pectina não se encontra dissolvida no solvente da reacção, 

mas sim em suspensão e na forma de partículas. Assim muitos dos grupos OH nas 

cadeias de pectina encontram-se inacessíveis para reagir. Dessa forma, e no 

intervalo dos níveis a que o factor foi investigado (que se traduziria num GS de 50% 

e 100%, se a eficiência da reacção fosse de 100%) é muito plausível admitir que este 

factor não influencie de forma significativa o GS, devido ao reagente se encontrar em 

excesso no intervalo das proporções investigadas. Isto implica admitir que o factor 

limitante, ou seja, a variável que afectará de forma sensível o GS obtido, será a 

acessibilidade dos grupos OH.  

 A assumpção de que as conclusões obtidas são verdadeiras, ou seja, que os 

factores quantitativos não influenciam significativamente o GS nos dois tipos de 
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pectina, permite, em termos estatísticos, projectar os dois desenhos de experiências 

executados de forma independente num único desenho factorial do tipo 22, com 

duas réplicas em todos os pontos 85, onde os factores em análise são o tipo de 

pectina (pectina C (-) ou pectina A (+)) e a adição ou não de catalisador à reacção 

(sem catalisador (-) ou com catalisador (+)). O esquema deste desenho encontra-se 

representado na Figura 3.27. 

 
Figura 3.27 Desenho de experiências factorial 22 resultante da projecção dos dois desenhos 

do tipo factorial fraccionado 23-1 implementados para a pectina A e pectina C. 

 

 Os gráficos de Pareto dos efeitos e os resultados da análise ANOVA obtidos 

com o software Design Expert são apresentados nas Figura 3.28 e na Tabela 3.12, 

respectivamente. Estes revelam, claramente, a influência significativa que os dois 

factores qualitativos têm no GS, bem como a interacção entre os dois factores.  

 

Figura 3.28 Gráfico de Pareto representando o efeito estimado dos factores tipo de pectina, 
adição de catalisador, e interacção entre eles, sobre o GS das pectinas. Efeitos positivos 

(laranja). 
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 Ambos os factores afectam positivamente o GS o que significa que, para o 

factor tipo de pectina, e de acordo com os níveis atribuídos a cada tipo (nível inferior 

para a Pectina C e nível superior para a pectina A), o uso da pectina A conduz a GS 

mais elevados relativamente aos obtidos com a pectina C, ou por outras palavras, a 

pectina A é mais reactiva que a pectina C. 

 

Tabela 3.12 Análise ANOVA para o grau de substituição, obtida a partir do desenho de 
experiências factorial 22. 

Origem da 
variação 

SQ GL QM F p 
Prob> F 

Modelo 437.94 3 145.98 40.62 0.0019 
A: tipo de 
pectina 

172.05 1 172.05 47.88 0.0023 

B: adição de 
catalisador 

125.61 1 125.61 34.95 0.0041 

AB 140.28 1 140.28 39.03 0.0033 
Erro puro 14.37 4 3.59   

Total 452.32 7    
 Efeitos significativos: p < 0.01. 

 

 Esta diferença de reactividade pode ter uma explicação no comportamento 

que os dois tipos de pectina apresentam no solvente reaccional (DMSO). Embora as 

duas pectinas se tenham revelado praticamente insolúveis em DMSO, observou-se, 

no decorrer das reacções, que as partículas de pectina A, quando em suspensão em 

DMSO, inchavam significativamente, transformando-se numa espécie de gel, e que, 

pelo contrário, as partículas de pectina C mantinham aproximadamente as suas 

dimensões originais. Estas observações foram registadas fotograficamente, com a 

ajuda de um microscópio óptico. 

 Na Figura 3.29 apresentam-se fotografias de partículas dos dois tipos de 

pectina, quer secas, quer suspensas em DMSO. Como se pode observar, quando secas 

as partículas dos dois tipos de pectina apresentam formas e dimensões semelhantes. 

Contrariamente, quando mergulhadas em DMSO, as partículas de pectina A tornam-

se consideravelmente maiores do que as partículas de pectina C, devido a um grau 

de inchaço superior, o que reflecte a maior afinidade da pectina A para com o DMSO.  
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Figura 3.29 Partículas de pectina observadas ao microscópio óptico. A1 e C1: partículas 
secas de pectina A e pectina C, respectivamente (ampliação 10). A2 e C2: partículas de 

pectina A e pectina C suspensas em DMSO (ampliação 10). A3 e C3: partículas de pectina A 
e Pectina C suspensas em DMSO (ampliação 40). 

  

  Uma vez que as curvas de distribuição de pesos moleculares da Pectina A e 

Pectina C são muito parecidas, o comportamento diferenciado que estas apresentam 

em DMSO deverá ser o resultado de diferenças químicas e estruturais, e não devido 

às diferenças dos pesos moleculares das duas pectinas. O mais óbvio, e que 

concerteza contribui para esta diferença de comportamento, é o diferente grau de 

esterificação. Relembre-se que a Pectina A apresenta um GE de 70% enquanto a 

pectina C tem um GE de 40%. Outra característica que poderá ser determinante 

neste comportamento é a quantidade de resíduos de açúcares neutros (presentes 

nas regiões ramificadas). Embora não seja possível comparar a percentagem de AGla 

presente nas duas pectinas, pois só foi possível obter esta informação para a Pectina 

C (ver Tabela 3.3), para a qual a percentagem referida pelo fornecedor é de cerca de 
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87%, é muito provável que, tendo em conta a composição típica dos extractos 

comerciais destes dois tipos de pectina (referidos na Tabela 3.1), a quantidade de 

AGla presente na pectina A seja inferior à presente na Pectina C. Isto significa que a 

Pectina A terá uma maior percentagem de açúcares neutros, o que, em conjunto com 

um grau de esterificação mais elevado poderão justificar a maior afinidade para com 

o solvente DMSO. 

 Devido ao elevado grau de inchaço das partículas de pectina A no solvente 

DMSO, os grupos OH desta pectina tornam-se mais acessíveis para reagir com o 

reagente AI, o que faz com que a extensão de modificação deste tipo de pectina seja 

superior à obtida com a pectina C, cuja menor acessibilidade aos grupos OH limita a 

extensão de modificação da mesma.   

 Por outro lado não se pode excluir que, e para além das questões de 

acessibilidade os grupos OH, outros factores possam contribuir para uma maior 

reactividade da pectina A, como por exemplo a hipótese de a reacção se dar 

preferencialmente nas unidades de AGla metil esterificadas ou nas unidades de 

açúcares neutros (basicamente L-ramnose, L-arabinose e D-galactose). 

 Voltando aos resultados do novo desenho de experiências, e analisando agora 

o outro factor qualitativo (a adição ou não de catalisador), verifica-se que este 

também tem uma influência positiva significativa no GS, ou seja, a presença do 

catalisador da reacção resulta em valores maiores de GS.  

 Este resultado não surpreende pois, e como já foi referido, o catalisador 

utilizado, o dilaurato de dibutilo de estanho (DBTDL), é conhecido por ser um 

catalisador muito eficaz na promoção da reacção entre os grupos isocianato e os 

grupos hidroxilo, sendo este efeito devido sobretudo à minimização da extensão de 

outras reacções em que os grupos isocianatos se envolvem, nomeadamente à 

reacção com a água. Pensa-se que o mecanismo da reacção de formação da ligação 

uretana na presença do DBTDL envolve a formação de um complexo de transição 

entre este, o isocianato e o grupo hidroxilo. Como o DBTDL activa preferencialmente 

o grupo hidroxilo, em detrimento da água, devido à maior nucleofilicidade do átomo 

de oxigénio do grupo hidroxilo, a extensão da reacção entre os isocianatos e a água é 

reduzida86.   

 Os resultados do desenho de experiências indicam também que o efeito da 

interacção entre os dois factores é estatisticamente muito significativo, 
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apresentando uma contribuição positiva no GS obtido. Quando a interacção de dois 

factores é significativa isto quer dizer que o efeito que um factor apresenta na 

variável de resposta é depende do nível a que o outro factor se encontra. Neste caso, 

ter um efeito significativo na interacção entre o tipo de pectina e a adição ou não de 

catalisador significa que a adição do catalisador na reacção da pectina A resulta em 

GS bastante mais elevados, comparativamente com os obtidos quando não é 

adicionado o catalisador e que, pelo contrário, a adição do catalisador na reacção da 

pectina C tem um efeito no GS praticamente nulo, comparativamente com os GS 

obtidos quando não se adiciona o catalisador. Isto pode ser observado graficamente 

na Figura 3.30, onde se encontra representado o efeito da interacção entre os dois 

factores.  

 O facto de esta interacção ser extremamente significativa corrobora a 

conclusão de que, dentro das condições reaccionais investigadas, a disponibilidade 

dos grupos OH é o factor limitante da extensão da modificação das pectinas, pois o 

catalisador só será eficaz a promover a reacção uretana se este tiver acesso, tal como 

o reagente AI, aos grupos OH. Visto que, pelas razões já expostas, a pectina A 

apresenta uma maior acessibilidade dos grupos OH, o impacto da presença do 

catalisador na reacção de modificação com a pectina A será muito mais significativo 

do que o observado quando este é adicionado à reacção de modificação da pectina C. 

 

 

Figura 3.30 Representação gráfica do efeito da interacção entre os dois factores qualitativos 
investigados no GS das pectinas. 
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3.5.2 Caracterização dos hidrogéis de pectina modificada e hidrogéis 
híbridos de pectina modificada e macrómero PEGDA 

 

 As pectinas modificadas anteriormente foram depois, em meio aquoso, 

transformadas em hidrogéis, através de fotoreticulação radicalar dos grupos 

terminais reactivos (vinílicos ou metacrílicos) (Figura 3.31), um processo análogo à 

polimerização radicalar de compostos de baixo peso molecular 112.  

  Este processo requer a utilização de fotoiniciadores. Estes são compostos 

que, quando expostos a uma luz com um comprimento de onda específico (UV ou 

visível), geram radicais livres que irão ser responsáveis pelo desencadeamento da 

reacção de reticulação. Neste trabalho foi utilizado o fotoiniciador Irgacure®2959, 

pertencente à família química das α-hidroxi-alquilfenonas e à classe de 

fotoiniciadores do tipo I (fotoiniciadores que sofrem uma fotofragmentação 

directa)113. Este fotoiniciador é muito utilizado na preparação de artigos com 

aplicações biomédicas, como hidrogéis e scaffolds, formados a partir de polímeros 

fotopolimerizáveis. Esta popularidade deve-se, sobretudo, à sua grande 

biocompatibilidade, já demonstrada para vários tipos de linhas celulares114, e ao 

facto de este poder ser utilizado em sistemas de base aquosa. 

 

 

Figura 3.31 Esquema da preparação, por fotoreticulação, dos hidrogéis de pectina 
modificada com o reagente AI. 

 

 Para além da preparação de hidrogéis químicos de pectina prepararam-se 

ainda hidrogéis híbridos de pectina modificada com o macrómero poli(etileno glicol) 

diacrilato (PEGDA) (Figura 3.11), em várias proporções mássicas ( 25/75, 50/50, 
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75/25 pectina/PEGDA). Para fins comparativos, hidrogéis constituídos apenas por 

PEGDA foram também preparados  

 O poli(etileno glicol), PEG, é um polímero sintético não biodegradável com 

uma excelente biocompatibilidade e hidrofilicidade. Estas e outras propriedades 

levaram a agência americana Food and Drug Administration (FDA) a aprovar a 

utilização destes em diversas aplicações biomédicas, sendo por essa razão um dos 

polímeros sintéticos mais intensamente utilizados e investigados na área biomédica, 

nomeadamente na preparação de hidrogéis para a libertação de biomoléculas e na 

preparação de scaffolds84, 115-118. Os hidrogéis de PEG podem ser formados por vários 

métodos, sendo o mais comum o utilizado neste trabalho – a fotopolimerização de 

macrómeros de PEG com grupos terminais acrílicos (PEGDA) ou metacrílicos 

(PEGDMA)118.  

 A preparação de hidrogéis híbridos de PEG com vários polímeros de origem 

natural, nomeadamente polissacarídeos, tem sido também alvo de muita 

investigação. A conjugação do PEG com este tipo de polímeros permite aumentar a 

hidrofilicidade destes sistemas e obter hidrogéis com propriedades mecânicas 

melhoradas relativamente aos hidrogéis preparados apenas com polissacarídeos. 

Alguns exemplos de polissacarídeos utilizados incluem o quitosano119, 120, o 

dextrano121, o alginato122, o sulfato de condroitina123 e o ácido hialurónico124. 

 Hidrogéis híbridos de PEG e de gelatina também já foram preparados125, 126. À 

semelhança da metodologia seguida neste trabalho, normalmente estes polímeros 

naturais são previamente funcionalizados, com grupos acrílicos ou metacrílicos, e 

posteriormente co-reticulados, por fotoreticulação, com os macrómeros PEGDA ou 

PEGMA.   

 

 Por definição, os materiais classificados como hidrogéis possuem a 

capacidade de absorver e de acomodar na sua estrutura tridimensional grandes 

quantidades de água e de soluções aquosas. Quando utilizados como sistemas de 

libertação, a forma como os hidrogéis (não degradáveis) absorvem água (incham), e 

a extensão com que a absorvem são, conjuntamente com as propriedades físico-

químicas dos compostos bioactivos encapsulados e o próprio método de 

encapsulamento, os factores que determinam a forma como o composto bioactivo é 

libertado ao longo do tempo.  
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 A forma e a extensão com que um hidrogel absorve água, quando mergulhado 

num meio aquoso, são determinadas pelas propriedades físico-químicas do 

polímero, a densidade de reticulação das cadeias poliméricas e a morfologia interna 

do hidrogel.  

 Assim, o conhecimento das características de inchaço do hidrogel são o 

primeiro passo para o entendimento da estrutura tridimensional das cadeias que 

formam o hidrogel e para perceber se este é ou não capaz de funcionar como um 

sistema de libertação controlada.  

 Na Figura 3.32 são apresentados os perfis do grau de inchaço ao longo do 

tempo de três hidrogéis, obtidos em dois meios aquosos com diferentes valores de 

pH (2.0 e 7.4). Um dos hidrogéis é composto por pectina A-AI (A-R4, GS= 22.6), e o 

outro é formado a partir da mistura de pectina A-R4 com o  macrómero PEGDA, em 

proporções mássicas iguais. Por fim, o último hidrogel foi preparado pela 

fotoreticulação do macrómero PEGDA. Na formação destes três hidrogéis a 

concentração mássica das soluções precursoras foi fixada em 5% (w/v). 

 

Figura 3.32 Perfis do grau de inchaço ao longo do tempo dos hidrogéis de PEGDA, da pectina 
modificada A-R4 (GS= 22.6), e do hidrogel híbrido de PEGDA e pectina A-R4 

(50PEGDA/50A-R4); média ± DP, n=3. 

 

 Como se pode observar pela Figura 3.32, cada tipo de hidrogel apresenta um 

comportamento distinto, quer em termos da cinética de absorção de solução tampão 

quer em termos do grau de inchaço em equilíbrio. Enquanto os hidrogéis A-R4 e 
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50PEGDA/50A-R4 atingem o grau de inchaço máximo (equilíbrio) passado 

sensivelmente duas horas, o hidrogel constituído apenas pelo macrómero PEGDA 

apresenta uma cinética de absorção de solução tampão mais lenta, aumentando de 

peso durante todas as oito horas investigadas. Relativamente ao grau de inchaço em 

equilíbrio, observa-se que o hidrogel híbrido apresenta um grau de inchaço 

consideravelmente inferior (sensivelmente 250%) aos apresentados pelos hidrogéis 

de pectina A-R4 e PEGDA, que apresentam graus de inchaço cerca de duas vezes 

maiores (aproximadamente 500%). 

 Como a pectina possui na sua estrutura grupos ácidos ionizáveis, o hidrogel 

A-R4 é sensível ao pH, apresentando um grau de inchaço significativamente maior 

em pH 7.4 (cerca de 500%) do que em pH 2 (cerca de 400%). O pH do meio em que o 

hidrogel está mergulhado vai determinar o estado dos grupos carboxílicos (se estes 

se encontram ionizados ou protonados), o que por sua vez vai alterar o grau de 

inchaço do hidrogel. A pH 7.4, acima do pKa da pectina (situado entre 3.5 e 4.5, 

segundo Rolin4), a totalidade dos grupos carboxílicos presentes no hidrogel 

encontra-se ionizada. A repulsão electrostática gerada entre estes grupos leva a uma 

expansão das cadeias do hidrogel, resultando num aumento de absorção de água. 

Contrariamente, e a pH 2, o efeito da repulsão electrostática não se manifesta pois, 

ao pH mencionado, praticamente todos os grupos carboxílicos se encontram 

protonados. Embora, e como se discutiu, os hidrogéis de pectina investigados 

apresentem sensibilidade ao pH, pode-se dizer que esta sensibilidade não é muito 

elevada, comparativamente com outros hidrogéis com grupos carboxílicos 

ionizáveis, como por exemplo hidrogéis sintetizados a partir de monómeros como o 

ácido acrílico, acrilamida e metacrilamida127-129, onde é possível observar diferenças 

drásticas do grau de inchaço em função do pH. Esta relativa falta de sensibilidade 

dos hidrogéis de pectina poderá ter várias causas entre as quais poderão estar a 

baixa densidade de grupos carboxílicos e a sua distribuição aleatória ao longo das 

cadeias do polímero. Para além disto, e devido ao elevado peso molecular que este 

polissacarídeo apresenta, é provável que as cadeias de pectina, para além de 

reticuladas quimicamente, se encontrem altamente emaranhadas, o que pode 

contribuir para restringir o efeito da expansão da estrutura do hidrogel devido ao 

efeito das repulsões electrostáticas geradas entre os grupos carboxílicos ionizados.  
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 Ainda na Figura 3.32, pode-se observar que o grau de inchaço dos hidrogéis 

de PEGDA não é dependente do pH, uma vez que o PEG não possui grupos ionizáveis. 

Quanto ao hidrogel híbrido 50PEGDA/50A-R4 este apresenta, a pH 7.4, um grau de 

inchaço em equilíbrio, ligeiramente superior ao exibido em pH 2.  

 A forma como um hidrogel absorve água ao longo do tempo pode ser 

classificada em três categorias, determinadas pelo passo cinético limitante deste 

processo130:  

i) Caso I ou difusão Fickiana simples: Ocorre quando taxa de difusão do 

permeante (água) na matriz polimérica é muito mais lenta que o processo de 

relaxamento da matriz polimérica, induzido pela absorção de água. Neste caso a 

cinética de absorção de água segue a primeira lei de Fick. 

 ii) Caso II ou transporte controlado pelo relaxamento: Ocorre quando a 

difusão é muito mais rápida do que o processo de relaxamento das cadeias 

poliméricas. Este processo de relaxamento normalmente envolve uma transição de 

fase do estado vítreo para o estado amorfo. Esta transição de fase é induzida pela 

absorção de água: a água actua como plastificante, diminuindo a temperatura de 

transição vítreo do polímero (Tg). Quando esta temperatura se torna igual à 

temperatura a que se encontra o sistema, o polímero passa do estado vítreo, onde as 

cadeias de polímero têm uma mobilidade muito reduzida, para o estado amorfo, 

onde estas apresentam uma maior mobilidade e uma expansão do volume131. 

 iii) Difusão não Fickiana ou anormal: Ocorre quando a taxas de difusão da 

água e de relaxamento das cadeias poliméricas são comparáveis. Neste caso a 

absorção de água depende simultaneamente destes dois processos.  

 A determinação de qual destes mecanismos governa a absorção de água num 

determinado hidrogel é geralmente feita através do ajuste, à curva de inchaço 

dinâmico, da equação empírica proposta por Ritger & Peppas132, 133: 

  

  
     

 Nesta equação, Mt, é o peso do hidrogel inchado num determinado tempo t, 

M, o peso do hidrogel inchado em equilíbrio, k, uma constante cinética 

estrutural/geométrica característica do sistema e, n, o exponente difusional, cujo 

valor depende do mecanismo de absorção de água. Esta expressão só é válida para 
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valores de Mt/M inferiores a 0.6, sendo por isso aplicada apenas aos pontos da 

curva de inchaço dinâmico que estão dentro deste limite.  

 Para um sistema com uma geometria plana, como é o caso dos hidrogéis 

preparados (onde o diâmetro é pelo menos 10 vezes superior à espessura), n 

assume o valor de 0.5, para o caso da absorção de água seguir o mecanismo da 

difusão Fickiana, e 1.0, se o mecanismo for do tipo Caso II. Valores de n entre 0.5 e 1 

indicam uma difusão não Fickiana ou anormal130, 131.  

 Analogamente ao descrito anteriormente, a cinética de libertação de 

compostos bioactivos a partir de um hidrogel não degradável pode também ser 

classificada de acordo com os mecanismos descritos. Neste caso, o que se encontra 

em consideração é a mecanismo de libertação do composto bioactivo ao longo do 

tempo.  

 Na Tabela 3.13 encontram-se os resultados da aplicação da equação de 

Rigter-Peppas aos perfis de inchaço dinâmico dos hidrogéis PEGDA, 50PEGDA/50A-

R4 e A-R4, representados na Figura 3.32. Como se pode constatar, os valores obtidos 

para o exponente difusional n são inferiores a 0.5, para os três hidrogéis. Isto 

significa que nenhum dos mecanismos descritos acima governa a cinética de 

absorção de água destes hidrogéis. Valores de n inferiores a 0.5 são por vezes 

relatados na literatura, associados a hidrogéis altamente porosos134. De acordo com 

Ritger & Peppas132, 133 valores de n inferiores a 0.5 podem ser obtidos para hidrogéis 

porosos e com poros de tamanho elevado, em que o inchaço do hidrogel é 

controlada pela preenchimento desses poros por moléculas de água. Este parece ser 

o caso dos hidrogéis produzidos, cuja estrutura parece ser altamente porosa.  

Tabela 3.13 Resultados do ajuste da equação de Ritger-Peppas às curvas de inchaço 
dinâmico dos hidrogéis PEGDA, 50PEGDA/A-R4, e A-R4, nos dois meios aquosos 

investigados. 

 pH= 7.4, 0.1M NaCl pH= 2.0, 0.1M NaCl 
 PEGDA 50PEGDA/ 

50A-R4 
A-R4 PEGDA 50PEGDA/ 

50A-R4 
A-R4 

n 0.28 0.27 0.36 0.31 0.26 0.35 
k (h-n) 0.615 0.745 1.062 0.635 0.811 0.945 

N* 5 3 3 5 3 3 
Radj2 0.9958 0.9849 0.9987 0.9994 0.9976 0.9967 

* Número de pontos ajustados.  

 

 Não foi possível investigar o comportamento de inchaço dos hidrogéis de 

pectina C modificada com o reagente AI pois, devido aos baixos GS obtidos com esta 
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pectina (Tabela 3.8), os hidrogéis produzidos a partir dos derivados desta 

revelaram-se demasiado frágeis para serem manipulados. O mesmo se verificou com 

os hidrogéis produzidos a partir das pectinas A com um menor grau de substituição 

(A-R1 e A-R2, Tabela 3.8). Assim para investigar se existia alguma diferença de 

comportamento entre os hidrogéis produzidos com os dois tipos de pectina, 

determinou-se o grau de inchaço em equilíbrio dos hidrogéis de pectina/PEGDA 

produzidos com as pectinas A-R1 (GS= 4.8) ou C-R2 (GS= 4.7), com graus de 

substituição idênticos. Os resultados são apresentados na Figura 3.33. Se 

compararmos os hidrogéis de pectina A e Pectina C, preparados com as mesmas 

quantidades de PEGDA, observa-se que não existem diferenças muito significativas, 

o que indica que o tipo de pectina não é um factor determinante nas propriedades de 

inchaço dos hidrogéis híbridos obtidos. Se compararmos o grau de inchaço dos 

hidrogéis híbridos com diferentes proporções de PEGDA com o hidrogel produzido a 

penas com PEGDA, observa-se uma tendência para o aumento do grau de inchaço 

com o aumento da proporção de pectina na solução precursora, isto para os dois 

tipos de pectina. A justificação para este comportamento encontra-se no baixo GS 

das pectinas utilizadas. Por estas terem na sua estrutura poucos grupos funcionais 

disponíveis para sofrer reticulação, o aumento da proporção de pectina 

relativamente ao PEGDA implica uma diminuição da quantidade de grupos 

insaturados reactivos na solução precursora, originando por isso hidrogéis com uma 

menor densidade de reticulação, e assim com mais flexibilidade e volume livre para 

acomodar uma maior quantidade de água na sua estrutura.  

 O impacto do GS das pectinas no grau de inchaço dos hidrogéis híbridos 

produzidos pode ser verificado na Figura 3.34, onde se compara o grau de inchaço 

de dois hidrogéis, produzidos a partir de soluções com as mesmas proporções de 

pectina e de PEGDA, mas com pectinas com diferentes GS (pectina com elevado GS, 

A-R4 e pectina com um menor GS, A-R1). Como se pode observar, os hidrogéis 

produzidos com a pectina com um menor grau de substituição apresentam graus de 

inchaço consideravelmente mais altos (cerca de cinco vezes maiores). 
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Figura 3.33 Grau de inchaço de equilíbrio, em água desionizada, solução salina tampão 
fosfato (pH 7.4), e solução salina acidificada (pH 2.0), dos hidrogéis: PEGDA; hidrogéis 

compostos de PEGDA e pectina A-R1 (GS=4.8) em diferentes proporções; hidrogéis 
compostos de PEGDA e pectina C-R2 (GS=4.7) em diferentes proporções; média ± DP, n=3. 

 

 Relativamente à influência que o meio aquoso tem no grau de inchaço dos 

hidrogéis, observa-se que os hidrogéis que contêm pectina absorvem uma maior 

quantidade de água quando mergulhados em água desionizada do que quando 

mergulhados nas duas soluções tampão, que têm uma força iónica (I) ligeiramente 

superior a 0.1M. A diminuição do grau de inchaço dos hidrogéis com o aumento da 

força iónica do meio em que se encontram mergulhados é um fenómeno bem 

estabelecido na literatura, devendo-se este à pressão osmótica originada devido à 

diferença de concentração de iões entre o meio no interior do hidrogel e o meio 

exterior121, 127. Nos hidrogéis com carácter iónico, a diferença do grau de inchaço 

destes quando mergulhado em água destilada ou quando mergulhados em meios 

que contêm iões torna-se ainda mais significativa, pois nestes últimos os grupos 

ionizados presentes no hidrogel estabelecem interacções com os iões de carga 

oposta, reduzindo dessa forma as repulsões electrostáticas entre esses grupos, o que 

diminuiu o fenómeno de expansão da estrutura polimérica e consequentemente, a 

absorção de água.  
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Figura 3.34 Grau de inchaço de equilíbrio, em água desionizada, solução salina tampão 
fosfato (pH 7.4), e solução salina acidificada (pH 2.0), dos hidrogéis produzidos a partir de 
50% PEGDA e 50% de pectina A-AI com diferentes graus de substituição: A-R1 (GS= 4.8) e 

A-R4 (GS= 22.6); média ± DP, n=3. 

 

 A fracção solúvel da pectina A modificada com o reagente IMA foi também 

utilizada para produzir hidrogéis. Hidrogéis de PEGDA, PEGDA/A-IMA e A-IMA 

foram produzidos em condições idênticas às utilizadas para produzir os hidrogéis de 

pectina A e pectina C modificados com o reagente AI (5% (m/v) solução precursora, 

2h de reticulação), diminuindo-se apenas a quantidade de fotoiniciador utilizado (de 

5%, relativamente à massa dos precursores, para 1%). Este ajuste foi feito de forma 

a tentar minorar o impacto do fotoiniciador nos compostos bioactivos, durante o 

encapsulamento destes. Este aspecto será discutido mais adiante.  

 Para estes hidrogéis determinou-se a fracção de massa extractável (fracção 

Sol), ou seja, a quantidade de polímero presente no hidrogel que, por não ter sofrido 

reticulação ou estar fracamente reticulada, é solúvel numa solução aquosa. Para isso, 

e como se referiu no procedimento experimental, os hidrogéis produzidos foram 

secos, pesados e só posteriormente mergulhados em água destilada durante alguns 

dias, de forma a extrair as cadeias poliméricas não reticuladas. Depois deste 

processo os hidrogéis foram novamente secos e pesados. Através da diferença de 

peso antes e depois da extracção calculou-se a percentagem de massa do hidrogel 

susceptível de ser solubilizada. Estes resultados são apresentados na Figura 3.35, 

para os hidrogéis constituídos apenas pelo macrómero PEGDA, pela pectina 
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modificada A-IMA, e pela mistura dos dois em diferentes proporções. Como se pode 

observar, aos hidrogéis constituídos apenas por PEGDA corresponde a menor 

percentagem de fracção Sol (cerca de 14%), enquanto  que os hidrogéis constituídos 

apenas por pectina A-IMA apresentam a maior fracção Sol (um pouco mais de 50%). 

Os hidrogéis híbridos de PEGDA/A-IMA apresentam fracções Sol intermédias, que 

aumentam com o aumento da proporção de pectina A-IMA na solução precursora.  

 No mesmo gráfico da Figura 3.35 encontra-se representado o número teórico 

de grupos reactivos, acrílicos e metacrílicos, presentes por cada grama de polímero 

precursor (ou mistura de polímeros precursores) dos diferentes hidrogéis. Como se 

pode ver, a uma diminuição do número de grupos reactivos corresponde um 

aumento da fracção Sol do hidrogel. Este resultado é lógico pois a diminuição dos 

grupos insaturados disponíveis implica uma menor densidade de reticulação, ou 

seja, uma estrutura tridimensional menos coesa e com um maior número de cadeias 

poliméricas “soltas”.  

 As elevadas fracções Sol obtidas, nomeadamente nos hidrogéis com pectina 

A-IMA, derivam também da baixa concentração das soluções precursoras dos 

hidrogéis (5% m/v). Uma baixa concentração da solução precursora implica uma 

baixa concentração de grupos reactivos e por isso uma maior dificuldade para os 

grupos insaturados pendentes das várias cadeias se “encontrarem” e reagirem. 

Assim, é provável que nem todos os grupos reactivos disponíveis estejam envolvidos 

em reacções de reticulação. Adicionalmente, e nos hidrogéis com pectina, e 

considerando o elevado peso molecular deste polímero e a baixa concentração de 

grupos funcionais, é também muito provável que alguns grupos reactivos se 

envolvam em ligações intramoleculares (reticulações entre grupos funcionais 

presentes numa mesma cadeia).   

 Infelizmente não foi possível preparar soluções precursoras de pectina 

superiores a 5% (m/v) pois este polímero, devido ao seu elevado peso molecular, 

origina soluções com elevada viscosidade. Assim, optou-se por fixar em 5% a 

concentração de todas as soluções precursoras dos diferentes hidrogéis, de forma a 

poder, no final, estabelecer uma relação entre as propriedades obtidas e as 

diferenças de composição das soluções precursoras.  
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Figura 3.35 Percentagem mássica de polímero solúvel presente nos hidrogéis de PEGDA, A-
IMA, e PEGDA/A-IMA em várias proporções. Comparação com a quantidade de grupos 

insaturados (acrílicos e metacrílicos) presentes nas soluções precursoras; média ± DP, n=4.  

 

 Na Figura 3.36 pode-se observar os graus de inchaço em equilíbrio dos 

hidrogéis preparados com várias proporções da pectina A-IMA e PEGDA e dos 

hidrogéis preparados apenas com PEGDA ou apenas com pectina A-IMA. Como se 

pode ver os hidrogéis preparados apenas com o macrómero PEGDA ou a pectina 

modificada A-IMA apresentam um grau de inchaço mais elevado comparativamente 

com os hidrogéis híbridos. Relativamente aos hidrogéis de PEGDA (preparados com 

1% de fotoiniciador), estes apresentam graus de inchaço superiores aos obtidos 

pelos hidrogéis de PEGDA sintetizados com 5% de fotoiniciador e cujos graus de 

inchaço foram comparados anteriormente com os hidrogéis produzidos com pectina 

A e pectina C modificadas com o reagente AI. Esta diferença pode ser observada na 

Figura 3.37. Estes resultados indicam que a concentração de fotoiniciador na solução 

precursora afecta as propriedades dos hidrogéis obtidos, pelo menos para os 

hidrogéis produzidos com o macrómero PEGDA.   
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Figura 3.36 Grau de inchaço de equilíbrio, em água desionizada, solução salina tampão 

fosfato (pH 7.4) e solução salina acidificada (pH 2.0), dos hidrogéis: PEGDA, 75PEGDA/25A-
IMA, 50PEGDA/50A-IMA, 25PEGDA/75A-IMA e A-IMA (GS= 6.1); média ± DP, n=3. 

 

 Relativamente aos hidrogéis híbridos, o grau de inchaço destes aumenta com 

o aumento da proporção de pectina A-IMA na solução precursora, tal como acontecia 

para os hidrogéis híbridos de pectina A e pectina C modificados com o reagente AI. 

No entanto, os hidrogéis híbridos com pectina A-IMA apresentam graus de inchaço 

mais reduzidos comparativamente com os hidrogéis híbridos produzidos com a 

pectina A-R1, embora os GS dos dois derivados não sejam muito diferentes (6.1 para 

a pectina A-IMA e 4.8 para a pectina A-R1). Estas diferenças podem ser explicadas 

pelas diferenças químicas dos dois reagentes utilizados para modificar a pectina A 

(Figura 3.10): enquanto a pectina A modificada com o reagente AI está 

funcionalizada com grupos vinílicos, a pectina A-IMA apresenta grupos funcionais 

metacrílicos. Possivelmente estes grupos apresentam reactividades diferentes para 

com os grupos funcionais do macrómero PEGDA (grupos acrílicos). Se isto se 

verificar, o padrão de reticulação nos hidrogéis híbridos produzidos será 

forçosamente diferente, o que se reflectirá nas propriedades exibidas por estes.  
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Figura 3.37 Grau de inchaço de equilíbrio, em água desionizada, solução salina tampão 
fosfato (pH 7.4) e solução salina acidificada (pH 2.0), de dois hidrogéis PEGDA formados na 

presença de diferentes quantidades do fotoiniciador Irgacure2959; média ± DP, n=3. 

 

 Na Figura 3.38 é possível observar o aspecto dos hidrogéis A-IMA, 50A-

IMA/50PEGDA e PEGDA, imediatamente depois de formados e depois de terem sido 

secos numa estufa de vácuo.  

 

 

Figura 3.38 Fotografias dos hidrogéis preparados por fotoreticulação. a) A-IMA; b) 50A-
IMA/50PEGDA; c) PEGDA. Da esquerda para a direita: vista superior dos hidrogéis acabados 

de formar; vista superior dos hidrogéis secos; vista lateral dos hidrogéis acabados de 
formar; vista lateral dos hidrogéis secos. 
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 Como se pode ver pelas fotografias, os hidrogéis pectina A-IMA e 50A-

IMA/50PEGDA são opacos e com uma cor amarelada, enquanto os hidrogéis de 

PEGDA são translúcidos.  

 Como os hidrogéis são formados na presença de uma grande quantidade de 

água, devido à baixa concentração da solução precursora (5% m/v), estes sofrem 

uma grande deformação durante o processo de secagem, sendo que os hidrogéis A-

IMA e 50A-IMA/50PEGDA assumem uma forma distinta da dos hidrogéis de PEGDA. 

Enquanto a estrutura dos hidrogéis de A-IMA e 50A-IMA/50 PEGDA (e dos outros 

hidrogéis híbridos com diferentes proporções dos dois precursores, cujas imagens 

não são mostradas) colapsa durante a secagem, originando discos com uma 

espessura fina e um diâmetro semelhante ao exibido pelos hidrogéis antes de secos, 

os hidrogéis de PEGDA, por terem uma grande elasticidade, “encolhem” nas duas 

dimensões (espessura e diâmetro) à medida que a água evapora. 

 A morfologia destes hidrogéis, depois de rehidratados, foi observada por 

microscopia electrónica de varrimento – scanning electronic microscopy (SEM). Para 

preservar a morfologia dos hidrogéis no estado hidratado estes foram congelados e 

a água removida por liofilização. As imagens de SEM da superfície dos hidrogéis A-

IMA, 75A-IMA/25PEGDA, 50A-IMA/50PEGDA, 25A-IMA/75PEGDA e PEGDA podem 

ser observadas na Figura 3.39. Como se pode observar, as superfícies de todos os 

hidrogéis são irregulares e apresentam grandes fissuras. Relativamente à morfologia 

do hidrogel PEGDA, esta não será a exibida quando este está hidratado pois, durante 

o processo de liofilização, verificou-se o colapso da estrutura deste hidrogel. Daí a 

estrutura completamente fracturada que as imagens de SEM evidenciam. Nas 

imagens do hidrogel A-IMA (Figura 3.39a) é possível observar uma série de 

estruturas filamentosas sobre a superfície deste, e um emaranhado desses 

filamentos situado entre uma larga fissura. Este tipo de estruturas foi observado nos 

hidrogéis de A-IMA e, em menor extensão, nos hidrogéis híbridos (Figura 3.39b, c e 

d), mas não nos hidrogéis de PEGDA. Isto conduz à conclusão que estes filamentos 

são provavelmente fragmentos de pectina não reticulada, que podem ser extraídos 

da estrutura tridimensional que constitui o hidrogel. A observação de uma grande 

quantidade destas estruturas à superfície dos hidrogéis compostos apenas por 

pectina A-IMA, coaduna-se com a elevada fracção de extractáveis obtida para este 

hidrogel (Figura 3.35).  
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  A estrutura interna dos hidrogéis A-IMA e PEGDA pode ser observada na 

Figura 3.40. Como se pode ver, o hidrogel A-IMA apresenta uma enorme quantidade 

de poros de enormes dimensões. Novamente, é possível detectar as estruturas 

filamentosas observadas à superfície do hidrogel. Uma morfologia semelhante, 

embora ainda mais irregular, foi observada para os hidrogéis híbridos de pectina A-

IMA/PEGDA.  

 Quanto ao hidrogel PEGDA, e por este estar colapsado, não se observa 

nenhuma estrutura porosa mas sim uma estrutura fracturada semelhante à 

morfologia exibida pela superfície deste hidrogel.  

 Uma das causas para obtenção de hidrogéis A-IMA e hidrogéis híbridos com 

estas estruturas irregulares deverá ser, como já se referiu, a presença de grandes 

quantidades de água durante a formação dos hidrogéis. A evaporação desta água 

durante o processo de secagem, particularmente num meio com pressão reduzida, 

como aconteceu com estes hidrogéis, parece ser o processo responsável pela 

determinação das morfologias obtidas.  

 Embora não se tenha procedido à análise por SEM dos hidrogéis preparados 

com as pectinas A e C modificadas com o reagente AI, é razoável admitir que a 

morfologia destes hidrogéis não seja muito diferente das observadas para os 

hidrogéis A-IMA, considerando que todos os hidrogéis foram formados em 

condições idênticas. Ou seja, é provável que os hidrogéis com pectina A-AI e pectina 

C-AI apresentem uma estrutura altamente porosa, o que justificaria os valores 

obtidos para o exponente difusional n da equação de Ritger-Peppas, quando esta 

equação foi aplicada aos perfis de absorção de água dos hidrogéis A-R4 e hidrogéis 

50PEGDA/A-R4 (Tabela 3.13). 
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Figura 3.39 Imagens de microscopia electrónica de varrimento da superfície dos hidrogéis: 
a) A-IMA; b) 75A-IMA/25PEGDA; c) 50A-IMA/50PEGDA; d)25A-IMA/75PEGDA; e)PEGDA. 
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Figura 3.40. Imagens de microscopia electrónica de varrimento de uma secção transversal 
dos hidrogéis: a) A-IMA; b) PEGDA. 

 

 

3.5.3 Libertação in vitro de fármacos e proteínas modelo.  

 

 As propriedades dos hidrogéis PEGDA, A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA, 

enquanto sistemas de libertação controlada de compostos bioactivos, foram 

investigadas através de estudos de libertação in vitro. Com este objectivo, foram 

preparados hidrogéis com vários tipos de compostos bioactivos incorporados: dois 

fármacos hidrofílicos de baixo peso molecular - o antiflamatório não–esteróide 

flurbiprofeno sódico  e o antibiótico sulfato de gentamicina (Figuras 3.12 e 3.13), 

bem como duas proteínas modelos – a lisozima e a albumina de soro bovino, BSA 

(Tabela 3.4). Estes compostos foram dissolvidos nas soluções precursoras dos 

hidrogéis numa quantidade equivalente a 10% da massa dos polímeros. As soluções 

precursoras com os fármacos dissolvidos foram fotopolimerizadas nas condições 

mencionadas na secção 3.4.3.6, originando assim hidrogéis com os compostos 

bioactivos imobilizados por oclusão. 
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 Nas Figuras 3.41 e 3.42 encontram-se os perfis de libertação in vitro, em 

solução salina tampão fosfato (pH= 7.4; 0.01M KH2PO4/Na2HPO4; 0.137M NaCl; 

0.0027M KCl; I= 0.16M), do flurbiprofeno sódico e do sulfato de gentamicina, 

respectivamente. A massa de fármaco libertada ao longo do tempo encontra-se 

representada em termos da fracção mássica libertada acumulada, tendo-se 

considerado, para efeitos de cálculos, que a massa total de fármaco presente no 

hidrogel corresponde a 10% da massa do hidrogel seco. 

 Para os três de hidrogéis investigados (PEGDA, 50PEGDA/50A-IMA, A-IMA) 

observa-se uma libertação rápida de ambos os fármacos. Em todos os hidrogéis, e 

para os dois fármacos investigados, verifica-se que em cerca de duas horas se liberta 

mais de 80% do fármaco, sendo que a libertação total é atingida, no máximo, 

passado quatro horas do início do ensaio. Este comportamento não é de todo 

inesperado, visto que os três hidrogéis apresentam graus de inchaço bastante 

elevados o que, aliado ao baixo peso molecular dos fármacos e à sua hidrofilicidade, 

resulta na rápida difusão das moléculas de fármacos por entre a matriz polimérica 

do hidrogel até ao meio exterior de libertação.  

 

Figura 3.41 Curvas da libertação in vitro do flurbiprofeno sódico, a partir dos hidrogéis 
PEGDA, 50PEGDA /50A-IMA e A-IMA, num meio de libertação de solução salina tampão 

fosfato (pH= 7.4); média ± DP, n=3. 
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Figura 3.42 Curvas da libertação in vitro do sulfato de gentamicina, a partir dos hidrogéis 
PEGDA, 50PEGDA /50A-IMA e A-IMA, num meio de libertação de solução salina tampão 

fosfato (pH= 7.4); média ± DP, n=3. 

 

 Nos perfis de libertação dos dois fármacos a partir dos hidrogéis A-IMA e 

50A-IMA/50PEGA verifica-se o fenómeno de burst release – a libertação de uma 

percentagem significativa do fármaco encapsulado nos instantes seguintes ao 

sistema de libertação controlada ter sido mergulhado no meio de libertação. Neste 

caso, verifica-se que a percentagem de fármaco libertada nos primeiros 10 minutos, 

a partir dos hidrogéis A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA, é de cerca de 25 a 30%, para o 

flurbiprofeno sódico e cerca de 40 a 45% para o sulfato de gentamicina. Estas 

percentagens são bastante altas comparativamente às obtidas para os hidrogéis 

PEGDA (cerca de 4% para o flurbiprofeno sódico e 14% para o sulfato de 

gentamicina). O fenómeno de burst release é frequentemente observado em vários 

tipos de sistemas de libertação controlada formados por polímeros hidrofílicos ou 

hidrofóbicos 135. Algumas das causas que podem explicar a ocorrência deste 

fenómeno em sistemas do tipo matriciais capazes de absorver uma quantidade 

significativa de água (hidrogéis) são, segundo Huang & Brazel135: a migração dos 

compostos activos para a superfície dos hidrogéis durante o processo de secagem, o 

que origina uma distribuição heterogénea deste ao longo da matriz do hidrogel e 

com uma concentração mais elevada à superfície; a morfologia heterogénea e 
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estrutura porosa; as propriedades físico-químicas dos agentes bioactivos 

encapsulados. Considerando a morfologia dos hidrogéis de pectina A-IMA e 50A-

IMA/50PEGDA, discutida anteriormente, é muito provável que esta seja a principal 

causa do fenómeno de burst release observado na libertação a partir destes 

hidrogéis. Como são porosos e com a superfície fracturada, o meio em que se dá a 

libertação rapidamente preenche estes poros e dissolve o fármaco que se encontra à 

superfície destes. As moléculas de fármaco, uma vez dissolvidas nesse meio, 

rapidamente se difundirão pelos poros e fracturas até ao meio exterior. A restante 

quantidade de fármaco, que se encontra não à superfície dos poros mas sim 

aprisionada na parte não porosa da matriz polimérica, libertá-se-á depois de forma 

controlada, forma essa que será determinada pelo processo de absorção de água e 

pelo relaxamento das cadeias poliméricas e/ou pela taxa de difusão das moléculas 

de fármaco por entre essas mesmas cadeias. 

 Por detrás da escolha destes dois fármacos em particular encontram-se as 

propriedades físico-químicas destes. Ambos os fármacos têm carácter iónico, sendo 

que o flurbiprofeno sódio apresenta grupos carboxílicos, tendo por isso um carácter 

aniónico, enquanto o sulfato de gentamicina apresenta um carácter catiónico, 

conferido pelos grupos amina presentes na sua estrutura. 

 Como os hidrogéis compostos por pectina têm, eles próprios, um carácter 

aniónico, teoricamente as moléculas destes fármacos quando encapsuladas nestes 

hidrogéis estabelecem interacções de natureza iónica com a matriz polimérica, de 

natureza repulsiva, no caso do flurbiprofeno sódico, onde tanto o polímero como o 

fármaco apresentam um carácter aniónico, ou de natureza atractiva, no caso do 

sulfato de gentamicina, onde fármaco e polímero têm caracteres iónicos de natureza 

oposta.  

 Ao realizar-se a libertação in vitro destes dois fármacos tentou-se perceber de 

que forma estas interacções entre fármaco e polímero afectariam os perfis de 

libertação dos fármacos. Ao pH do meio de libertação, 7.4, os grupos carboxílicos 

presentes na pectina encontram-se totalmente ionizados. Para o flurbiprofeno 

sódico seria de esperar que, devido às forças repulsivas geradas entre o fármaco e a 

matriz de pectina, o fármaco libertar-se-ia mais rapidamente dos hidrogéis que 

tivessem pectina (A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA) na sua composição do que do 

hidrogel onde não se verificassem essas interacções entre fármaco e polímero (isto 
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é, o hidrogel PEGDA, composto por um polímero neutro). Realmente parece que a 

cinética de libertação do flurbiprofeno (e ignorando o burst release) é ligeiramente 

mais rápida nos hidrogéis com pectina do que no hidrogel com somente PEGDA. No 

entanto devido às diferentes morfologias dos hidrogéis, que afectam os perfis de 

libertação, não se pode atribuir esta observação somente à natureza repulsiva das 

interacções que se estabelecem entre a matriz polimérica do hidrogel e fármaco 

encapsulado. O mesmo se pode dizer para os perfis de libertação do sulfato de 

gentamicina, onde se esperaria que as interacções atractivas entre polímero e 

fármaco retardassem a libertação deste último nos hidrogéis com pectina. Nos perfis 

de libertação do sulfato de gentamicina (Figura 3.42) observa-se uma intersecção 

das curvas de libertação dos três hidrogéis: enquanto a taxa de libertação da 

gentamicina dos hidrogéis PEGDA parece manter-se constante durante quase todo o 

processo de libertação, nos hidrogéis A-IMA e 50A-IMA/50PEGDA verifica-se que 

existe um abrandamento da taxa de libertação a partir de cerca de 80% de fármaco 

libertado. Este abrandamento pode ter como causa as forças atractivas iónicas 

estabelecidas entre as restantes moléculas de fármaco e o polímero. Estas 

interacções não são suficientemente estáveis ou fortes para reter o fármaco 

infinitamente no interior da matriz polimérica. A libertação destas moléculas de 

fármaco acontecerá gradualmente à medida que as interacções iónicas entre 

fármaco e polímero vão sendo desmanteladas devido à acção dos contra-iões 

presentes em solução (nomeadamente Na+ e Cl-).  

 

 Analogamente ao realizado com os perfis de inchaço dinâmico, a equação 

empírica de Rigter-Peppas foi ajustada aos perfis de libertação dos fármacos. Neste 

caso, a fracção Mt/M corresponde à fracção de massa acumulada libertada no 

tempo t, representada em função do tempo nas Figuras 3.41 e 3.42. O ajuste da 

equação foi feita para os pontos das curvas de libertação com valores Mt/M 

sensivelmente inferiores a 0.6. Os resultados das regressões não lineares são 

apresentados na Tabela 3.14, para as curvas de libertação dos dois fármacos.  

 Para os hidrogéis PEGDA, o expoente difusional n, para os dois fármacos, 

assume o valor de 1.0. Este valor indica, para a geometria do hidrogel sobre 

investigação, que a libertação dos dois fármacos é controlada pelo relaxamento e 

inchaço da matriz polimérica (Caso II ou transporte controlado pelo relaxamento), 
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ou seja, o processo de libertação dos fármacos é limitado pelo inchaço do hidrogel ao 

longo do tempo e não pela taxa de difusão do fármaco.  

Tabela 3.14 Resultados do ajuste da equação de Ritger-Peppas às curvas de libertação in 
vitro, numa solução salina tampão fosfato (pH= 7.4), dos fármacos flurbiprofeno sódico e 

sulfato de gentamicina. 

 Flurbiprofeno Sódico Sulfato de Gentamicina 
 PEGDA 50PEGDA/ 

50A-IMA 
A-IMA PEGDA 50PEGDA/ 

50A-IMA 
A-IMA 

n 1.01 0.48 0.55 1.00 0.42 0.40 
k (h-n) 0.465 0.709 0.562 0.820 0.966 0.869 

N* 8 7 7 6 4 5 
Radj2 0.9801 0.9546 0.9723 0.9952 0.9885 0.9812 

* Número de pontos ajustados. 

 

 Comparando os perfis de libertação do flurbiprofeno sódico (Figura 3.41) e 

do sulfato de gentamicina (Figura 3.42) nos hidrogéis PEGDA com o perfil de inchaço 

dinâmico do mesmo hidrogel (Figura 3.32), verifica-se que a cinética de inchaço 

deste hidrogel é muito mais lenta que a cinética de libertação dos fármacos, logo o 

mecanismo limitante do processo de libertação é o inchaço do hidrogel, tal como os 

expoentes difusionais obtidos indicam.  

 Os expoentes difusionais para os hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA e A-IMA são 

próximos de 0.5, no caso da libertação do flurbiprofeno sódico, indicando um 

mecanismo de libertação controlado pela difusão do fármaco (Caso I ou difusão 

Fickiana simples). No caso da libertação do sulfato de gentamicina, os expoentes 

difusionais assumem valores inferiores a 0.5 (cerca de 0.4), indicando que neste caso 

a estrutura porosa dos hidrogéis afecta a cinética de libertação do fármaco.  

 

 Na Figura 3.43 encontram-se representados os perfis de libertação da 

proteína lisozima a partir dos hidrogéis PEGDA, 50PEGDA/50A-IMA e A-IMA, em 

dois meios de libertação: numa solução salina tampão fosfato (pH 7.4) e numa 

solução salina tampão acidificada (pH 2.0). Observa-se um comportamento 

semelhante para todos os perfis de libertação: o fenómeno de burst release (cuja 

extensão varia muito conforme a natureza do hidrogel), seguido de um período de 

cerca de oito horas de libertação a uma taxa constante. A partir de 1 dia de 

libertação praticamente nenhuma proteína é libertada. Em todos os casos verifica-se 

que a libertação é incompleta, ou seja, existe uma fracção de proteína que 

permanece no interior dos hidrogéis.   
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 Nos hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA verifica-se que cerca de metade da 

proteína presente no hidrogel é libertada nas primeiras duas horas de ensaio 

(41.2% na solução salina tampão fosfato e 51.1% na solução salina acidificada). Para 

os hidrogéis A-IMA e PEGDA o fenómeno de burst release é mais limitado. Nos 

hidrogéis A-IMA verifica-se a libertação, nas primeiras duas horas, de 11% e 30% da 

proteína, em solução solução tampão fosfato e em solução salina acidificada, 

respectivamente. Nos hidrogéis de PEGDA, 23% da proteína é libertada nas duas 

primeiras horas em solução salina tampão fosfato, e 6.5% em solução salina 

acidificada. 

 

Figura 3.43 Curvas da libertação in vitro da proteína lisozima: em solução salina tampão 
fosfato, pH= 7.4 (símbolos a negro); em solução salina  tampão acidificada, pH= 2 (símbolos 

sem preenchimento); média ± DP, n=3. 

 

 A grande extensão do fenómeno de burst release observada nos hidrogéis 

50PEGDA/50A-IMA pode ser uma consequência das interacções iónicas que se 

estabelecem entre proteína e pectina na solução precursora do hidrogel. O ponto 

isoelétrico da lisozima é notavelmente elevado (cerca de 11.1, Tabela 3.4), o que 

significa que, em água destilada, a lisozima apresente carga positiva. Por sua vez, em 

água destilada a pectina apresenta carga negativa. Assim é provável que quando em 

solução, as moléculas de pectina e lisozima complexem entre si. Na presença do 

macrómero PEGDA é possível que surja uma separação de fases com um 

aparecimento de uma fase rica em PEGDA e outra rica em pectina e lisozima. A 
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fotoreticulação dos precursores nestas condições originará um hidrogel compósito, 

com domínios ricos em PEGDA reticulado e pobres em pectina e lisozima e outros 

domínios ricos em pectina e lisozima e pobres em PEGDA. Também devido à 

formação destes complexos, muitos dos grupos reactivos presentes na pectina 

podem encontrar-se inacessíveis para reagirem entre si, o que resultará numa fraca 

reticulação das cadeias de pectina. Nestas condições, os domínios do hidrogel 

fracamente reticulados, e ricos em pectina e lisozima, facilmente se dissolverão 

quando mergulhados no meio de libertação, originando a libertação de uma grande 

quantidade de enzima nos primeiros tempos do ensaio de libertação.  

 A libertação incompleta dos compostos bioactivos encapsulados, 

nomeadamente proteínas, é frequentemente assinalada na literatura, especialmente 

na situação em que estas se encontram presentes durante o processo de formação 

do hidrogel por reticulação radicalar.  

 Embora o processo de formação de hidrogéis através de fotoreticulação 

radicalar induzida por luz UV tenha inúmeras vantagens, e seja por isso mesmo 

comummente utilizado na produção de hidrogéis para aplicações biomédicas, este 

processo implica a formação de radicais livres extremamente reactivos que, para 

além de iniciarem as reacções de reticulação (ao atacarem as ligações C=C dos 

grupos terminais vinílicos ou metacrílicos, por exemplo) podem também reagir com 

os resíduos de aminoácidos das proteínas, originando alterações químicas e 

estruturais nas proteínas e a formação de ligações covalentes entre proteína e 

matriz polimérica. Assim, estas reacções entre radicais livres e proteína são 

responsáveis não apenas pela diminuição da biodisponibilidade da proteína 

encapsulada mas também pela diminuição da sua bioactividade, visto que esta se 

encontra intimamente relacionada com a estrutura tridimensional da proteína.  

 Vários autores investigaram o impacto que a geração de radicais livres tem na 

biodisponibilidade e bioactividade de várias proteínas encapsuladas em hidrogéis 

produzidos por fotoreticulação radicalar136, 137.  

 Lin & Metters136 investigaram a biodisponibilidade e bioactividade da 

lisozima quando encapsulada em hidrogéis preparados a partir da fotoreticulação de 

soluções do macrómero PEGMA (poli(etilenoglicol monoacrilato), PM 3000) na 

presença do fotoiniciador Irgacure®2959, um sistema semelhante ao utilizado neste 

trabalho para encapsular a lisozima nos hidrogéis PEGDA.  
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  A fracção de proteína libertada e a sua bioactividade foi analisada para várias 

condições de fotopolimerização (concentração de fotoiniciador, tempo de exposição 

à luz UV, concentração de macrómero, etc.) Os autores verificaram uma diminuição 

da bioactividade da enzima libertada com o aumento da concentração de iniciador 

presente na solução precursora do hidrogel (de 0.1 para 0.3% (m/m)). Esta perda de 

actividade foi relacionada com alterações nas estruturas secundárias da proteína, 

detectadas por espectroscopia de dicroismo circular (circular dichroism 

spectroscopy). Verificaram também que um aumento da concentração do 

fotoiniciador e/ou um aumento de tempo de exposição à luz UV (de 10 para 20 min, 

∼10 mW/cm2) resultavam numa maior percentagem de proteína não libertada.  

 Considerando este exemplo, e as condições de fotopolímerização adoptadas 

neste trabalho, é provável que uma das causas para a libertação incompleta da 

lisozima seja a conjugação covalente desta com as cadeias poliméricas do hidrogel, 

induzida pelos radicais livres produzidos durante o processo de fotopolimerização. 

Para além desta imobilização química, é provável que exista, em alguma extensão, 

também uma imobilização física, resultante do estabelecimento de interacções 

físicas fortes (ligações iónicas, ligações por pontes de hidrogénio) entre proteína e 

polímero. Adicionalmente, e como se trata de macromoléculas, alguma molécula de 

proteína podem se encontrar fisicamente presas nas estruturas tridimensionais 

mais densas do hidrogel, onde o espaço entre as reticulações é menor que o tamanho 

das moléculas de proteína.   

 Claro que, para além das causas referidas acima, no final do processo de 

libertação a quantidade total de proteína libertada será também determinada pela 

extensão do fenómeno de burst release, cujas causas já foram discutidas 

anteriormente.  

 Os perfis de libertação in vitro da lisozima não parecem ser afectados de 

forma muito significativa pelo pH do meio de libertação. Contudo, e embora não se 

tenham realizado estudos de actividade enzimática, a actividade da lisozima 

libertada em meio ácido deve ser residual, em comparação com a actividade da 

proteína libertada na solução tampão fosfato, pois a gama de pH em que esta 

proteína se mantém activa encontra-se entre 6.0 e 9.0, sendo que atinge a actividade 

máxima a um pH de 6.2138. 
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 Na Figura 3.44 encontram-se os perfis de libertação in vitro da proteína BSA. 

Neste caso, observa-se que os perfis de libertação assumem um comportamento 

distinto nos dois meios de libertação. 

 

Figura 3.44 Curvas da libertação in vitro da proteína BSA: em solução salina tampão fosfato, 
pH= 7.4 (símbolos a negro); em solução salina tampão acidificada, pH= 2 (símbolos sem 

preenchimento); média ± DP, n=3. 

 

  Em solução salina tampão fosfato (pH 7.4) observa-se uma libertação de BSA 

a uma taxa constante até cerca de 3 dias. A partir desse tempo, e até cerca de 60 dias 

de ensaio, apenas uma pequena quantidade de proteína é libertada. Neste caso não 

se verifica uma libertação substancial de proteína nas primeiras horas de libertação. 

Nos hidrogéis de PEGDA, apenas 0.54% da proteína encapsulada é libertada nas 

primeiras duas horas e, nos hidrogéis A-IMA, apenas cerca de 2% da proteína é 

libertada neste tempo. Tal como acontece na libertação da lisozima, nos hidrogéis 

50PEGDA/50A-IMA verifica-se uma maior quantidade de BSA libertada nos tempos 

iniciais – cerca de 7.4%. Ao fim de 3 dias, a percentagem de BSA libertada a partir 

dos hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA atinge os 25% e, nos hidrogéis PEGDA e A-IMA, 

cerca de 11 e 13%, respectivamente. A quantidade de BSA libertada pelos hidrogéis 

PEGDA e A-IMA correspondem a cerca de metade da quantidade de BSA libertada 

pelos hidrogéis 50PEGDA/50A-IMA, evidenciando que, também com esta proteína, a 

mistura da pectina com o macrómero PEGDA conduz a um hidrogel híbrido 
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susceptível de uma maior libertação de proteína nos tempos iniciais, 

comparativamente com os hidrogéis produzidos apenas com o macrómero ou 

apenas com a pectina modificada.  

 Relativamente aos perfis de libertação em meio salino acidificado (pH 2) 

verifica-se a libertação de uma menor quantidade de BSA nos primeiros dias de 

libertação, comparativamente com a libertação em solução salina tampão fosfato. 

Neste meio, a quantidade de proteína libertada aumenta gradualmente ao longo do 

tempo, ao contrário do que acontece na solução salina tampão fosfato, onde se 

verifica uma libertação muito limitada de BSA a partir do terceiro dia de ensaio. 

Enquanto nos hidrogéis PEGDA o perfil de libertação é praticamente linear durante 

os cerca de 60 dias de ensaio, nos hidrogéis A-IMA e 50PEGDA/50A-IMA verifica-se 

uma maior quantidade de proteína libertada no primeiro mês (cerca de 50%), 

verificando-se um abrandamento da taxa de libertação a partir do segundo mês.  

 Os diferentes perfis de libertação observados nos dois meios de libertação 

podem ser associados à instabilidade da BSA em meio ácido, que conduz muito 

rapidamente à desnaturação e degradação da proteína. 

  Estey et al139 investigaram a degradação da BSA num meio salino acidificado 

(pH 2) durante um mês, em soluções com várias concentrações de proteína e 

diferentes forças iónicas, incubadas a 37ºC. Os resultados obtidos por estes 

investigadores ajudam a elucidar os perfis de libertação da BSA em meio ácido 

obtidos neste trabalho. Através de SE-HPLC (Size-exclusion high performance liquid 

chromatography), e SDS–PAGE (electróforese do gel de poliacrilamida de sulfato de 

dodecilo de sódio),   os autores verificaram que, nos primeiros dias de incubação a 

pH ácido,  as moléculas de BSA formavam agregados solúveis, com pesos 

moleculares, estimados por SEC-HPLC, superiores a 500 kDa. A concentração destes 

agregados aumentava gradualmente durante a primeira semana de incubação. 

Depois desta fase inicial, a concentração dos agregados diminuía, verificando-se o 

aumento gradual da concentração de fragmentos de proteína, com pesos 

moleculares entre os 7 e 40 kDa. Segundo estes autores esta fragmentação é devida à 

hidrólise da ligação péptica entre os aminoácidos Asparagina e Prolina, ligação 

susceptível a degradação em meio ácido. Os resultados de SE-HPLC e SDS–PAGE 

publicados pelos autores são reproduzidos na Figura 3.45.  Passado um mês de 

incubação, os cromatogramas SE-HPLC revelavam o desaparecimento completo do 
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pico de eluição correspondente ao monómero de BSA, indiciando a degradação 

completa da proteína em solução. Contrariamente, nas soluções de proteína 

incubadas em solução salina tampão fosfato (pH 7), a presença do monómero BSA, 

passado um mês, correspondia a cerca de 80% do monómero presente no tempo 

inicial de incubação. Em complemento das análises SEC-HPLC e SDS-PAGE os 

autores realizaram ainda estudos espectrofotométricos, onde a alteração das 

estruturas secundárias da proteína ao longo do tempo foram investigadas.  

 Esta investigação realizada por Estey et al139 ajuda a esclarecer os perfis 

de libertação obtidos para a BSA em meio ácido. Assim, pode-se justificar a 

menor taxa de libertação de proteína nos primeiros dias de ensaio, 

comparativamente com o que acontece a pH 7, com a formação inicial de 

agregados de proteína que, devido ao seu elevado peso molecular, se difundem 

mais lentamente por entre a estrutura da matriz polimérica até ao exterior.  

 

 

Figura 3.45 Resultados de SE-HPLC (A) e SDS –PAGE (B) representativos da degradação da 
BSA numa solução salina a pH 2 incubada a 37ºC.  Figuras reproduzidas de Estey et al139 sem 

autorização.  

 

 Passados os dias iniciais, a libertação em meio ácido prossegue gradualmente, 

com a libertação de fragmentos de proteína. Ao contrário, e a pH 7, onde a 

degradação da proteína é muito mais limitada, a libertação desta torna-se muito 

reduzida, pois, tal como acontece com a lisozima, é muito provável que uma fracção 
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significativa da proteína encapsulada se encontre covalentemente ligada à matriz 

polimérica devido à acção dos radicais livres. 

 De facto, Lin & Metters136, à semelhança do que fizeram com a lisozima, 

investigaram o processo de imobilização da BSA em hidrogéis de PEGDA durante a 

formação do hidrogel por fotoreticulação radicalar, na presença do fotoiniciador 

Irgacure®2959. Com estudos de libertação in vitro (em solução salina tampão 

fosfato), os autores verificaram que apenas uma fracção da proteína encapsulada 

(menos de 40%) era libertada, sendo que essa fracção diminuía com o aumento da 

concentração de fotoiniciador na solução precursora. Estudos de SDS-PAGE de 

soluções de proteína, PEGMA e Irgacure®2959, irradiadas com luz UV, revelaram a 

conjugação covalente da proteína com o macrómero PEGMA. Perante estes 

resultados, os autores apresentaram um método para proteger a BSA da acção dos 

radicais livres durante o processo de formação do hidrogel. Este consiste em 

adicionar à solução precursora ácido iminodiacético e iões divalentes de metais de 

transição (como Cu2+ e Ni2+), pois este ácido, na presença destes iões, forma 

complexos que se ligam a alguns resíduos de aminoácidos das proteínas. Os autores 

puseram a hipótese que estas ligações protegeriam os resíduos reactivos da BSA da 

acção dos radicais livres. De facto, a libertação in vitro da BSA encapsulada em 

hidrogéis de PEGDA na presença destes complexos revelou um aumento 

significativo da percentagem de proteína libertada.  

 Por ser um polissacarídeo, a pectina é susceptível de sofrer degradação 

química (com quebra das ligações glicosídicas por hidrólise, a pH <4, ou -

eliminação, a pH >7, conforme se encontra descrito na Figura 3.4).  Igualmente, os 

grupos uretana introduzidas na pectina, e presentes nas reticulações entre as várias 

cadeias, são susceptíveis de hidrólise, embora a uma taxa bastante lenta. Assim é 

provável que, para tempos de libertação longos, como é o caso da BSA, a degradação 

química da matriz polimérica dos hidrogéis com pectina afecte igualmente o perfil 

de libertação dos compostos bioactivos. Contudo este efeito não é muito evidente na 

libertação da BSA, e considerando os perfis de libertação da BSA a partir dos 

hidrogéis com pectina e os perfis de libertação partir dos hidrogéis PEGDA (que não 

são susceptíveis de degradação química). 
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 Para os hidrogéis com pectina (A-IMA, 50PEGDA/50A-IMA), procedeu-se 

também à libertação in vitro da BSA em solução salina tampão fosfato na presença 

de enzimas pectinolíticas. Os resultados de libertação são apresentados na Figura 

3.46 e comparados com os perfis de libertação in vitro obtidos em solução salina 

tampão fosfato. Embora o pH óptimo para a actividade das pectinases utilizadas 

(produzidas pelo fungo Aspergillus niger) seja de cerca de 5.0, optou-se por realizar 

os ensaio a pH 7.4, de forma a poder comparar os perfis de libertação com e sem a 

presença da enzima. Ao pH do ensaio estas enzimas perdem entre 40 a 70% da sua 

actividade em duas horas. Por esta razão optou-se por utilizar uma concentração 

elevada de enzima (1mg/ml) e, durante os primeiros dias de ensaio, a solução de 

libertação foi sendo substituída frequentemente por uma solução fresca, preparada 

na hora.   

 

Figura 3.46 Curvas da libertação in vitro da proteína BSA em solução tampão salina fosfato 
(pH= 7.4): sem a presença de pectinase (símbolos a negro); na presença de pectinase na 

concentração de 1mg/ml (símbolos sem preenchimento); média ± DP, n=3. 

  

 Como se pode ver na Figura 3.46, e embora as condições de pH não sejam as 

ideais para a actividade das enzimas pectinolíticas, a presença destas no meio de 

libertação origina um aumento da quantidade total de BSA libertada no final do 

ensaio, bem como uma taxa de libertação mais elevada nos primeiros dias de ensaio. 
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Obviamente este efeito é mais pronunciado nos hidrogéis constituídos apenas por 

pectina modificada (A-IMA) do que nos hidrogéis híbridos (50PEGDA/50A-IMA). 

 Estes resultados indiciam que as cadeias de pectina, mesmo reticuladas 

quimicamente, entre si ou entre outros polímeros, mantêm-se susceptíveis de serem 

degradadas por via enzimática. 
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3.6  Conclusões 

 Na primeira parte deste capítulo investigou-se a reacção de modificação 

química da pectina, um polissacarídeo de origem vegetal. A reacção, da qual 

resultaram derivados de pectina funcionalizados com grupos terminais vinílicos ou 

metacrílicos, envolvia a formação de ligações uretana entre os grupos hidroxilo do 

polissacarídeo e os grupos isocianato presentes na estrutura do agente modificante. 

Duas pectinas comerciais (provenientes de diferentes matérias-primas e com 

diferentes graus de esterificação), denominadas Pectina A e Pectina C, foram 

investigadas. Adicionalmente foram utilizados dois agentes de modificação - o 

isocianato de alilo (AI) e metacrilato de 2-isocianoetilo (IMA). 

 Evidências da ocorrência da reacção química, nomeadamente da presença de 

ligações uretana, foram obtidas por meio de análise elemental e espectroscopia de 

infravermelho por transformada de Fourier com reflectância total atenuada (FTIR–

ATR). Adicionalmente, a análise de Ressonância Magnética Nuclear de Protão (1H-

RMN), para os derivados de pectina A modificados com o reagente AI, revelou a 

presença, nestes derivados, de protões ligados a átomos de carbono envolvidos em 

ligações duplas terminais.  

 Através da análise elemental foi possível quantificar o grau de substituição 

(GS) dos derivados obtidos, ou seja, o número de grupos insaturados terminais 

introduzidos por cada 100 unidades de ácido galacturónico anidro.  

 Através da implementação de um desenho de experiências investigou-se a 

influência de algumas condições reaccionais na extensão da reacção de modificação 

com o reagente AI (representada pelo GS). A interpretação estatística dos resultados 

revelou que o tempo de reacção e a proporção do reagente de modificação, nos 

intervalos investigados, não influenciavam significativamente o GS obtido. 

Contrariamente, verificou-se que o tipo de pectina utilizada na reacção (pectina A ou 

pectina C) influenciava significativamente o GS, constatando-se que a Pectina A 

apresentava uma maior reactividade (maiores GS) do que a Pectina C. Verificou-se 

também que a adição do catalisador dilaurato de dibutilo de estanho contribuía para 

o aumento da extensão da reacção, sobretudo na modificação da pectina A.  

 Estes resultados foram interpretados considerando as condições 

heterogéneas em que as reacções de modificação ocorreram. Nestas condições 

concluiu-se que o factor que limitava da extensão de modificação das pectinas era a 
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acessibilidade dos grupos OH do polissacarídeo para reagirem com o agente 

modificante. Relacionou-se ainda a maior reactividade da Pectina A, relativamente à 

exibida pela Pectina C, com a maior afinidade desta com o solvente da reacção, o 

DMSO, nomeadamente a sua maior capacidade de inchaço neste solvente.  

   Numa segunda fase deste trabalho as pectinas modificadas com grupos 

insaturados reactivos foram utilizadas na preparação de hidrogéis químicos, 

formados por fotoreticulação radicalar induzida por luz UV. Foram preparados 

hidrogéis somente com pectina modificada ou hidrogéis híbridos, preparados a 

partir de misturas de pectina modificada e do macrómero PEGDA, em várias 

proporções. Como termo de comparação foram também sintetizados hidrogéis 

compostos apenas pelo macrómero PEGDA. O grau de inchaço destes hidrogéis, em 

vários meios, foi investigado e relacionado com factores como o GS das pectinas e a 

composição da mistura precursora do hidrogel.  

 De forma a investigar o desempenho dos hidrogéis preparados enquanto 

sistemas de libertação controlada de compostos bioactivos, dois fármacos e duas 

proteínas modelos foram incorporados nos hidrogéis, em simultâneo com a sua 

formação. A pectina utilizada foi a pectina A modificada com o agente IMA (GS = 6.1).  

 Realizaram-se ensaios de libertação in vitro em soluções salinas acidificadas 

(pH 2) e soluções salinas tampão fosfato (pH 7.4) dos fármacos flurbiprofeno sódico 

e sulfato de gentamicina e das proteínas modelo lisozima e BSA, que foram 

libertados a partir de hidrogéis compostos apenas por pectina (A-IMA), a partir de 

hidrogéis híbridos, com pectina e o macrómero PEGDA (50PEGDA/50A-IMA) e a 

partir de hidrogéis formados apenas com o macrómero PEGDA.  

 Para os dois fármacos hidrofílicos e de baixo peso molecular verificou-se que 

estes se libertavam rapidamente de todos os hidrogéis, sendo a libertação total 

atingida, no máximo, passado quatro horas de ensaio. Nos hidrogéis A-IMA e 

50PEGDA/50A-IMA observou-se uma libertação substancial do fármaco 

encapsulado nos primeiros instantes do ensaio, um fenómeno designado por burst 

release. Este fenómeno foi relacionado com a morfologia (da superfície e interna) 

dos hidrogéis A-IMA e 50PEGDA/50A-IMA, analisada por SEM. Estes hidrogéis 

revelaram ter um interior cheio de poros de grandes dimensões e uma superfície 

rasgada por grandes fracturas. Uma das causas para esta morfologia heterogénea 
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encontra-se na grande quantidade de água presente durante a formação dos 

hidrogéis, devido à baixa concentração da solução precursora (5% m/m).  

 A libertação das proteínas modelo revelou-se incompleta nos três hidrogéis 

estudados. Este fenómeno foi atribuído à conjugação entre as proteínas e os 

polímeros devido à acção dos radicais livres formados durante o processo de 

formação do hidrogel. Para além disto, a adsorção física das proteínas à matriz 

polimerica é outro factor que também deve contribuir para a libertação incompleta 

destas biomoléculas.  

 Verificou-se ainda que os perfis de libertação da proteína BSA eram 

influenciados pelo meio de libertação, tendo-se relacionado os diferentes perfis de 

libertação exibidos, em solução salina acidificada (pH 2) e solução salina tampão 

fosfato (pH 7.4), com instabilidade/degradação química da BSA em meio ácido e com 

a relativa estabilidade desta a pH 7.4. 

 Finalmente conclui-se, com estudos de libertação in vitro da BSA na presença 

de enzimas pectinolíticas, a partir de hidrogéis que continham pectina, que a pectina 

modificada, mesmo reticulada, entre si ou com o macrómero PEGDA, continua a ser 

susceptível de ser degradada por via enzimática.  

 Esta última evidência sugere que os hidrogéis preparados têm potencial para 

serem utilizados enquanto sistemas de libertação específica no cólon. 

Adicionalmente, e por serem hidrogéis químicos, estes têm a vantagem de serem 

bastante mais estáveis que os vários hidrogeís físicos de pectina que têm sido 

propostos como sistemas de libertação específica no cólon. No entanto, e com base 

nos estudos de libertação in vitro realizados, estes parecem ser mais promissores 

enquanto sistemas de libertação específica no cólon de biomacromoléculas, como 

por exemplo protéinas, do que na libertação de fármacos hidrofílicos de baixo peso 

molecular pois, como se viu, a libertação dos fármacos modelo representativos deste 

tipo de fármacos revelou ser bastante rápida e afectada de um burst release 

considerável.  
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Capítulo 4  

Esponjas de Pectina e Quitosano Formadas 
por Complexação Polielectrolítica: 

Preparação e Caracterização 

  



 

 
 

Com base no trabalho apresentado neste Capítulo encontram-se em preparação 

um artigo que será submetido para publicação na revista International Journal of 

Biological Macromolecules: 

 

P. Coimbra, H.C. de Sousa, M.H. Gil, Pectin/chitosan polyelectrolyte complexes 

based sponges: preparation and characterization. 
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 Ao longo deste capítulo descreve-se a preparação e caracterização de 

esponjas biodegradáveis produzidas através da liofilização dos complexos 

polielectrolíticos formados entre os polissacarídeos pectina e quitosano.  

 Adicionalmente, a viabilidade das matrizes produzidas enquanto sistemas de 

libertação controlada/sustentada de proteínas é discutida, com base num estudo 

preliminar que envolveu a imobilização da proteína modelo BSA nas esponjas 

produzidas e a sua subsequente libertação in vitro.   

4.1 Introdução  

4.1.1 Polielectrólitos e complexos polielectrolíticos 

 Os polielectrólitos (PELs) são macromoléculas ou polímeros solúveis em água 

com uma grande quantidade de grupos ionizáveis. De acordo com a sua origem, 

estes são classificados de naturais (ex: DNA, proteínas, alguns polissacarídeos), 

derivados de polímeros naturais (ex: carboximetilcelulose), ou sintéticos (ex: 

poli(ácido acrílico), poli(ácido estirenosulfónico)). Em termos da natureza da carga 

eléctrica estes são classificados de polianiões, policatiões ou polianfotéricos. 

Dependendo da densidade da carga eléctrica e do grau de acidez ou basicidade dos 

grupos funcionais, os PELs podem ser classificados de polielectrólitos de baixa ou 

alta densidade de carga eléctrica e de polielectrólitos fortes ou fracos1.  

 As principais forças envolvidas na formação dos complexos polielectrolíticos 

(PECs) são as forças electrostáticas de Coulomb, desenvolvidas entre PELs 

carregados com cargas opostas, e que conduzem à condensação iónica 

interpolimérica. A libertação concomitante de contra-iões é a principal driving force 

para esta reacção, pois isto corresponde a um aumento da entropia do sistema1, 2.  

 A formação dos PECs pode ser dividida em 3 etapas (Figura 4.1): a primeira 

corresponde à formação de complexos entre as cadeias de dois polielectrólitos de 

cargas opostas, determinada pelas forças de Coulomb (Figura 4.1(a)). Numa segunda 

fase, e dependendo da natureza dos polielectrólitos, pode ocorrer a reestruturação 

destes complexos, com a formação de estruturas mais ordenadas (Figura 4.1 (b)). A 

terceira etapa corresponde ao processo de agregação entre complexos (Figura 4.1 

(c)), o qual é determinado por interacções intermoleculares como ligações por 
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pontes de hidrogénio, forças de van der Waals, e interacções hidrofóbicas e de 

dispersão1, 2.  

 

 

Figura 4.1 Representação esquemática da formação dos PECs e seus agregados (figura 
adaptada de Tsuchida2). 

 

 Em última análise, as estruturas e propriedades dos PECs obtidos serão 

sempre determinadas pelas propriedades físico-químicas dos componentes 

polielectrólitos (grau de acidez e basicidade, densidade de carga, peso molecular, 

estrutura dos grupos iónicos, hidrofilicidade e hidrofobicidade, etc.) e as condições 

reaccionais presentes durante a sua formação (proporções dos PELs, concentração, 

força iónica, pH, temperatura, agitação, etc.)  

 Da mesma forma, estes dois aspectos determinam o comportamento em 

solução dos agregados de PECs. Complexos solúveis em água podem ser obtidos 

entre policatiões e polianiões com baixa densidade de carga eléctrica e com grandes 

diferenças de pesos moleculares, quando estes são misturados em razões não 

estequiométricas. Pelo contrário, complexos insolúveis com um elevado grau de 

agregação são formados quando se misturam polielectrólitos com uma grande 

densidade de carga eléctrica e/ou com pesos moleculares elevados e semelhantes. 



Capítulo 4 

177 
 

Com concentrações baixas é possível obter dispersões coloidais com dimensões 

submicrométricas1, 2.  

4.1.2 Aplicações farmacêuticas e biomédicas dos complexos 
polielectrolíticos 

 Os PEL e PECs encontram diversas aplicações em várias áreas tecnológicas, 

como por exemplo, em processos de separação de proteínas ou como suportes para 

a imobilização de enzimas3. Nas áreas farmacêutica e biomédica estes têm sido 

largamente investigados no desenvolvimento de sistemas de libertação controlada 

de fármacos e também na preparação de scaffolds. Nesta última aplicação os PELs e 

PECs de origem natural (como PECs entre polissacarídeos ou PECs de 

polissacarídeos e proteínas) têm um particular interesse, pois, do ponto de vista 

estrutural e químico, estes apresentam semelhanças com vários complexos 

macromoleculares presentes em sistemas vivos4. Adicionalmente, estes apresentam 

normalmente uma boa biocompatibilidade e, alguns sistemas, apresentam mesmo 

actividades biológicas favoráveis como a promoção da proliferação e da 

diferenciação celular4.  

 

4.1.3 Complexos polielectrolíticos com quitosano  

 O polímero natural mais investigado nas áreas biomédicas e farmacêuticas é 

o quitosano. As razões para esta popularidade advêm das propriedades exibidas por 

este polissacarídeo, as quais já foram referidas na introdução. 

 Uma dessas propriedades é o seu carácter de polielectrólito, sendo este 

classificado como uma polibase fraca devido à presença de grupos amina. Talvez a 

aplicação mais conhecida, e directamente relacionada com as propriedades do 

quitosano enquanto polielectrólito, é a utilização deste como veículo na entrega de 

material genético por via da sua complexação com alguns fragmentos de DNA5. 

 Uma grande diversidade de PECs, constituídos por quitosano e: proteínas6, 7, 

poliaminoácidos8, polissacarídeos9-15, polissacarídeos modificados16, 17 e 

polielectrólitos sintéticos18, 19, já foram produzidos e investigados. Estes PECs foram 

processados nas formas de membranas11, 18, partículas10, 16, micro- e nanopartículas9, 

16, 20, fibras15 e esponjas12, 13, e propostos para as mais diversas aplicações enquanto 

sistemas de libertação controlada de fármacos10, 16 15, 20, scaffolds7, 14, 17, 21, ou wound 
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dressings11-13. Na literatura encontram-se alguns artigos de revisão dedicados a este 

tema4, 22.  

 Apesar do grande número de artigos publicados onde os PECs com quitosano 

são sugeridos para as mais diversas aplicações, existem poucos estudos 

fundamentais dedicados à investigação das reacções de complexação que dão 

origem a estes PECs e à forma como as várias condições reaccionais afectam a 

formação dos PECs e as propriedades por eles exibidas. Uma das excepções tem sido 

o trabalho desenvolvido por Argüelles-Monal, que tem vindo a investigar as reacções 

de complexação entre o quitosano e vários polissacarídeos através de técnicas como 

a condutimetria e a turbidiometria23-25.  

 Os PECs podem ser visto como hidrogéis físicos que são formados devido às 

ligações iónicas estabelecidas entre as cadeias de polianiões e policatiões, e onde 

outras interacções físicas (como pontes de hidrogénio e hidrofóbicas) desempenham 

um papel cooperativo na estabilização dos complexos.  

 A formação de PECs com quitosano necessita apenas, e para além de uma 

parte dos grupos amina ionizados, de um polianião ionizado ou semi-ionizado, não 

requerendo assim a adição de iniciadores, de catalisadores ou de solventes 

orgânicos, os quais são normalmente necessários para produzir estruturas 

hidrofílicas covalentemente reticuladas (hidrogéis químicos). Este aspecto constitui 

uma das grandes vantagens dos PECs, pois isto favorece a biocompatibilidade deste 

tipo de materiais22. Adicionalmente, os processos de purificação podem ser 

dispensados. 

 Os hidrogéis de PECs são conhecidos por apresentarem um comportamento 

de inchaço dependente do pH do meio e, numa menor extensão, da força iónica 

desse mesmo meio. Esta característica possibilita o desenvolvimento de sistemas de 

libertação sensíveis ao pH. Por outro lado, estudos indicam ainda que as 

propriedades do quitosano, enquanto material biocompatível e promotor do 

tratamento de feridas, não se perdem com a formação dos PECs. Adicionalmente, e 

dependendo do polianião utilizado, os PECs com quitosano são geralmente 

considerados biodegradáveis4. 

 Por vezes a estrutura dos PECs é reforçada com a introdução de reticulações 

covalentes entre as várias cadeias poliméricas como, por exemplo, através da 

reacção entre os grupos funcionais OH, como acontece quando os PECs de 
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polissacarídeos são tratados com glutaraldeído. Contudo, embora algumas 

propriedades funcionais e mecânicas possam ser melhoradas com este processo, 

este tem normalmente um impacto negativo na biocompatibilidade dos PECs22.  

 Uma das desvantagens na produção deste tipo de sistemas é a grande 

sensibilidade destes às condições reaccionais (nomeadamente ao pH e força iónica) 

e às propriedades físico-químicas dos PELs envolvidos o que, aliado à inerente 

variabilidade dos polímeros naturais, dificulta a reprodutibilidade das propriedades 

dos PECs de batch para batch e a sua produção em grande escala. 

 

4.1.4 Complexos polielectrolíticos com quitosano e pectina 

 A estequiometria da reacção de complexação entre uma polibase fraca e um 

poliácido fraco, como é o caso do quitosano e da pectina, respectivamente, é 

determinada essencialmente pelo pH da solução de mistura dos dois PELs, uma vez 

que o grau de ionização destes é uma função do pH4, 22, 24. De facto, e para que a 

reacção de complexação possa ocorrer, ambos os PELs têm de apresentar grupos 

ionizados. Isto significa que a formação de PECs insolúveis é apenas possível em 

meios com um pH intermédio entre os pKa’s dos dois polímeros (Figura 4.2), região 

de pH’s onde mais de 50% dos grupos iónicos dos dois PELs se encontram ionizados. 

Para além do pH, a temperatura, a força iónica, a proporção dos PELs, a agitação e a 

ordem de adição são factores adicionais que afectam a reacção de complexação. 

Além disto, as propriedades dos dois PELs, nomeadamente o peso molecular, o grau 

de acetilação (GA) do quitosano e o grau de esterificação (GE) da pectina, 

influenciam também a reacção e as propriedades finais dos PECs obtidos.  

 Variando o pH da reacção (ou seja, o grau de ionização dos dois PELs), é 

possível obter PECs com diferentes proporções dos dois polímeros. Assim, se os 

PECs forem formados a valores de pH próximos do pKa da pectina é possível obter 

PECs ricos em pectina, com uma carga eléctrica total negativa (com grupos COOH 

livres, não complexados com grupos NH3
+). Contrariamente, e se reacção ocorrer a 

um pH próximo do pKa do quitosano, obter-se-ão PECs com uma carga total positiva. 

 As propriedades exibidas por estes PECs serão forçosamente diferentes, 

nomeadamente o comportamento de inchaço destes com a variação do pH. Desta 



Capítulo 4 

180 
 

forma, variando o pH a que ocorre a reacção é possível produzir PECs com as 

propriedades mais adequadas para uma determinada utilização.  

 

 

Figura 4.2 Esquema da formação dos complexos polielectrolíticos entre a pectina e o 
quitosano. 

 

 Como já se referiu no Capítulo 3, a maioria dos trabalhos publicados na 

literatura sobre PECs de pectina e quitosano exploram a utilização destes enquanto 

possíveis veículos para a libertação específica de substâncias bioactivas no cólon26-

31. Este tipo de sistemas e as suas aplicações foram discutidos no capítulo anterior, 

na secção dedicada à revisão bibliográfica das aplicações da pectina na formulação 

de sistemas de libertação de substâncias bioactivas (secção 3.2.1.1).  
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4.2  Parte experimental 

4.2.1 Reagentes 

 Os reagentes utilizados no trabalho desenvolvido neste capítulo, bem como o 

seu grau de pureza, fornecedor, e número de registo do Chemical Abstracts Services 

(CAS), são apresentados na Tabela 4.1. 

Tabela 4.1 Lista dos reagentes utilizados. 

Reagente Pureza Marca CAS 
Ácido acético 96% Merk 64-19-7 
Ácido clorídrico 37% PRONALAB 7647-01-0 
Tampão fosfato salino (tablets) - Sigma - 

Cloreto de sódio 99.5% 
Panreac Química 

SA 
7647-14-15 

Acetato de sódio >99% SigmaUltra 127-09-3 
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 
carbodiimida HCL (EDC) 

? Sigma-Aldrich 25952-53-8 

N-Hidroxisuccinimida (NHS) ? Fluka 6066-82-6 

Ácido 2-N-(morfolino) etano sulfónico 
(MES) 

? Boehringer 
Mannheim GmbH 

4432-31-9 

2-N-[morfolino] etano sulfonato de sódio 
(MESNa) 

> 99% Sigma 71119-23-8 

Azida de sódio 99.0% Aldrich 26628-22-8 
Etanol de lavagem > 96% Vaz Pereira 64-17-5 
Etanol absoluto > 99.5% Panreac 64-17-5 
Pectina de citrinos - Sigma 900-69-5 
Quitosano - Aldrich 9012-76-4 

 

4.2.2 Especificações dos polissacarídeos utilizados 

 As principais características dos polissacarídeos utilizados neste trabalho, 

nomeadamente o grau de esterificação (GE) da pectina e o grau de acetilação (GA) 

do quitosano, são apresentadas na Tabela 4.2. 

 

Tabela 4.2 Especificações da pectina e quitosano utilizados.  

Pectina Quitosano 
Descrição Pectina de baixo grau de 

esterificação, extraída de 
frutos cítricos 

Descrição Quitosano de peso molecular 
médio; extraído do 
exoesqueleto de caranguejos 

AGla (%) 98.0*   
GE (%) 41.7** GA (%) 23.3 ± 1.2# 

* Dado do fornecedor. 
** Calculado a partir dos dados do fornecedor. 
# Calculado a partir da análise elemental.  
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 O grau de de acetilação (GA) do quitosano foi determinado a partir das 

percentagens de Azoto e Carbono presentes na sua constituição, obtidas por 

análise elemental. O GA foi calculado pela seguinte fórmula32: 

 

      
 

        

           
     

 Nesta fórmula, C/N representa a razão entre a percentagem de carbono e a 

percentagem de azoto presentes na amostra de quitosano. O valor 6.861 representa 

o valor de C/N numa amostra de quitina totalmente acetilada enquanto 5.145 é o 

valor de C/N numa amostra de quitosano completamente desacetilada.  

 Os valores de GE, da pectina, e de GA, do quitosano, apresentados na Tabela 

4.2, foram utilizados para estimar a quantidade de grupos COOH presentes por 

grama de pectina e a quantidade de grupos NH2 por grama de quitosano, valores 

estes que foram depois utilizados nos cálculos efectuados ao longo deste capítulo. 

Considerou-se a pectina como sendo apenas constituída por unidades de ácido 

galacturónico (AGla) parcialmente metil esterificadas. Isto é uma boa aproximação 

da realidade pois, e segundo os dados do fornecedor da pectina, esta tem uma 

percentagem de AGla de 98.0% (Tabela 4.2). 

 

4.2.3 Procedimento experimental 

4.2.3.1 Lavagem e purificação da pectina comercial 

 Antes de ser utilizada a pectina comercial foi sujeita a um processo de 

lavagem, para remover eventuais impurezas, cadeias de baixo peso molecular e, 

simultaneamente, converter os grupos carboxílicos presentes na forma de sais de 

potássio ou sódio na forma protonada. Neste passo adoptou-se o procedimento 

descrito por Synytsya et al33.  

 A pectina comercial foi lavada com 0.1 mol/l de HCl dissolvido numa mistura 

de etanol /água (1:1, v/v). Seguidamente foi lavada diversas vezes com uma mistura 

água/etanol (1:1, v/v) e, finalmente, com etanol 96%, sendo filtrada com papel de 

filtro em cada lavagem. Por fim a pectina purificada foi seca numa estufa de vácuo a 

60ºC durante 5 dias.  
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4.2.3.2 Preparação dos complexos de pectina/quitosano 

 A pectina lavada e seca foi dissolvida em água destilada numa concentração 

de 1% (m/v). O quitosano, tal como fornecido, foi dissolvido numa solução de ácido 

acético 0.1M, também numa concentração de 1%. Ambas as soluções foram filtradas 

por um funil com placa de vidro porosa, de forma a remover resíduos de material 

insolúvel. O pH das duas soluções foi medido com papel indicador de pH, e situava-

se entre 3.0 e 3.5, para as soluções de pectina, e entre 3.0 e 4.0, para as soluções de 

quitosano. 

  Os PECs de pectina/quitosano foram formados a partir de diferentes 

proporções iniciais dos dois polissacarídeos (%, m/m): 75pectina/25quitosano, 

50pectina/50quitosano, 25pectina/75quitosano.  

 As reacções de complexação processaram-se da seguinte forma: a solução de 

quitosano (com maior viscosidade) foi vertida para um copo e colocada sobre 

agitação mecânica (200 a 400 rpm). Seguidamente, adicionou-se rapidamente a 

solução de pectina a esta solução. Verificou-se imediatamente o aparecimento de 

zonas opacas, indicando a formação dos complexos entre os dois polímeros. A 

mistura das duas soluções foi deixada a agitar durante cerca de 20 minutos. 

Seguidamente, a agitação foi desligada e a mistura, com os PECs em suspensão, foi 

deixada em repouso durante 24 horas. Passado esse tempo, o sobrenadante foi 

separado dos PECs por decantação. Isolados os PECs, estes foram sucessivamente 

lavados com água desionizada. Finalmente, estes foram filtrados com a ajuda de 

papel de filtro. Depois deste passo, os PECs recolhidos foram colocados em tubos de 

Falcon, congelados a cerca de -20ºC, e liofilizados durante 48 horas. Depois de 

liofilizados, os PECs, já na forma de esponjas, foram guardados num excicador até 

futura utilização.  

4.2.3.3 Preparação de esponjas de pectina e esponjas de quitosano por 
tratamento com uma carbodiimida solúvel em água 

 Esponjas constituídas apenas por pectina, ou apenas por quitosano, foram 

também preparadas, através do tratamento destes polímeros com uma carbodiimida 

solúvel em água, a 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida HCL (EDC).  

  As esponjas foram preparadas da seguinte forma: soluções de pectina, ou 

soluções de quitosano, preparadas da mesma forma que as soluções utilizadas na 

formação dos PECs, foram congeladas e liofilizadas. As esponjas assim obtidas foram 
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então tratadas com a EDC, numa mistura constituída por 50% etanol e por 50% de 

solução tampão MES (Ácido 2-N-(morfolino) etano sulfónico (MES)/2-N-(morfolino) 

etano sulfonato de Sódio (MESNa), C=0.05M, pH= 5.5).  

 A carbodiimida e o agente nucleofílico N-Hidroxisuccinimida (NHS) foram 

dissolvidos nesta mistura apenas imediatamente antes de mergulhar as 

esponjas na mesma. Adicionou-se 5 mmol de EDC por grama de polímero, o que 

corresponde, para a pectina, a cerca de 1.6 moles de EDC para cada mole de grupos 

COOH e, para o quitosano, a 1.1 moles de EDC para cada mole de grupos NH2. As 

esponjas foram deixadas mergulhadas nesta mistura durante cerca de 24 h, sob 

agitação magnética. No final da reacção as esponjas foram mergulhadas em água 

desionizada e colocadas numa membrana de diálise (membrana de celulose, cut-off 

 14 000Da), onde foram dialisadas contra água desionizada durante cerca de 5 dias. 

Passado este tempo foram congeladas e novamente liofilizadas.  

4.2.3.4 Tratamento dos PECs de pectina/quitosano com uma carbodiimida 
solúvel em água 

 À semelhança das esponjas de pectina e de quitosano, também alguns PECs 

de pectina/quitosano foram sujeitos a um tratamento com EDC. Neste caso a reacção 

deu-se apenas em meio aquoso, numa solução tampão MES, à qual se adicionou EDC 

e NHS nas proporções já mencionadas anteriormente. Depois de preparados 

conforme descrito na secção 4.2.3.2, e antes de serem congelados e liofilizados, os 

PECs foram mergulhados na solução tampão MES e deixados sobre agitação 

mecânica durante 24h. Estes foram então dialisados contra água destilada durante 

cerca de 5 dias. No final foram congelados e liofilizados. 

 Um esquema do procedimento utilizado na obtenção das várias esponjas é 

apresentado na Figura 4.3. 

4.2.3.5 Incorporação da proteína modelo BSA nas esponjas de PECs 

 Um sistema de libertação à base das esponjas de PECs produzidas foi 

preparado através da incorporação da proteína modelo BSA nessas mesmas 

esponjas.  

 A proteína BSA foi adicionada às esponjas de PECs numa razão de cerca de 

10% (massa de BSA/massa de esponja). Para isso preparou-se uma solução de BSA 

com uma concentração de 25 mg/ml. Dessa solução retirou-se 200 l e adicionou-se 
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esta, gota a gota, sobre um pedaço de esponja de PEC, com um peso aproximado de 

cerca de 50 mg. A esponja com a solução de proteína absorvida foi de seguida 

congelada e liofilizada. Estas foram então prensadas na forma de discos (1mm 

espessura  7 mm diâmetro) numa prensa hidráulica, utilizando uma força de cerca 

de 2000 psi. 

 

 

Figura 4.3 Esquema dos procedimentos adoptados na preparação das várias esponjas. 
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4.2.3.6 Capacidade de absorção de água 

 A capacidade de absorção de água, das esponjas produzidas, foi analisada em 

diferentes meios aquosos: água desionizada; solução salina tampão acidificada (0.01 

M HCl, I= 0.1M, pH  2); solução salina tampão acetato (0.01M, I= 0.1M, pH= 4.5); 

solução salina tampão fosfato (0.01M, I= 0.1M, pH= 7.4). A força iónica das três 

soluções tampão foi ajustada para 0.1M, utilizando cloreto de sódio.  

 Pedaços de esponjas, previamente pesados, foram submersos em água 

desionizada ou nas diferentes soluções tampão usadas e colocados numa estufa a 

37ºC durante 24 de horas, de forma a atingirem o equilíbrio. Passado esse tempo as 

esponjas foram removidas dos meios e pesadas logo de seguida.  

 A quantidade de água ou solução tampão absorvida pelas esponjas foi 

quantificada pela seguinte fórmula: 

                       
          

  
     

 Onde, Weq, representa a massa da esponja em equilíbrio e, Ws, a massa da 

esponja seca. 

4.2.3.7 Estudos de perda de massa 

 De forma a investigar a degradação e/ou dissolução das esponjas produzidas, 

a perda de massa destas foi registada ao longo do tempo quando mergulhadas numa 

solução salina tampão fosfato ou numa solução salina tampão acidificada. 

 Uma série de pedaços de esponjas, previamente pesados, foram colocados em 

poços de cultura e cobertos com solução salina tampão fosfato (C=0.01 M, I= 0.16M, 

pH= 7.4) ou solução salina tampão acidificada (0.01 M HCl, I= 0.16M, pH  2). Às 

soluções tampão adicionou-se previamente azida de sódio na concentração de 

0.025% (m/v), de forma a evitar a proliferação de microrganismos.   

 As placas de poços de cultura com as esponjas foram colocadas numa estufa a 

37ºC. Regularmente, os meios eram renovados com soluções tampão frescas. Em 

tempos pré-determinados (0.5, 1, 2, 4 e 6 semanas), algumas esponjas eram 

retiradas e lavadas cuidadosamente com água desionizada. Depois eram colocadas 

em eppendorfs, liofilizadas, e posteriormente pesadas. A perda de massa foi 

quantificada da seguinte forma: 
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 Onde, W0, é a massa da esponja original e, Wt, a massa da esponja depois de 

ter estado mergulhada na solução tampão durante o tempo t.  

4.2.3.8 Análise elemental 

 As quantidades de Hidrogénio, Carbono, Azoto e Enxofre presentes nas 

amostras de pectina, de quitosano e nas esponjas produzidas, foi determinada por 

análise elemental (modelo EA 1108 CHNS-O, Fisons Instruments). 

4.2.3.9 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com 
reflectância total atenuada (FTIR–ATR)  

 Os espectros na zona de infravermelhos da pectina, do quitosano e das 

diferentes esponjas produzidas foram registados pela técnica de espectroscopia de 

infravermelho por transformada de Fourier com reflectância total atenuada (FTIR–

ATR), num espectrofotometro Magma-IR Spectrometer 750 (Nicolet Instrument 

Corp.). Os espectros foram registados a 32 scans e a uma resolução de 4 cm-1, entre 

os números de onda de 4000 e 400 cm-1 

4.2.3.10 Microscopia electrónica de varrimento (SEM) 

 A morfologia das diferentes esponjas foi analisada por microscopia 

electrónica de varrimento (scanning electronic microscopy - SEM). Pedaços das 

várias esponjas liofilizadas foram colocados em suportes metálicos por meio de fita 

de carbono adesiva e revestidos com ouro. As análises foram realizadas num 

espectrómetro electrónico de varrimento JSM-5310 (JEOL, Japão). A diferença de 

potencial aplicada foi de 20 kV.  

4.2.3.11 Análise térmica: termogravimetria (TGA) e calorimetria diferencial de 
varrimento (DSC) 

 As propriedades térmicas das esponjas obtidas foram investigadas através 

das técnicas de Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Diferencial de Varrimento 

(DSC). 

 As análises de TGA e de DSC foram realizadas simultaneamente num aparelho 

da TA Instruments (modelo SDT Q600), a funcionar no modo DSC-TGA. As amostras, 

com pesos entre 3.0 e 4.5 mg, foram colocadas em cadinhos de alumínio e aquecidas, 
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a uma taxa de 10ºC/min, desde a temperatura ambiente (cerca de 25 ºC) até 450ºC, 

sobre uma atmosfera de azoto. 

4.2.3.12 Estudos de libertação in vitro da proteína BSA 

 A libertação in vitro da BSA a partir das esponjas em forma de disco, cuja 

preparação foi descrita na secção 4.2.3.5, foi realizada em dois meios: uma solução 

salina tampão acidificada (pH 2.0; 0.01M HCl; 0.15M NaCl, I= 0.16M) e uma solução 

salina tampão fosfato (pH= 7.4; 0.01M KH2PO4/Na2HPO4; 0.137M NaCl; 0.0027M 

KCl; I= 0.16M). 

 Os discos foram mergulhados em 10 ml de meio de libertação, em tubos de 

ensaio selados, e colocados numa incubadora a 37± 0.1ºC sob agitação orbital de 100 

rpm. Uma amostra do meio de libertação (0.5 ml) era retirada em tempos pré-

determinados e substituída por um volume igual de meio de libertação fresco. 

 A proteína libertada ao longo do tempo foi quantificada por espectroscopia 

UV/VIS, por meio da reacção com o reagente de Bradford e utilizando um protocolo 

semelhante ao utilizado nos estudos de libertação in vitro da BSA a partir dos 

hidrogéis químicos de pectina (Anexo 3.1) 
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4.3 Resultados e discussão 

 Na Figura 4.4 é possível observar o aspecto geral das esponjas de pectina 

/quitosano preparadas através da complexação polielectrolítica dos dois 

polissacarídeos. As esponjas, obtidas por liofilização, eram flexíveis e compressíveis. 

 

 

Figura 4.4 Aspecto das esponjas de pectina/quitosano preparadas por complexação 
polielectrolítica. 

 

 Como foi referido no procedimento experimental, três PECs de 

pectina/quitosano foram formados a partir de diferentes proporções iniciais dos 

dois polissacarídeos (%, m/m): 75%pectina/25%quitosano, 50%pectina/ 

50%quitosano, 25%pectina/75%quitosano, cujas respectivas esponjas são 

designadas neste trabalho como pec75/quit25, pec50/quit50, pec25/quit75. 

 Através dos dados obtidos por análise elemental (apresentados no Anexo 

4.1), e nomeadamente a partir da percentagem de azoto presente nas esponjas, na 

pectina e no quitosano, foi possível calcular a percentagem mássica de quitosano e 

de pectina presentes nos diferentes PECs (esponjas). Com base nas percentagens 

obtidas, e tendo em conta o GE da pectina e o GA do quitosano, estimou-se 

igualmente o número de moles de grupos carboxílicos, n[COOH], e de grupos amina, 

n[NH2], presentes nos complexos formados.  Estes resultados, para os PECs 

preparados a partir das 3 diferentes proporções dos dois polissacarídeos, são 

apresentados na Figura 4.5, onde se representa a percentagem mássica de pectina 

presente nos complexos e a respectiva razão n[COOH]/n[NH2].  Ainda na Figura 4.5 

estes valores são comparados com os valores teóricos da % mássica de pectina que 
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os PECs teriam se, durante a reacção de complexação, tanto os grupos carboxílicos 

da pectina como os grupos amina do quitosano se encontrassem totalmente 

ionizados, e considerando uma estequiometria reaccional de 1:1, ou seja, cada grupo 

carboxílico ionizado reage com um grupo amina ionizado (n[COOH]/n[NH2]=1). 

 Como se pode ver pela Figura 4.5, a percentagem mássica de pectina nos três 

complexos é semelhante, apresentando os valores de 74.3±0.4%, 78.0±0.9% e 

76.6±1.8%, para os PECs pec25/quit75, pec50/quit50 e pec75/quit25, 

respectivamente. Estes valores correspondem a uma razão n[COOH]/n[NH2] 

sensivelmente entre 2 e 2.6 (2.05±0.05, para pec25/quit75; 2.58±0.14 para 

pec50/quit75; 2.33±0.22 para pec75/quit25). 

 

Figura 4.5 Razão entre a quantidade de grupos carboxílicos e amina (pontos), e 
percentagem mássica de pectina (barras), nos três PECs preparados a partir de diferentes 

proporções dos três polissacarídeos. Comparação com os valores teóricos que seria 
esperado obter se o grau de ionização de ambos os polissacarídeos fosse de 100% e a 

estequiometria da reacção fosse de 1:1. 

 

 Estes resultados indicam que a proporção inicial entre os dois 

polissacarídeos, pelo menos dentro da gama investigada, não afecta grandemente a 

composição dos PECs obtidos.  

 A percentagem de pectina nos PECs é superior à esperada (58.4%). Isto e as 

razões n[COOH]/n[NH2] indicam que o grau de dissociação dos grupos carboxílicos 

da pectina é inferior a 1. De facto, e embora o pH final das misturas reaccionais dos 
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PECs não tenha sido determinado exactamente, as medições feitas com papel 

indicador de pH indicaram que o pH final, nas três reacções, era aproximadamente 

igual a 4. Como o pKa da pectina se situa entre 3.5 e 4.5 34, isto significa que numa 

solução a pH 4 a pectina se encontra apenas parcialmente ionizada. Relativamente 

ao quitosano, o pKa deste varia entre 6.2 e 7.0 35, logo a pH 4 praticamente todos os 

grupos amina do quitosano estão ionizados.  

 De acordo com Peniche et al24 a composição de um PEC entre um poliácido 

fraco [PA] e uma polibase fraca [PB] pode ser descrita pela seguinte equação: 

 

                

 

 Aqui, [PA] e [PB] são as concentrações molares do poliácido e da polibase e, 

PA e PB, são os respectivos graus de dissociação. A partir dos valores de 

n[COOH]/n[NH2], e considerando que o grau de dissociação do quitosano é igual  a 

um 1, é possível estimar o grau de dissociação da pectina, PA: 

 

      
    

    
  

       

      
  

 Ou seja, PA,  sítua-se entre: 

 

    
        

 

    
 

              

 Estes graus de dissociação, obtidos para um pH sensivelmente igual a 4, são 

concordantes para um pKa da pectina também sensivelmente ou ligeiramente 

superior a 4, ou seja, dentro da gama de valores indicada na literatura para o pKa da 

pectina34.  

 Na Figura 4.6 encontram-se representados os espectros FTIR-ATR da pectina, 

do quitosano, a soma ponderada dos espectros dos dois polímeros, e os espectros do 

PEC pec50/quit50. A região mais informativa destes espectros encontra-se na gama 

entre os 1800 e 1400 cm-1, pois é nela que aparecem algumas das vibrações 

atribuídas aos grupos carboxílico e amina. A ampliação desta região encontra-se 

representada no lado direito da Figura 4.6. Nesta região é possível observar, no 

espectro da pectina (Figura 4.6a), a vibração de elongamento do grupo C=O nos 
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grupos carboxílicos não ionizados e esterificados com o grupo metilo (1732 cm-1) e, 

a cerca de 1625 cm-1, a vibração de elongamento assimétrica do grupo C=O nos 

grupos carboxílicos ionizados36, 37. A presença desta última banda indica que uma 

parte dos grupos carboxílicos se encontra ainda na forma de sal (de iões Na+ ou K+), 

apesar de a pectina ter sido lavada com uma solução etanólica de HCl. No espectro 

do quitosano são também visíveis duas bandas nesta região (Figura 4.6b). A 

primeira, a cerca de 1640 cm-1, é atribuída à vibração de elongamento do grupo 

carbonilo dos grupos amida (Amida I), presentes nas unidades acetiladas deste 

polímero. A segunda banda, centrada a cerca de 1543 cm-1, é o resultado da 

sobreposição de duas vibrações: as vibrações das ligações N-H e C-N do grupo amida 

(designada por Amida II), e a vibração de deformação da ligação N-H das aminas 

primárias presentes nas unidades desacetiladas38, 39. Na Tabela 4.3 encontram-se 

resumidas a atribuição destas bandas.  

 

Figura 4.6. Espectros FTIR-ATR de: a)Pectina; b) Quitosano; c) Soma ponderada dos 
espectros de pectina e quitosano (0.75pectina + 0.25quitosano); c) PECs de pectina e 

quitosano (pec50/quit50). Lado direito: ampliação da região dos espectros entre 1450 e 
1850 cm-1. 

 

 Ainda na Figura 4.6 é possível observar o espectro resultante da soma 

ponderada dos espectros de pectina e quitosano. Atribuiu-se um peso de 0.75 ao 

espectro de pectina e 0.25 ao espectro de quitosano de forma a simular, 

aproximadamente, as proporções mássicas de pectina e quitosano presentes nos 

PECs, tal como se viu anteriormente. No espectro resultante (Figura 4.6c), e na 
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região entre 1800 e 1400 cm-1, encontram-se três bandas: a primeira provém do 

espectro da pectina e é atribuída à vibração  C=O dos grupos carboxílicos não 

ionizados e esterificados com o grupo metilo. A segunda banda nesta região resulta 

da soma das bandas atribuídas à vibração Amida I, do quitosano, e à vibração asC=O 

dos grupos carboxílicos ionizados da pectina. A terceira banda provém do espectro 

do quitosano, correspondendo às vibrações Amida II e (N-H) dos grupos amina.  

 

Tabela 4.3 Atribuição das bandas nos espectros de FTIR-ATR da pectina, quitosano e PECs. 

n.o (cm-1) Atribuição Referências 
 Pectina  

1732  C=O (COOH e COOCH3) 37 
36 1625 asC=O (COO-) 

   
 Quitosano  

1640 C=O grupo amida (Amida I) 38, 39 
1543 (N-H) + (C-N) grupo amida (Amida II) 

(N-H) grupos amina (NH2) 

   
 PECs  

1593 as(N-H) grupos amina protonados (NH3+) 38, 40, 41 
1530 (N-H) + (C-N) grupo amida (Amida II) 

s(N-H) grupos amida protonados (NH3+) 
(N-H) grupos amina (NH2) 

 -elongamento;  -deformação; s –simétrico; as – assimétrico. 

 

 O espectro dos PECs de pectina/quitosano (Figura 4.6d) difere do espectro 

resultante da soma dos espectros dos dois polissacarídeos. No espectro dos PECs é 

possível observar o aparecimento de uma banda com uma forte intensidade, com um 

pico a cerca de 1593 cm-1, que se sobrepões a todas as bandas presentes nessa 

região. De acordo com a literatura, esta vibração pode ser atribuída à deformação 

assimétrica da ligação N-H dos grupos amina protonados (NH3
+), as(N-H), a qual 

está situada entre 1625 e 1560 cm-1 38, 40. Esta vibração encontra-se sobreposta com 

a vibração asC=O dos grupos COO- da pectina e a vibração Amida I do quitosano. 

Ainda de acordo com a literatura, o “ombro” que aparece a cerca de 1530 cm-1 pode 

ser atribuído à deformação simétrica da ligação N-H dos grupos amina protonados 

(NH3
+), s(N-H), situada entre 1550 e 1505 cm-1 38, 40.  Esta vibração encontra-se 

sobreposta com a vibração Amida II do quitosano e, possivelmente, com as vibrações 

(N-H) de alguns grupos amina não protonados. 



Capítulo 4 

194 
 

 Vários autores têm referido o aparecimento de diferentes bandas nesta 

região como prova da formação de PECs (ou seja, do estabelecimento de ligações 

iónicas entre os grupos COO- e os grupos NH3
+). No entanto, tal como nota Lawrie et 

al38, o aparecimento de bandas associadas às vibrações dos grupos COO- e NH3
+ não 

prova, por si só, a formação de ligações iónicas entre estes dois grupos. 

 Na Figura 4.7 é possível observar os espectros FTIR-ATR dos três PECs 

preparados a partir de diferentes proporções iniciais dos dois polissacarídeos. 

Verifica-se que os três espectros são idênticos, não existindo nenhuma diferença 

identificável. As proporções entre as bandas, nomeadamente entre as atribuídas à 

pectina e as atribuídas ao quitosano, mantêm-se constantes nos três espectros. Esta 

observação corrobora os resultados obtidos por análise elemental que, e como já se 

viu, revelaram que a composição dos três PECs é muito semelhante.   

 

Figura 4.7 Espectros FTIR-ATR das esponjas dos PECs de pectina/quitosano produzidos. 

 

  Como se referiu, algumas esponjas de PECs foram sujeitas a um tratamento 

adicional com uma carbodiimida solúvel em água, a 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) 

carbodiimida HCL (EDC). 

 As carbodiimidas solúveis em água, especialmente a EDC, são frequentemente 

utilizadas em química orgânica como agentes reticulantes de ordem zero na síntese 

de péptidos ou na imobilização de diferentes moléculas em suportes sólidos42. Numa 

reacção típica, a carbodiimida reage com os grupos carboxílicos de outras moléculas, 

dando origem a uma espécie intermediária altamente reactiva – a O-acilisoureia. 
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Esta por sua vez reage com grupos nucleófilos, especialmente com aminas primárias, 

formando dessa forma uma ligação amida. Para além de grupos amina este 

intermediária reage com outros grupos nucleófilos como grupos sulfrido (SH) e 

hidroxilo (OH).  

  A EDC tem sido utilizada também para preparar filmes e hidrogéis de vários 

polissacarídeos com grupos carboxílicos, por auto-reticulação destes através da 

formação de ligações éster entre grupos COOH e OH. Exemplos disto são a 

preparação de filmes de ácido hialurónico43, 44, de poli(ácido galacturónico)45 ou de 

misturas de ácido hialurónico com alguns derivados de celulose46, 47. Normalmente, 

e à semelhança do procedimento adoptado neste trabalho, os polissacarídeos são 

primeiramente dissolvidos numa solução aquosa e processados na forma de filmes 

ou esponjas através de secagem ou liofilização. Estes filmes ou esponjas são então 

tratados com EDC numa mistura etanólica/aquosa. No final do processo obtêm-se 

filmes ou esponjas insolúveis em água.  

 Como foi concluído anteriormente, os PECs obtidos apresentavam grupos 

carboxílicos livres, ou seja, que não estabeleceram ligações iónicas com os grupos 

amina protonados do quitosano, devido a não se encontrarem ionizados durante a 

ocorrência da reacção de complexação. Assim seria de esperar que, e devido ao 

tratamento com EDC, ocorre-se um processo de reticulação entre os grupos 

carboxílicos livres da pectina e os grupos OH, da pectina ou do quitosano. 

 Na Figura 4.8 encontra-se um esquema do possível mecanismo de reacção da 

pectina com a EDC, baseado no esquema proposto por Nakajima & Ikada48 para a 

reacção entre as carbodiimidas e os grupos carboxílicos em meio aquoso. 

 No mecanismo proposto por Nakajima & Ikada 48, a reacção em meio aquoso 

entre uma carbodiimida e um grupo carboxílico requer que este último se encontre 

ionizado e, adicionalmente, que existam protões em solução (i.e., um meio ácido), 

pois a carbodiimida tem de reagir com um protão para formar um carbocatião (2). 

Este carbocatião reagirá então com um grupo carboxílico ionizado para formar o 

intermediário altamente reactivo O-acilisoureia (3). Na presença de grupos 

nucleófilos, neste caso os grupos OH da pectina, o intermediário (3) reage com estes 

dando origem à pectina reticulada por uma ligação éster (4) e a uma molécula de 

ureia (5). Porque o intermediário O-acilisoureia é extremamente instável, mesmo na 

presença de grupos nucleófilos este facilmente se rearranja dando origem ao 
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derivado estável N-acilureia (7). Para minorar a extensão desta reacção secundária 

indesejada é normalmente adicionado à mistura reaccional um agente nucleófilico, 

como o N-Hidroxisuccinimida (NHS), que actua como estabilizante do composto (3). 

Por outro lado, a O-acilisoureia pode reagir também com outro grupo carboxílico 

originando uma molécula de ureia e um anidrido carboxílico (6) que, por sua vez, 

pode reagir com um grupo OH e originar o produto desejado (pectina reticulada). 

 

 

Figura 4.8 Esquema das possíveis reacções da pectina com a carbodiimida solúvel em água 
EDC. (1) pectina; (2) carbocatião (3) O-acilisoureia; (4) pectina auto-reticulada através de 

uma ligação éster; (5) ureia; (6) anidrido carboxílico; (7) pectina ligada a grupos N-acilureia 
estáveis. 

 

 Os espectros FTIR-ATR dos PECs tratados com EDC são apresentados na 

Figura 4.9, onde podem ser comparados com os espectros dos respectivos PECs não 

tratados com EDC. Como se pode observar, os espectros dos PECs tratados são em 

tudo semelhantes aos espectros dos PECs não tratados, o que sugere que o 

tratamento com EDC não resultou em modificações químicas significativas 

(modificações que, e de acordo com o esquema reaccional proposto na Fig.4.8, 

poderiam ser a formação de grupos ésteres, resultantes da reacção entre os grupos 

COOH e o grupos OH, ou introdução de grupos N-acilureia, devido ao rearranjo do 

intermediário da reacção O-acilisoureia).  
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Figura 4.9 Espectros FTIR-ATR dos PECs de pectina/quitosano (linhas a preto) e dos PECs 
de pectina/quitosano tratados com a carbodiimida EDC (linhas a azul).  

 

 Contudo, e apenas com base nos espectros FTIR, não se pode concluir que não 

tenha ocorrido, pelo menos numa pequena extensão, uma modificação dos PECs, 

pois as bandas da pectina e do quitosano, situadas na região entre os 1400-1800 cm-

1, encobrem as possíveis bandas correspondentes à modificação dos PECs com EDC 

( C=O das ligações éster ou as bandas Amida I e Amida II dos grupos amida da N-

acilureia). 

 Relativamente aos resultados da análise elemental estes revelam um pequeno 

aumento da percentagem de azoto nos PECs tratados com EDC relativamente aos 

PECs não tratados (Tabelas A.4.1.3 e A.4.1.4, Anexo 4.1). Contudo também não se 

pode afirmar com certeza que este aumento é devido à introdução de alguns grupos 

N-acilureia nos PECs tratados com EDC. Isto porque este aumento também pode ser 

atribuído ao aumento relativo da percentagem de quitosano nos PECs, devido à 

perda de alguma pectina durante o processo reaccional e o processo de diálise.  

 Adicionalmente às esponjas de PECs foram produzidas esponjas constituídas 

apenas por pectina ou apenas por quitosano, as quais foram preparadas através do 

tratamento com EDC de amostras de pectina ou de quitosano liofilizados. 

 Na Figura 4.10 são comparados os espectros FTIR-ATR da pectina original e 

das esponjas de pectina obtidas através do tratamento com EDC (Pectina-edc). Como 

se pode ver, no espectro correspondente à pectina-edc surge uma terceira banda na 
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região entre os 1800-1400 cm-1. Esta banda, com um pico a cerca de 1540 cm-1, 

encontra-se situada na região correspondente à vibração Amida II dos grupos amida. 

Adicionalmente nota-se um aumento da intensidade da banda situada entre 1620 -

1650 cm-1 atribuída, na pectina original, à vibração de elongamento assimétrica do 

grupo C=O nos grupos carboxílicos protonados (asC=O). Considerando que nesta 

mesma zona do espectro se manifesta a vibração Amida I, o aumento da intensidade 

desta banda resulta provavelmente da sobreposição das vibrações asC=O e Amida I. 

O aparecimento destas novas vibrações sugere a presença de grupos amida na 

pectina-edc o que, e de acordo com esquema reaccional apresentado na Figura 4.8, 

indica presença de cadeias de pectina ligadas covalentemente a grupos N-acilureia 

(produto reaccional (7), Figura 4.8), resultantes do rearranjo do intermediário O-

acilisoureia. Este resultado é corroborado pelos dados de análise elemental (Anexo 

4.1, Tabela A.4.1.2), onde se detectou uma percentagem de 2.317% de azoto nas 

amostras de pectina_edc. Considerando que a pectina apresenta apenas uma 

percentagem residual de azoto (0.696±0.023, Tabela A.4.1.1, Anexo 4.1), este 

aumento pode ser atribuído ao grupo N-acilureia. 

 

Figura 4.10 Espectros FTIR-ATR de: a) pectina; b) pectina tratada com EDC. 

 

  Infelizmente através dos espectros FTIR-ATR não é possível identificar 

evidências da ocorrência da reacção pretendida, isto é, da auto-reticulação da 

pectina através da formação de ligações ésteres intra e intermoléculares. Isto porque 

a pectina apresenta uma forte banda a cerca de 1730 cm-1, correspondente 
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precisamente à vibração C=O dos grupos carboxílicos metil esterificados e dos 

grupos carboxílicos não ionizados, a qual se sobrepõe a uma possível banda que 

possa surgir na pectina_edc devido às ligações ésteres.  

 Assim, os resultados de FTIR-ATR e da análise elemental parecem indicar que 

a reacção que ocorreu em maior extensão foi a transformação do intermediário O-

acilisoureia numa N-acilureia estável covalentemente ligada à pectina. A grande 

extensão desta reacção, que não era a pretendida, tem provavelmente várias causas. 

Uma delas pode ser as condições heterogéneas em que ocorre a reacção. Como a 

EDC reage com o polissacarídeo em estado sólido, as cadeias de pectina apresentam 

uma mobilidade reduzida. Devido a isto, a probabilidade dos grupos O-acilisoureia 

formados “encontrarem” grupos OH para reagirem também é reduzida. Não 

encontrando um grupo nucleófilico com quem reagir este intermediário instável 

transformá-se-à, mais cedo ou mais tarde, numa outra espécie mais estável, neste 

caso a N-acilureia.  

 Igualmente, o quitosano liofilizado foi sujeito a um tratamento com EDC, em 

condições reaccionais semelhantes às realizadas com a pectina.  

 Uma das reacções conhecidas das carbodiimidas é a reacção destas com 

grupos amina primários dando origem a guanidinas49, 50. Assim, como o quitosano 

apresenta grupos amina primários, uma das possíveis reacções deste com a EDC é a 

introdução na estrutura do quitosano de grupos guanidina (Figura 4.11). Berrada49 

preparou hidrogéis de quitosano guanidinizado, precisamente através da reacção 

entre os grupos amina do quitosano e a carbodiimida EDC. A reacção ocorreu em 

meio homogéneo, a valores de pH perto da neutralidade (6.3- 7.1), à temperatura 

ambiente e na presença do agente nucleófilico NHS que, segundo Berrada49 actua 

como catalisador da reacção.  

  Refira-se que o quitosano guanidinizado, bem como outros polissacarídeos 

guanidinizados, são materiais com características muito interessantes, conferidas 

pelas propriedades dos grupos guanidina. Estes encontram-se carregados 

positivamente a pH fisiológico, o que é um propriedade interessante para muitas 

aplicações biomédicas. Adicionalmente estes materiais apresentam uma enorme 

capacidade de absorção de água, sendo utilizados em diversas aplicações enquanto 

materiais superabsorventes49.  
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Figura 4.11 Esquema da possível reacção do quitosano com a carbodiimida EDC. 

 

 Na Figura 4.12 apresentam-se os espectros FTIR-ATR do quitosano e das 

esponjas de quitosano tratadas com EDC (quitosano-edc). Observa-se que existem 

diferenças significativas entre os dois espectros.  

 

Figura 4.12 Espectros FTIR-ATR de: a) quitosano; b) quitosano tratado com EDC. 

 
 Uma das alterações que pode evidenciar a introdução de grupos guanidina no 

quitosano é o aumento da intensidade da banda situada a cerca de 1640 cm-1, que, 

no quitosano não modificado, corresponde à banda Amida I. A intensificação desta 

banda pode ser atribuída à vibração de elongamente do grupo C=N da guanidina 

que, e de acordo com a literatura, aparece entre 1690 e 1640 cm-1 50. Contudo, a 

percentagem de azoto nestas esponjas, determinada por análise elemental 

(resultados apresentados na Tabela A.4.1.2, Anexo 4.1) é igual à apresentada pelo 

quitosano original (Tabela A.4.1.1, Anexo 4.1). Este resultado contraria a hipótese da 

introdução de grupos guanidina nas esponjas quitosano_ edc. No entanto apenas 

através dos espectros FTIR-ATR e de análise elemental é impossível concluir com 

certeza se esta reacção ocorreu ou não. Contudo, os espectros FTIR indicam 

claramente que ocorreu uma modificação química da estrutura do quitosano devido 
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ao tratamento deste com a EDC. É provável que possam ter ocorrido outras reacções, 

envolvendo a EDC, os grupos amina do quitosano e, possivelmente, também os 

grupos OH deste. Infelizmente não se encontrou na literatura qualquer informação 

elucidativa sobre que tipo de reacções em meio aquoso as carbodiimidas se podem 

envolver com compostos que apresentem grupos amina e grupos OH.  

 Na Figura 4.13 encontram-se os resultados dos testes de absorção de água 

realizados com as esponjas dos PECs de pectina/quitosano (pec75/quit25). 

Observa-se que as capacidades de absorção de água são bastante idênticas para 

todos os meios, excepto para o meio a pH 2, onde se obteve uma percentagem de 

absorção de água ligeiramente superior às restantes. Curiosamente, e considerando 

que os PECs formados possuem grupos carboxílicos livres, seria de esperar que, a 

este valor de pH, a capacidade de absorção de água fosse mais reduzida, pois neste 

meio os grupos COOH não se encontram ionizados, ao contrário do que acontece a 

pH 7.4, onde estes se encontram completamente ionizados. No entanto, e 

globalmente, os resultados indicam que a absorção de água por parte das esponjas é 

pouco sensível às variações de pH, pelo menos na gama de pHs investigada. 

 

Figura 4.13 Capacidade de absorção de água das esponjas de pectina/quitosano 
(pec75/quit25) em água destilada, solução salina tampão acidificada (pH 2), solução salina 

tampão acetato (pH 4.5), e solução salina tampão fosfato (pH 7.4); média ± DP; n=3. 

 

 Na Figura 4.14 apresentam-se os resultados de absorção de água das 

esponjas de pectina e das esponjas de quitosano tratadas com a carbodiimida EDC 

(Pectina-edc e Quitosano-edc). Contrariamente às esponjas dos PECs formados por 
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estes dois polissacarídeos, a absorção de água destas esponjas parece ser mais 

sensível ao pH do meio, especialmente no caso das esponjas Quitosano-edc.   

 As esponjas Pectina-edc são menos sensíveis ao pH pois, comparativamente 

com o quitosano, apresentam uma menor densidade de grupos iónicos. Contudo 

observa-se que estas absorvem uma quantidade de água ligeiramente maior quando 

mergulhadas em água destilada e em solução salina tampão fosfato (pH 7.4), do que 

quando mergulhadas nas soluções salinas tampão acidificada (pH 2) e soluções 

salinas tampão acetato (pH 4.5). Este comportamento é esperado para uma esponja 

com um carácter aniónico como é o caso da Pectina-edc, sendo este semelhante ao 

observado com os graus de inchaço dos hidrogéis químicos de pectina 

desenvolvidos no capítulo anterior. As razões para este comportamento foram já 

discutidas na secção dos Resultados e Discussão do Capítulo 3.  

 

Figura 4.14 Capacidade de absorção de água das esponjas Quitosano-edc e Pectina-edc em 
água destilada, solução salina tampão acidificada (pH 2), solução salina tampão acetato (pH 

4.5), e solução salina tampão fosfato (pH 7.4); média ± DP; n=3. 

 

 Relativamente ao comportamento de absorção de água das esponjas 

Quitosano-edc observa-se que estas absorvem uma maior quantidade de água nos 

meios ácidos e em água destilada do que na solução tampão fosfato. Este 

comportamento pode ser interpretado considerando apenas as características dos 

grupos amina presentes no quitosano. Como o pKa destes se situa entre 6.3 e 7.4, a 

quase totalidades destes encontra-se no estado ionizado a pH 2 e pH 4.5. Isto origina 

forças de repulsão electrostáticas, que conduzem à absorção de uma maior 

quantidade de água, como forma de minimizar essas mesmas forças. 
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Contrariamente, a pH 7.4, a maior parte dos grupos amina não se encontra ionizado, 

o que significa que a repulsões electrostáticas são menos intensas, conduzindo a que 

as esponjas mergulhadas neste meio absorvam uma menor quantidade de água.  

 A perda de massa das esponjas PECs (pec50/quit50), e dos PECs tratados 

com EDC (pec50/quit50_edc), quando mergulhadas numa solução salina acidificada 

(pH 2), ou numa solução salina tampão fosfato (pH 7.4), foi monitorizada ao longo 

do tempo. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 4.15.  

 

Figura 4.15 Perda de massa ao longo do tempo dos PECs (pec50/quit50) e dos PECs 
tratados com EDC (pec50/quit50_edc) quando mergulhados numa solução salina tampão 

acidificada (pH 2) ou numa solução salina tampão fosfato (pH 7.4); média ± DP, n=3. 

 

 Para todas as esponjas observa-se uma perda de massa significativa nos 

primeiros três dias (0.5 semanas) e que provavelmente é causada pela dissolução da 

fracção dos polissacarídeos fracamente complexados. A partir da meia-semana, e até 

às 6 semanas de duração do ensaio, os PECs perdem massa a uma taxa 

sensivelmente constante, sendo essa taxa maior para as esponjas mergulhadas na 

solução tampão fosfato do que na solução acidificada.  

 Esta perda de massa é o resultado de dois fenómenos: a dissolução das 

cadeias dos dois polissacarídeos e a degradação química das mesmas. Devido à 

natureza lábil das ligações iónicas, as ligações estabelecidas entre os grupos COO- da 

pectina e NH3
+ do quitosano vão sendo perdidas, originando cadeias livres dos dois 

polissacarídeos, que se dissolvem no meio aquoso. Por outro lado, as ligações 

glicosídicas dos polissacarídeos são susceptíveis de degradação química, originando 
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fracções de polissacarídeos de baixo peso molecular, que mais facilmente se 

dissolvem no meio aquoso. Infelizmente, só com estudos de perda de massa é 

impossível determinar qual o peso da degradação química nos resultados da perda 

de massa dos complexos. Para isso teria sido necessário monitorizar as alterações 

dos pesos moleculares dos dois polissacarídeos ao longo do tempo na fracção de 

massa solubilizada, por exemplo, através de cromatografia de exclusão de tamanhos. 

  Apesar desta limitação, é possível tirar algumas conclusões importantes a 

partir dos estudos de perda de massa. Neste estudo verifica-se que, no final das 6 

semanas, as esponjas dos PECs (não tratados e tratados) perdem entre 20 a 30% da 

sua massa inicial, quando mergulhadas na solução salina acidificada. Quando 

mergulhadas em soluções salinas tampão fosfato este valor aumenta para 50 a 60%, 

o que é uma indicação de que os PECs são mais estáveis a pH 2 do que a pH 7.4.  

  Os espectros FTIR-ATR das esponjas nos diferentes tempos de degradação, a 

pH 2 e pH 7.4, foram registados. Os resultados, para o pec50/quit50, são 

apresentados na Figura 4.16.  

 Como se pode ver pela Figura 4.16b, os espectros das esponjas mergulhadas 

na solução tampão salina acidificada mantém-se idênticos ao longo de todo o tempo 

de degradação. Contrariamente, os espectros FTIR-ATR das esponjas mergulhadas 

em solução tampão salina fosfato alteram-se com o tempo. A região entre 1200 e 

1500 cm-1, onde o espectro é o resultado da soma de uma série de bandas atribuídas 

à pectina e ao quitosano, altera-se com o tempo devido à diminuição da intensidade 

das bandas associadas à pectina (ver Figura 4.6).   

 Ainda nos espectros a pH 7.4 observa-se, com o aumento do tempo, a 

diminuição da intensidade da banda situada a 1737cm-1, associada às vibrações do 

grupo C=O da pectina. A razão, ao longo do tempo, entre a intensidade desta banda e 

a banda associada à vibração de deformação assimétrica dos grupos amina 

protonados (NH3
+) do quitosano (as(N-H); 1593 cm-1) é representada na Figura 

4.17a). Neste gráfico observa-se que, para as esponjas mergulhadas em solução 

salina tampão fosfato, esta razão diminuiu com o tempo. Contrariamente, e para as 

esponjas mergulhadas na solução tampão acidificada, esta razão mantém-se 

sensivelmente constante.  
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Figura 4.16 Espectros FTIR-ATR dos PECs (pec50/quit50) após se terem encontrado 
mergulhados, durante 0, 0.5, 1, 2, 4 e 6 semanas, em: a) Solução salina tampão fosfato (pH 

7.4); b) Solução salina tampão acidificada (pH 2). 

 

 Assim, estes resultados de FTIR-ATR indicam que, a pH 2, a composição dos 

PECs se mantém sensivelmente constante ao longo do tempo de degradação, ou seja, 

que a perda de massa que ocorre se deve tanto à perda de cadeias de pectina como 

de quitosano, ao contrário do que acontece a pH 7.4, onde a perda de pectina é 

superior à perda de quitosano. Este comportamento é ainda confirmado com os 

resultados de análise elemental, apresentados na Figura 4.17b), onde a razão entre a 

percentagem de azoto e carbono nas esponjas, %N/C, é representada em função do 

tempo de degradação. Neste gráfico observa-se que, a pH 2, a razão %N/C aumenta 

apenas ligeiramente durante as 6 semanas, indicando que as proporções de pectina 

e quitosano nas esponjas não se alteram grandemente. Pelo contrário, a pH 7.4 

observa-se um aumento significativo da razão %N/C com o tempo, reflectindo o 

aumento, na composição dos PECs, da proporção de quitosano. Estes valores 
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correspondem a uma diminuição de cerca de 5% na composição de pectina nos PECs 

a pH 2 (de 78.5 ± 1.0% (m/m) na semana 0, para 73.7 ± 1.3% na semana 6), e uma 

diminuição de cerca de 20% em pH 7.4 (de 78.5 ± 1.0% (m/m) na semana 0, para 

59.8 ± 2.9% na semana 6). 

 

Figura 4.17 a) Razão entre a intensidade das bandas 1737 e 1593cm-1, nos espectros FTIR-
ATR das esponjas pec50/quit50, em função do tempo de degradação, a pH2 e pH 7.4. b) 
Razão entre a quantidade de azoto e carbono presente nas esponjas pec50/quit50 em 

função do tempo de degradação, a pH 2 e pH 7.4.  

 

 Estes diferentes comportamentos podem ser explicados considerando o 

estado de dissociação dos grupos COOH da pectina e dos grupos NH2 do quitosano 

nos diferentes meios. Como se concluiu anteriormente, os PECs produzidos 

apresentam ainda grupos COOH livres que não estão envolvidos em ligações iónicas 

com os grupos amina do quitosano. A pH 2 estes grupos não se encontram ionizados, 

encontrando-se envolvidos em ligações por pontes de hidrogénio com os grupos OH 

da própria pectina ou do quitosano. Estas ligações reforçam e estabilizam as ligações 

das cadeias de pectina às cadeias de quitosano. Por outro lado, e a pH 7.4, os grupos 

COOH da pectina encontram-se completamente ionizados, o que implica a perda das 

ligações por pontes de hidrogénio. Nestas condições, as cadeias de pectina 

encontram-se mais livres o que, associado à menor densidade de reticulação iónica 

destas relativamente às cadeias de quitosano, conduz a que as cadeias de pectina se 

libertem mais facilmente das ligações estabelecidas com o quitosano e que, 

consequentemente, se dissolvam no meio aquoso. Adicionalmente, a pH 7.4, os 

grupos amina do quitosano que se libertam das ligações iónicas estabelecidas com 

os grupos carboxílicos evoluem para o estado não protonado, limitando a 

solubilidade do quitosano no meio aquoso. Assim, estes dois factores combinados 
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podem ser a causa porque a perda de massa dos PECs a pH 7.4 se deva 

maioritariamente à perda de pectina.   

 Note-se que, a pH 7.4, mesmo que a composição dos PECs não se alterasse, 

seria de esperar, nos espectros FTIR-ATR, que a intensidade da banda a 1737cm-1 

diminuísse até um certo limite, devido à alteração do estado dos grupos carboxílicos 

de não ionizados para ionizados pois, como já se referiu, esta banda corresponde à 

vibração de elongamento do grupo C=O nos grupos carboxílicos não ionizados e 

esterificados com o grupo metilo. No entanto, como se pode ver nos espectros FTIR-

ATR a pH 7.4, esta banda quase que desaparece, no final da sexta semana, o que 

parece indicar que quase não existe pectina nos complexos, ou que a grande maioria 

das unidades de AGla metilesterificadas sofreu um processo de desterificação. No 

entanto é pouco provável que isto tenha acontecido, pois esta reacção dá-se 

sobretudo em meio ácido (ver secção 3.1.4.3 do capítulo 3). Por outro lado, os 

resultados de análise elemental indicam que, embora exista uma diminuição da 

proporção de pectina nos complexos, no final das 6 de semanas a pectina continua a 

estar presente nos complexos em cerca de 60%. Assim, torna-se plausível atribuir o 

quase desaparecimento da banda a 1737cm-1 ao surgimento de variações espaciais 

da composição de pectina nos complexos, ou seja, com o tempo, o interior das 

esponjas apresentará uma maior quantidade de pectina do que as zonas superficiais 

destas. Isto porque, à superfície, as cadeias de pectina que se libertam das ligações 

iónicas rapidamente se dissolvem no meio aquoso enquanto que, no interior das 

esponjas, estas têm de se difundir até à superfície de forma a serem libertadas. Isto, 

e o facto de o quitosano ser praticamente insolúvel a pH 7.4, pode originar a que as 

regiões superficiais das esponjas sejam constituídas maioritariamente por 

quitosano. Desta forma, e devido ao modo ATR de aquisição dos espectros FTIR, 

justifica-se a acentuada atenuação com o tempo da intensidade das vibrações 

correspondentes à pectina, nomeadamente a vibração a 1737cm-1. 

 Em relação às esponjas de PECs tratadas com EDC, o comportamento de 

perda de massa destas ao longo do tempo, tanto em solução salina tampão 

acidificada como em solução salina tampão fosfato, é semelhante ao exibido pelas 

esponjas não tratadas (ver Figura 4.15), embora neste caso a percentagem de massa 

perdida ao longo do tempo seja ligeiramente inferior. Igualmente, os espectros de 

FTIR-ATR destas esponjas ao longo do tempo de degradação, a pH 2 e pH 7.4 
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(representados na Figura 4.18), são idênticos aos observados para as esponjas 

formadas pelos complexos não tratados. Estes resultados são mais uma indicação de 

que o tratamento com EDC não modificou ou reticulou de forma significativa os 

complexos.  

 

Figura 4.18 Espectros FTIR-ATR dos PECs tratados com EDC (pec50/quit50_edc) após se 
terem encontrado mergulhados, durante 0, 0.5, 1, 2, 4 e 6 semanas, em: a) Solução salina 

tampão fosfato (pH 7.4); b) Solução salina tampão acidificada (pH 2). 

  

 A perda de massa das esponjas de pectina tratadas com EDC (pectina-edc), e 

de quitosano tratado com EDC (quitosano-edc), foi também investigada. Os 

resultados obtidos encontram-se representados na Figura 4.19. Ao contrário do 

comportamento dos perfis de perda de massa exibidos pelas esponjas de PECs, onde 

se observava uma perda de massa sensivelmente constante ao longo do tempo, com 

as esponjas de pectina-edc e quitosano-edc observa-se uma tendência para a 

estabilização dos valores de perda de massa, passadas as duas semanas iniciais e até 

ao final do ensaio, indicando uma maior estabilidade destas esponjas, ou seja, a 
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menor labilidade das ligações intermoleculares estabelecidas entre as cadeias dos 

polissacarídeos.  

 Refira-se que, tanto para as esponjas de pectina-edc como quitosano-edc, 

foram utilizados controlos negativo correspondentes a esponjas de pectina e 

esponjas de quitosano não tratadas com EDC, obtidas apenas por liofilização das 

soluções dos dois polissacarídeos.  

 

Figura 4.19 Perda de massa ao longo do tempo das esponjas pectina-edc e quitosano-edc 
quando mergulhados numa solução salina tampão acidificada (pH 2) ou numa solução salina 

tampão fosfato (pH 7.4); média ± DP, n=3. 

 
 No caso da pectina, observou-se a completa dissolução destes controlos 

passado um dia de incubação, tanto a pH 2 como a pH 7.4. Pelo contrário, verificou-

se que as esponjas Pectina-edc perderam apenas pouco mais de 10% da sua massa 

ao longo de todo o tempo do ensaio, apresentando, para os dois meios estudados, 

perfis de perda de massa bastante semelhantes. Pelo que foi concluído 

anteriormente acerca da reacção de pectina com a EDC, esta resistência à dissolução 

em meios aquosos exibida pelas esponjas Pectina-edc será mais uma consequência 

da hidrofobização das cadeias deste polissacarídeo, devido à introdução de grupos 

N-acilureia, do que às reticulações intra e intermoleculares estabelecidas entre os 

grupos COOH e OH, uma vez que as evidências apontam para que a primeira 

modificação tenha ocorrido numa maior extensão. 

 Quanto às esponjas quitosano-edc, estas apresentam uma maior perda de 

massa no final das seis semanas do que as esponjas pectina-edc, com valores 

próximos dos 20%, no meio a pH 7.4, e de cerca de 40% no meio a pH 2. Neste caso a 
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perda de massa nas esponjas incubadas a pH ácido é superior à verificada nas 

esponjas incubadas a pH 7.4, pois a este pH o quitosano torna-se insolúvel no meio 

aquoso. De facto, os controlos negativos de quitosano incubados a pH 7.4 (cuja perde 

massa ao longo do tempo é também representada na Figura 4.19), mantiveram-se 

parcialmente insolúveis ao longo do ensaio. Pelo contrário, quando mergulhados na 

solução acidificada, verificou-se a completa dissolução destes após um dia de 

incubação.  

 Também para estas esponjas foram registados os espectros FTIR–ATR nos 

diferentes tempos de degradação, a pH 7.4 e pH 2. Ao contrário dos PECs, verificou-

se, tanto para as esponjas Pectina-edc como para as esponjas Quitosano-edc, que os 

espectros eram idênticos ao espectro adquirido no tempo inicial (Figura 4.10b, para 

a Pectina-edc e Figura 4.12b para o Quitosano-edc), isto para ambos os meios. 

  

 A morfologia das diferentes esponjas foi analisada por microscopia 

electrónica de varrimento (scanning electronic microscopy - SEM). Na Figura 4.20 

apresentam-se as imagens obtidas para as diferentes esponjas. Como se pode ver 

nas menores ampliações, as esponjas de PECs (Figura 4.20a) e b)) são estruturas 

pouco densas e altamente porosas. Os PECs assumem a estrutura de folhas finas, 

rendilhadas e emaranhadas entre si. Observadas em maiores ampliações estas folhas 

apresentam uma textura rugosa, dando a sensação de que estas resultam da 

condensação de uma série estruturas filamentosas. As esponjas de Pectina-edc e 

Quitosano-edc, Figura 4.20c) e d), também parecem ser constituídas por 

emaranhado de folhas mas, ao contrário dos PECs, a superfície destas é 

completamente lisa. 

 A morfologia das esponjas PECs obtidas é o resultado da influência e da 

interacção de uma série de factores, como a concentração dos polímeros iniciais, a 

quantidade de água presente nos complexos no momento da congelação, a 

temperatura de congelação, e as próprias condições de liofilização. Numa forma 

semelhante à realizada neste trabalho, Verma et al21 produziram scaffolds através da 

liofilização de suspensões de PECs de quitosano e de ácido (poligalacturónico). Os 

autores analisaram a morfologia dos scaffolds obtidos em função da concentração 

das soluções iniciais dos dois polissacarídeos e da temperatura de congelação dos 

PECs. Através da variação destes dois parâmetros, os autores conseguiram obter 
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scaffolds com diferentes morfologias, desde scaffolds altamente porosos, 

constituídos por fibras interconectadas, até scaffolds constituídos por estruturas na 

forma de folhas finas. Os autores verificaram que a diminuição da concentração dos 

biopolímeros (de 1% até 0.1% (m/v)), e a diminuição da temperatura de congelação 

(de -20 até -196 ºC), originava a formação de estruturas fibrosas enquanto o 

aumento da concentração dos biopolímeros e o aumento da temperatura de 

congelação promovia o aparecimento de estruturas do tipo de folhas.   

 

 

Figura 4.20 Imagens de microscopia electrónica de varrimento de: a) Esponjas de PECs de 
pectina/quitosano (pec50/quit50); b) Esponjas de PECs de pectina/quitosano tratados com 
EDC (pec50/quit50_edc); c) Esponjas Pectina-edc; d) Esponjas Quitosano-edc. Ampliações 

(da esquerda para a direita): 35; 200; 1000. 

 

 As imagens de SEM dos scaffolds obtidos a partir de uma concentração inicial 

dos dois polissacarídeos de 1% e uma temperatura de congelação de -20ºC, 

condições semelhantes às utilizadas na preparação das esponjas de PECs 

apresentadas neste trabalho, revelaram uma estrutura na forma de folhas finas, 
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estrutura essa bastante semelhante à observada nas imagens de SEM das esponjas 

de PECs apresentadas na Figura 4.20. 

 Tentou-se também registar as alterações na morfologia dos esponjas com o 

tempo de degradação, através da análise de SEM de esponjas de PECs com diferentes 

tempos de degradação (0, 2, 4 e 6 semanas), em pH 7.4 e pH 2. Os resultados são 

apresentados na Figura 4.21. Contudo, e porque as esponjas exibem intrinsecamente 

uma estrutura desorganizada e heterogénea, é difícil detectar alterações evidentes 

na morfologia ao longo do tempo de degradação. 

 

 

Figura 4.21 Imagens de microscopia electrónica de varrimento das esponjas de PECs de 
pectina/quitosano (pec50/quit50) em diferentes tempos de degradação: a) Esponja antes 
do ensaio de degradação (semana 0); b) 2 semanas; c) 4 semanas; d) 6 semanas. Coluna da 

esquerda: esponjas mergulhadas em solução tampão fosfato (pH 7.4). Coluna da direita: 
esponjas mergulhadas em solução tampão acidificada (pH 2). Ampliação: 200. 
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 As propriedades térmicas das esponjas produzidas foram investigadas pelas 

técnicas de termogravimetria (TG) e calorimetria diferencial de varrimento (DSC). 

As curvas termogravimétricas e de DSC obtidas foram analisadas com o software 

Universal Analysis 2000, da TA Instruments, com o qual se obteve os parâmetros 

associados às principais transições térmicas observadas nestas curvas.  

 Nas Figuras 4.22 e 4.23 encontram-se representadas as curvas 

termogravimétricas obtidas para as diferentes esponjas preparadas. Em todas as 

curvas observa-se, desde o seu início e até cerca de 100ºC, uma perda de massa, 

correspondente à evaporação da água presente nas esponjas. A percentagem de 

água presente nas diversas esponjas foi calculada através da diferença entre a massa 

inicial das esponjas e a massa restante após esta primeira transição. Os resultados 

são apresentados na Tabela 4.4. A percentagem de água varia entre os 7 e os 11%.   

 

Figura 4.22 Curvas termogravimétricas de: a) Esponjas de pectina e pectina-edc. b) Esponjas 
de quitosano e quitosano-edc. 

 

 Na Figura 4.22a) comparam-se as curvas termogravimétricas das esponjas de 

pectina, obtidas apenas por liofilização, e as esponjas de pectina que sofreram um 

tratamento com EDC (pectina-edc). Como se pode observar, a temperatura à qual as 

esponjas pectina-edc começam a perder massa devido à decomposição química do 

polissacarídeo (214.1 ºC) é ligeiramente inferior à observada para as esponjas de 

pectina (226.9 ºC), indicando que a esponjas tratadas com EDC são termicamente 

menos estáveis que as esponjas não tratadas. Os valores desta temperatura inicial de 

decomposição são apresentados na Tabela 4.4.  

 Na Figura 4.22b) são comparados os termogramas das esponjas de quitosano 

e as esponjas de quitosano tratadas com EDC (quitosano-edc). Nas esponjas de 
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quitosano, antes da transição correspondente à degradação do polímero, observa-se 

um passo de perda de massa, que começa a cerca de 147.9 ºC (Tabela 4.4). Esta 

transição deve-se provavelmente à degradação do ácido acético e dos iões acetato 

presentes nestas esponjas, pois estas foram preparadas a partir da liofilização do 

quitosano dissolvido numa solução de 0.1M de ácido acético. Nas esponjas 

quitosano-edc esta transição desaparece porque o ácido acético e os iões acetato, 

inicialmente presentes nestas esponjas, são extraídos durante o tratamento com a 

EDC e o subsequente processo de diálise.  

 A temperatura inicial de decomposição das esponjas quitosano-edc (231.7ºC) 

é igualmente inferior à temperatura inicial de decomposição das esponjas de 

quitosano não tratada (264.9 ºC), o que indica, à semelhança do que se verifica com 

as esponjas de pectina, que o tratamento com a EDC origina esponjas termicamente 

menos estáveis.  

 

Figura 4.23 Curvas termogravimétricas de: a) Esponjas dos complexos pec25/quit75 e 
pec25/quit75_edc. b) Esponjas dos complexos pec75/quit25 e pec75/quit25_edc. 

Comparação com as curvas termogravimétricas das esponjas de pectina e esponjas de 
quitosano (não tratadas com EDC). 

 

  Na Figura 4.23 as curvas termogravimétricas das esponjas dos PECs 

pec25/quit75 e pec25/quit75_edc (Figura 4.23a), e dos PECs pec75/quit25 e 

pec75/quit25_edc (Figura 4.23b), são comparadas com as curvas 

termogravimétricas das esponjas de pectina e quitosano. Observa-se que, nos dois 

gráficos, as curvas dos PECs não tratados e tratados com EDC se sobrepõem quase 

completamente, o que é mais uma indicação de que o tratamento dos PECs com a 

carbodiimida não teve como resultado uma modificação química significativa destes.  
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Tabela 4.4 Características das curvas termogravimétricas das várias esponjas. 

 
Esponja 

 
% Água* 

Temperatura inicial 
de decomposição 

(ºC) 

% massa 
remanescente  

(a 450 ºC) 
Pectina 7.3 226.0 32.0 
Quitosano 8.7 147.9 

264.9 
35.0 

Pectina_edc 7.5 214.1 30.3 
Quitosano_edc 7.7 231.7 33.6 
Pec25/quit75 9.9 213.3 33.5 
Pec25/quit75_edc 9.6 210.6 34.8 
Pec75/quit25 10.4 210.9 31.1 
Pec75/quit25_edc 10.8 209.9 31.2 

 * Calculada a partir da perda de massa do primeiro degrau de degradação. 

 

 Igualmente muito semelhantes são as curvas termogravimétricas que foram 

obtidas para as esponjas dos dois PECs preparados a partir de diferentes proporções 

iniciais dos dois polissacarídeos (pec25/quit75 e pec75/quit25), nomeadamente as 

temperaturas iniciais de decomposição (Tabela 4.4). Este resultado também reforça 

a conclusão feita anteriormente de que a proporção inicial dos dois polissacarídeos, 

pelo menos na gama investigada, tem um impacto pouco significativo na composição 

e propriedades dos PECs obtidos.  

 Comparativamente com as esponjas de pectina e de quitosano, as esponjas 

dos PECs apresentam uma temperatura inicial de degradação inferior, o que 

significa que estas são termicamente menos estáveis.  

 As várias curvas termogravimétricas indicam ainda que percentagem de 

massa remanescente no final do ensaio, a 450 ºC, é semelhante para todas as 

esponjas, com valores entre 30 e 35% (Tabela 4.4).  

 Nas Figuras 4.24, 4.25 e 4.26 podem ser observadas as curvas de DSC das 

várias esponjas analisadas. Na Tabela 4.5 encontram-se os parâmetros associados às 

transições detectadas nestas curvas, nomeadamente a temperatura inicial, a 

temperatura do pico, e a temperatura final da transição, bem como a variação de 

entalpia (H) associada à mesma.  

 Em todas as curvas é possível observar, no seu início, uma larga transição 

endotérmica, situada entre os 30 e os 120 ºC, correspondente à evaporação da água 

associada aos grupos hidrofílicos dos dois polissacarídeos. Esta transição é 

normalmente observada nas curvas de DSC dos polissacarídeos, mesmo em 

amostras sujeitas a um pré-aquecimento prévio51, 52.  
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Figura 4.24 Curvas de DSC de: a) Esponjas de pectina. b) Esponjas de pectina-edc. c) 
Esponjas de quitosano. d) Esponjas de quitosano-edc. 

 

Tabela 4.5 Parâmetros das transições de primeira ordem, exotérmicas e endotérmicas, 
observadas nas curvas de DSC das esponjas produzidas. 

Esponja Transição Temperatura (ºC) H 
(J/g) Início Pico Fim 

Pectina Endotérmica  33.5 61.5 99.2 130.9 
 Exotérmica 236.8 251.8 278.1 -33.5 

Quitosano Endotérmica  29.2 60.5 115.3 247.1 
 Exotérmica 270.2 295.5 320.0 -59.57 

Pectina_edc Endotérmica  29.9 63.4 110.3 183.8 
 Exotérmica 218.7 234.0 263.7 -94.0 

Quitosano_edc Endotérmica  33.5 59.5 110.7 176.0 
 Endotérmica  232.7 239.0 254.3 33.9 
 Endotérmica  36.7 64.4 102.2 64.4 

Pec25/quit75 Endotérmica  201.0 218.4 229.8 15.5 
 Exotérmica 229.8 242.1 262.4 -15.4 
 Endotérmica  32.9 69.1 107.7 154.4 

Pec25/quit75_edc Endotérmica  193.6 216.2 228.6 24.9 
 Exotérmica 228.6 240.1 262.4 -24.5 
 Endotérmica  30.0 70.2 110.7 202.8 

Pec75/quit25 Endotérmica  197.4 218.3 231.5 32.1 
 Exotérmica 231.5 242.5 260.7 -19.6 
 Endotérmica  30.4 69.9 121.3 240.2 

Pec75/quit25_edc Endotérmica  190.7 216.9 230.2 31.2 
 Exotérmica 230.2 241.7 261.6 -21.5 

 

 Na Figura 4.24 pode-se observar as curvas de DSC das esponjas de pectina e 

de quitosano e as respectivas esponjas tratadas com  EDC (pectina-edc e quitosano-

edc). Na curva correspondente à pectina (curva a), observa-se uma transição 



Capítulo 4 

217 
 

exotérmica com o pico a cerca de 251 ºC, sendo esta atribuída à degradação da 

pectina. Na literatura esta transição é reportada por vários autores na gama de 

temperaturas entre 210º e 270ºC, conforme o grau de esterificação, o grau de 

amidação e peso molecular da pectina51.  

 A curva b) da Figura 4.24 corresponde à curva de DSC das esponjas de 

pectina tratadas com EDC. Comparativamente com a curva de DSC das esponjas de 

pectina não tratadas esta apresenta uma transição exotérmica a uma temperatura 

mais baixa (com o pico a 234 ºC) e com uma maior variação de entalpia (-94 J/g vs -

33 J/g). Isto significa, como já foi verificado nas curvas de termogravimetria, que a 

degradação das esponjas pectina-edc se dá a temperaturas mais baixas e com a 

libertação de mais energia.  

 Na curva c) da Figura 4.24 é apresentada a curva de DSC das esponjas de 

quitosano não tratadas. Para além da transição endotérmica inicial, relacionada com 

a evaporação de água, é possível distinguir uma transição exotérmica, com um pico a 

cerca de 295ºC. Na literatura esta transição é atribuída à degradação das unidades 

desacetiladas do quitosano53. Em contraste, esta transição desaparece na curva de 

DSC correspondente às esponjas quitosano-edc (curva d da Figura 4.24), surgindo, 

por sua vez, uma transição endotérmica a 239ºC, temperatura muito próxima da 

temperatura inicial de decomposição (231.7ºC) determinada a partir da curva de 

termogravimetria. Contudo esta transição não pode ser atribuída com certeza ao 

fenómeno de decomposição do polímero, pois esta pode ser uma consequência de 

outros fenómenos sofridos pela amostra, como por exemplo, a fusão antes da 

subsequente degradação.  

 Estas diferenças de comportamento térmico, tanto na pectina como como no 

quitosano, são mais um indício de que o tratamento com a EDC modificou 

marcadamente a estrutura química das esponjas destes dois polissacarídeos.  

 Nas Figuras 4.25 e 4.26, as curvas de DSC das esponjas dos PECs 

pec25/quit75 e pec25/quit75_edc (Figura 4.25), e dos PECs pec75/quit25 e 

pec75/quit25_edc (Figura 4.26), são comparadas com as curvas de DSC das esponjas 

de pectina e das esponjas de quitosano. À semelhança do verificado com as curvas de 

termogravimetria, as curvas de DSC dos complexos preparados a partir de 

diferentes proporções dos dois polissacarídeos, e dos complexos tratados com EDC, 

são bastante semelhantes. Estas diferem das curvas correspondentes à pectina e ao 
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quitosano, apresentando duas transições consecutivas, entre os 200 e os 250 ºC. A 

primeira é uma transição endotérmica, com um pico a cerca dos 218ºC. Logo de 

seguida observa-se uma transição exotérmica, centrada a cerca de 240ºC. Segundo 

Smitha et al 54, a transição endotérmica pode ser devida à formação de ligações 

amida, promovidas pela temperatura, a partir dos pares de iões complexados (-COO- 

+H3N-). A transição exotérmica que se segue apresenta uma variação de entalpia 

praticamente simétrica à verificada na transição endotérmica, o que levanta a 

hipótese desta segunda transição corresponder à destruição das ligações amidas 

formadas anteriormente 

 

Figura 4.25 Curvas de DSC de: a) Esponjas de pectina. b) Esponjas dos PECs pec25/quit75. 
c) Esponjas dos PECs pec25/quit75_edc. d) Esponjas de quitosano. 

 

Figura 4.26 Curvas de DSC de: a) Esponjas de pectina. b) Esponjas dos PECs pec75/quit25. 
c) Esponjas dos PECs pec75/quit25_edc. d) Esponjas de quitosano. 
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 Uma primeira avaliação do comportamento das esponjas de PECs enquanto 

matrizes para a preparação de sistemas de libertação controlada de biomoléculas foi 

realizada, através de ensaios de libertação in vitro da proteína albumina de soro 

bovino (BSA). 

 A proteína foi incorporada nas esponjas pela absorção de uma solução de 

proteína. As esponjas foram comprimidas em forma de disco numa prensa 

hidráulica. Contudo, quando mergulhados na solução de libertação, as esponjas 

rapidamente perdiam a forma de disco e adquiriam a forma original que tinham 

antes da compressão.  

 Os perfis de libertação in vitro da proteína, em meio salino acidificado (pH 

2) e em solução salina tampão fosfato (pH 7.4), são apresentados na Figura 4.27. 

Durante as primeiras nove horas de ensaio as esponjas libertaram cerca de 20% da 

proteína incorporada (17.5% a pH 7.4 e 24.3% a pH 2). Nas horas seguintes, e até ao 

final do ensaio, a taxa de libertação diminuiu, verificando-se no final de 24 horas a 

libertação de 25.5% da BSA em solução tampão fosfato e 28.6% em meio ácido.  

 

Figura 4.27 Curvas da libertação in vitro da proteína BSA a partir das esponjas 
pec75/quit25_edc: em solução salina tampão fosfato, pH= 7.4; em solução salina tampão 

acidificada, pH 2.  

 

 Neste sistema, devido à natureza química da BSA e da matriz polimérica, a 

proteína encontra-se provavelmente imobilizada nas esponjas por meio de 

interacções físicas estabelecidas entre esta e a pectina e o quitosano 
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(nomeadamente através de ligações iónicas e ligações por pontes de hidrogénio). 

Assim, o mecanismo responsável pelos perfis de libertação obtidos não é nem 

difusão da BSA através das cadeias da matriz polimérica, nem o processo de 

absorção de água por parte das esponjas, mas sim o processo de desorção da 

proteína, que envolve a quebra das interacções físicas estabelecidas entre a proteína 

e matriz polimérica. O pH do meio, por afectar directamente o estado dos grupos 

ionizáveis da proteína e dos polissacarídeos, é também um factor que afectará os 

perfis de libertação obtidos.  

 A quantidade de BSA libertada nas primeiras horas de ensaio corresponderá 

à fracção de proteína “livre”, ou seja, a fracção de proteína não adsorvida ou 

fracamente adsorvida à matriz polimérica. Depois da dissolução desta fracção, a 

proteína libertada será controlada pela cinética de desorção.  
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4.4 Conclusões 

 Neste trabalho foram preparadas e caracterizadas esponjas produzidas 

através da liofilização dos complexos polielectrolíticos (PECs) formados entre a 

pectina e quitosano. Algumas propriedades destas esponjas foram analisadas, tendo-

se procedido a uma avaliação preliminar acerca do comportamento destas enquanto 

possíveis sistemas de libertação controlada de proteínas.   

 Adicionalmente, as esponjas produzidas, de PECs ou de pectina e quitosano 

isolados, foram tratadas com a carbodiimida EDC, tendo-se tentado caracterizar as 

modificações químicas resultantes deste tratamento, bem como algumas das 

propriedades exibidas por estas esponjas.   

 Os resultados da análise elemental revelaram que, as três esponjas de PECs, 

produzidas a partir de diferentes proporções dos dois polissacarídeos, 

apresentavam uma composição aproximadamente semelhante, sendo constituídas 

maioritariamente por pectina (entre 74 e 78%, percentagem mássica).  

 Observou-se ainda que as esponjas, quando mergulhadas em meios aquosos, 

a pH 2 ou pH 7.4, sofriam uma perda de massa gradual, devido à progressiva quebra 

das ligações iónicas e consequente libertação/dissolução das cadeias poliméricas. As 

esponjas mergulhadas em soluções a pH 7.4 perdiam uma maior percentagem de 

massa ao longo do tempo que as esponjas mergulhadas em soluções a pH 2. A 

análise da composição das esponjas ao longo do tempo de degradação, e o registo 

dos espectros de FTIR-ATR, revelou que, nas esponjas mergulhadas a pH 2, a perda 

de massa resultava tanto da perda de pectina como de quitosano, enquanto a pH 7.4 

a perda de massa podia ser maioritariamente atribuída à dissolução das cadeias de 

pectina.  

 Aparentemente, as esponjas de PECs tratadas com a EDC mantiveram-se 

idênticas às esponjas de PECs não tratadas, em termos da estrutura química e 

propriedades exibidas. Já o tratamento com a EDC da pectina liofilizada e do 

quitosano liofilizado resultou em alterações químicas na estrutura destes dois 

polissacarídeos, que foram identificadas nos espectros de FTIR e reflectidas em 

algumas das propriedades exibidas pelas esponjas resultantes. Embora não se tenha 

identificado inequivocamente que modificações químicas foram introduzidas nestes 

dois polissacarídeos, apresentaram-se e discutiram-se algumas das modificações 

que possivelmente ocorreram.  
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 A análise de SEM das esponjas de PECs revelou que estas são estruturas 

pouco densas, altamente porosas, formadas por estruturas com aspecto de folha 

finas e rendilhadas, emaranhadas entre si. 

 Finalmente, a proteína modelo BSA foi incorporada nas esponjas de PECs e, 

uma avaliação preliminar destas, enquanto sistemas de libertação controlada de 

proteínas, foi realizada, através da libertação in vitro, a pH 2 e pH 7.4, da BSA. Os 

resultados obtidos indiciam o estabelecimento de fortes interacções físicas entre a 

matriz polimérica e a proteína, que resultam na imobilização física desta última e, 

por conseguinte, na limitação e sustentação da sua libertação.   

 Este resultado preliminar indicia que os PECs de pectina e quitosano são um 

material com potencial para a imobilização de protéinas, sugerindo que este pode 

ser utilizado como matriz para a preparação de sistemas de libertação controlada 

deste tipo de biomacromoléculas. Devido à susceptibilidade dos polissacarídeos que 

constituem estes PECs de serem degradados por uma série de enzimas produzidas 

por alguns microorganismos presentes na microflora intestinal, os PECs produzidos 

poderão ser utilizados para desenvolver sistemas de libertação específica de 

protéinas no cólon.  
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 Ao longo deste trabalho produziram-se e caracterizaram-se potenciais 

sistemas de libertação controlada de fármacos, fabricados à base de polímeros 

naturais.  

 No Capítulo 2 descreveu-se uma tentativa de imobilizar um fármaco 

hidrofóbico em micropartículas de PHBV pelo método de extracção/evaporação do 

solvente (EES) numa emulsão óleo/água (O/W). No Capítulo 3 procedeu-se à 

modificação química da pectina e à utilização dos seus derivados na preparação de 

hidrogéis químicos. Nestes hidrogéis foram incorporados fármacos e proteínas 

modelo, tendo-se estudado o seu comportamento enquanto sistemas de libertação 

controlada através de estudos de libertação in vitro. Finalmente, no Capítulo 4, 

preparam-se e caracterizaram-se esponjas obtidas por liofilização dos complexos 

polielectrolíticos formados entre a pectina e o quitosano. 

 Reconhece-se que, em grande parte devido à dispersão do esforço 

investigativo entre os três trabalhos, de natureza bastante diferente, nenhum deles 

resultou num estudo aprofundado, em que resultasse um sistema de libertação 

controlada totalmente caracterizado e optimizado para uma aplicação específica. 

 Contudo, em cada um dos três trabalhos, foi possível obter conclusões 

significativas, que poderão ser utilizadas como bases sólidas para a continuação do 

trabalho de desenvolvimento dos diferentes sistemas de libertação propostos.

 Em seguida, e como término deste trabalho, fazem-se algumas considerações 

sobre os trabalhos realizados e, com base nas conclusões obtidas, apresentam-se 

várias sugestões para continuar a investigar e a desenvolver os sistemas de 

libertação apresentados.  

5.1 Imobilização de um fármaco hidrofóbico em 
micropartículas de poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) 

 Neste trabalho tornou-se evidente, pelos perfis de libertação in vitro obtidos, 

que as formulações utilizadas originaram micropartículas em que o flurbiprofeno 

não se encontra efectivamente imobilizado na matriz polimérica, mas sim 

essencialmente disperso à superfície destas ou nas cavidades presentes nas 

micropartículas. Desta forma, a libertação do fármaco a partir das micropartículas 

não é controlada pela difusão deste através da matriz polimérica, ou pela 
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degradação da matriz polimérica, mas sim pela taxa de dissolução do fármaco. 

Observou-se mesmo que o flurbiprofeno se dissolvia mais rapidamente quando 

formulado nas micropartículas do que quando no seu estado puro original, isto 

provavelmente devido às diferentes propriedades exibidas pelas partículas do 

fármaco original e pelas partículas de fármaco formadas pela precipitação deste 

durante o processo de produção das micropartículas.  

 Estes resultados devem-se, provavelmente, à elevada razão fármaco 

/polímero  utilizada em todas as formulações, estipulada em 30% (m/m). Assim, de 

forma a obter micropartículas de PHBV com flurbiprofeno efectivamente 

imobilizado, que permitam verdadeiramente a libertação controlada deste, a 

percentagem teórica de fármaco encapsulada deve ser uma variável cuidadosamente 

investigada e optimizada. Nesta tarefa, o conhecimento da solubilidade do fármaco 

no polímero no estado sólido pode-se revelar bastante útil1. Esta pode ser 

determinada experimentalmente, por exemplo por DSC ou XRD (X-ray powder 

diffractometry). Outra estratégia a considerar para modelar os perfis de libertação é 

a mistura do PHBV com outros poliésteres sintéticos, como a PCL, ou a utilização de 

PHBV’s com diferentes proporções de HB e HV.  

 No trabalho apresentado, tentou-se optimizar o tamanho médio e a 

distribuição de tamanhos das partículas, através da investigação das variáveis 

concentração do polímero na fase orgânica, [PHBV], e concentração de surfactante 

na fase aquosa, [PVA]. Concluíu-se que estas duas variáveis influenciavam de forma 

significativa o tamanho médio das partículas e a sua distribuição de tamanhos. No 

entanto, o factor que, de forma mais directa e profunda, afecta o tamanho das 

partículas produzidas pelo método da EES numa emulsão O/W é o tipo de agitação 

utilizada e a potência empregue na formação da emulsão. Assim, a escolha do tipo de 

agitação e a manipulação da potência/velocidade de agitação será a forma mais 

directa e adequada de obter micropartículas com o tamanho médio desejável. 

 Seguindo as sugestões apresentadas, e com o apoio das conclusões obtidas 

neste trabalho, nomeadamente sobre o impacto da [PHBV] e [PVA] sobre a eficiência 

de encapsulação do fármaco e distribuição de tamanhos das partículas, crê-se ser 

possível desenvolver um sistema de libertação controlada do flurbiprofeno, com 

base na imobilização deste em micropartículas de PHBV.  
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 Claro que o desenvolvimento e a optimização do sistema de libertação terá de 

ter como base uma aplicação final em particular, pois só com objectivos finais bem 

definidos fará sentido desenvolver e optimizar um SLC. A aplicação mais apropriada 

para este sistema será a libertação controlada do flurbiprofeno, prolongada e 

localizada, em sítios do organismo sujeitos a processos inflamatórios crónicos, 

manifestados em doenças como a artrite reumatóide ou as doenças periodontais.  

5.2 Preparação e caracterização de hidrogéis de base 
pectina. Sua utilização na libertação de moléculas 
bioactivas 

 Neste trabalho a pectina foi funcionalizada com grupos terminais vinílicos ou 

metacrílicos e posteriormente transformada num hidrogel químico por meio de 

reticulação radicalar induzida por luz UV.  

 A funcionalização da pectina foi realizada através da formação de ligações 

uretana entre os grupos hidroxilo do polissacarídeo e os grupos isocianato dos 

agentes de modificação isocianato de alilo (AI) ou metacrilato de 2-isocianoetilo 

(IMA). Os derivados obtidos foram caracterizados por SEC, FTIR, 1H-RMN e análise 

elemental, tendo-se, através desta última técnica, determinado a extensão da 

modificação dos vários derivados preparados, expressa pelo parâmetro grau de 

substituição (GS). 

 Dois tipos de pectina, Pectina A e Pectina C, extraídas de diferentes matérias-

primas e com diferentes graus de esterificação, foram alvo desta modificação. 

Através da implementação de um desenho de experiências investigou-se a influência 

de algumas condições reaccionais na extensão da reacção de modificação com o 

reagente AI (representada pelo GS). A interpretação estatística dos resultados 

revelou que o tempo de reacção e a proporção do reagente de modificação, nos 

intervalos investigados, não influenciavam significativamente o GS obtido. Pelo 

contrário, na presença do catalisador da reacção uretana dilaurato de dibutilo de 

estanho, a extensão de modificação pectina A revelou ser significativamente maior 

do que a obtida com a pectina C.  

 Concluiu-se, com base nestes resultados, e tendo em conta as condições 

heterogéneas em que ocorreu a reacção, que a acessibilidade dos grupos OH, 

directamente relacionada com o grau de inchaço das partículas do polissacarídeo no 
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solvente reaccional, era o factor que controlava e limitava a extensão da reacção. 

Desta forma, a maior reactividade da pectina A relativamente à pectina C foi 

atribuída ao maior grau de inchaço no solvente reaccional exibido por as partículas 

de pectina A. 

 A reacção de modificação da pectina, em meio heterogéneo, apresenta várias 

limitações, nomeadamente a dificuldade em controlar o GS e a não homogeneidade 

dos derivados obtidos (a distribuição não uniforme, ao longo das cadeias do 

polissacarídeo, dos grupos funcionais introduzidos). Estas limitações seriam 

suprimidas se a reacção ocorresse num meio heterogéneo. 

 Como esta reacção específica não pode ocorrer na presença de água, e uma 

vez que a pectina é insolúvel nos solventes orgânicos comuns, a solubilização da 

pectina implicaria a utilização de solventes não convencionais, como por exemplo 

líquidos iónicos. Estes novos solventes já são utilizados em várias reacções de 

funcionalização da celulose, precisamente porque proporcionam condições 

homogéneas de modificação2. Uma alternativa, mais trabalhosa, seria a pré-

derivatização da pectina numa forma solúvel nos solventes orgânicos tradicionais, 

como por exemplo, na forma de sais de tetrabutilamónio3.  

 Num meio reaccional homogéneo a extensão da reacção poderia ser 

facilmente controlada pela manipulação da razão molar entre o agente modificante e 

os grupos OH do polissacarídeo. Isto possibilitaria a obtenção de derivados de 

pectina com toda uma gama de GS, o que permitiria investigar o impacto deste factor 

nas propriedades dos hidrogéis químicos produzidos, bem como no desempenho 

destes enquanto sistemas de libertação controlado, o que, em última análise, 

possibilitaria definir o GS mais adequado para produzir os hidrogéis químicos com 

as propriedades desejadas. Adicionalmente, os derivados obtidos numa reacção de 

modificação em meio homogéneo apresentariam uma distribuição uniforme dos 

grupos funcionais ao longo das cadeias poliméricas, o que proporcionaria a obtenção 

de hidrogéis mais homogéneos e com propriedades mais previsíveis/controláveis.  

 Como se viu anteriormente, os hidrogéis produzidos a partir do derivado da 

pectina A-IMA, por si só, ou em conjunto com o macrómero PEGDA, apresentavam 

uma morfologia interna bastante heterogénea e porosa. A formação da matriz 

tridimensional na presença de uma grande quantidade de água, devido à baixa 

concentração da solução precursora, é um dos factores que contribui para a 
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formação deste tipo de morfologia. A utilização de soluções precursoras com 

concentrações mais elevadas conduziria provavelmente à formação de matrizes 

mais densas e homogéneas. Contudo, isto não foi exequível, devido à elevada 

viscosidade apresentada pelas soluções de pectina, viscosidade essa derivada do 

elevado peso molecular das pectinas utilizadas. Adicionalmente, os estudos de SEC 

revelaram que os dois tipos de pectina apresentavam uma distribuição de pesos 

moleculares altamente polidispersa.  

 Uma das possíveis aplicações para este tipo de hidrogéis de pectina é a sua 

utilização enquanto sistemas de libertação específica no colón. Como ficou patente 

na revisão bibliográfica apresentada no Capítulo 3, a pectina tem sido bastante 

utilizada e investigada no desenvolvimento deste tipo de sistemas, isto devido à 

susceptibilidade deste polissacarídeo de ser degradado por enzimas produzidas por 

uma grande variedade de microorganismos presentes no cólon.  

 Embora se tenha verificado, com os estudos de inchaço realizados neste 

trabalho, que os hidrogéis químicos de pectina produzidos apresentam pouca 

sensibilidade ao pH, os estudos de libertação, na presença de pectinases, 

evidenciaram que as matrizes dos hidrogéis químicos de pectina produzidos 

mantêm a susceptibilidade à acção das enzimas pectinolíticas.  

 Uma das vantagens dos hidrogéis produzidos é a estabilidade da sua 

estrutura tridimensional. Por ser um hidrogel químico, este é bastante mais estável 

que os hidrogéis físicos de pectina, normalmente investigados como sistemas de 

libertação específica no cólon. Assim sendo, com estes hidrogéis, será mais fácil 

desenhar um sistema onde a libertação antecipada dos compostos bioactivos (antes 

do hidrogel atingir o cólon) seja minimizada e a libertação no cólon maximizada.  

 No entanto, as propriedades do sistema obtido serão em grande parte 

determinadas pelas propriedades da pectina original e dos derivados obtidos. Como 

se constatou, as pectinas comerciais disponíveis no mercado são bastante 

heterogéneas, a nível de composição química e distribuição de pesos moleculares. 

Como ficou patente neste trabalho, estas características dificultam a caracterização 

dos derivados de pectina, como também afectam negativamente as propriedades 

dos hidrogéis obtidos. 

  Assim, de forma a ser possível desenvolver um hidrogel químico de pectina 

que actue de forma eficiente, enquanto sistema de libertação controlada, e apresente 
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propriedades reprodutíveis, será essencial ter à disposição matérias-primas 

(pectinas) menos polidispersas e com propriedades bem definidas e caracterizadas. 

Igualmente fundamental, para o sucesso destes hidrogéis, será a capacidade de obter 

derivados da pectina uniformes e com características específicas e controláveis 

(nomeadamente o GS), o que, como se discutir anteriormente, poderá ser alcançável 

através da modificação da pectina num meio reaccional homogéneo.  

5.3 Esponjas de pectina e quitosano formadas por 
complexação polielectrolítica: preparação e 
caracterização 

 Este trabalho centrou-se na preparação e caracterização de esponjas 

preparadas pela liofilização dos complexos polielectrolíticos (PECs) insolúveis 

formados entre o quitosano e a pectina. Constatou-se que as esponjas obtidas eram 

compostas maioritariamente por pectina, sendo que as proporções iniciais dos dois 

polissacarídeos tinham pouca influência nessa composição.  

 Como o pH em que ocorre a reacção de complexação é a variável que mais 

impacto tem na composição e propriedades dos PECs obtidos, e como esta variável 

não foi alvo de atenção no trabalho realizado, sugere-se que, em futuros trabalhos, 

esta variável seja alvo de investigação.  

 Os PECs obtidos foram processados na forma de esponjas, por meio de 

liofilização. No entanto, estes podem ser processados em várias formas, como 

partículas, filmes ou fibras, formas mais interessantes para o desenvolvimento de 

sistemas de libertação controlada.  

 Este material tem o potencial para ser utilizado em várias aplicações. 

Enquanto sistemas de libertação controlada, uma das aplicações mais promissoras, 

devido às propriedades dos polissacarídeos que o compõem, será a sua utilização 

enquanto matriz para o desenvolvimento de sistemas de libertação específica no 

cólon. Esta aplicação já foi alvo de investigação, podendo-se encontrar na literatura 

alguns trabalhos dedicados ao desenvolvimento e formulação de sistemas de 

libertação especifica no cólon à base de complexos polielectrolíticos de pectina e 

quitosano4, 5.  

 Os PECs, na forma de esponjas, podem ainda encontrar várias aplicações 

enquanto scaffolds capazes de actuar como suporte e promotores da regeneração de 
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tecidos. As propriedades biológicas exibidas pela pectina e, sobretudo pelo 

quitosano, podem-se revelar bastante vantajosas neste tipo de aplicação. Outra 

vantagem deste tipo de material encontra-se no seu processo de preparação: a 

formação dos PECs é feita num meio totalmente aquoso, não envolvendo a utilização 

de solventes orgânicos ou outro tipo de compostos potencialmente tóxicos, com 

agentes reticulantes, iniciadores ou catalisadores. Isto faz com que estes materiais 

apresentem normalmente uma excelente biocompatibilidade. 

  No seguimento deste trabalho, as esponjas de PECs de pectina e quitosano, 

produzidas pelo método apresentado, já foram avaliadas acerca da sua 

biocompatibilidade in vitro. Com o intuito de utilizar as esponjas na regeneração de 

tecido ósseo, a bicompatibilidade deste material foi testada com osteoblastos 

humanos. A partir deste estudo concluiu-se que as esponjas não apresentam 

toxicidade para as células testadas e que as células aderem e proliferam à superfície 

deste material. 
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Anexo 3.1 

Quantificação dos fármacos e proteínas por 
espectroscopia UV/VIS. 

  

 A quantificação dos fármacos e proteínas libertados in vitro foi realizada 

recorrendo a métodos espectrofotométricos, utilizando um espectrofotómetro 

UV/VIS JASCO 530 ou um espectrofotómetro UV/VIS JASCO 550.    

 

 Flurbiprofeno sódico  

 A quantificação deste fármaco foi obtida através da medida das 

absorvâncias das amostras do meio de libertação recolhidas ao longo do tempo. As 

medidas foram realizadas a um comprimento de onda de 247 nm em cuvettes de 

quartzo. Quando necessário, as amostras foram diluídas para uma concentração 

conveniente. A curva de calibração foi construída com soluções padrão de 

flurbiprofeno sódico dissolvido numa solução salina tampão fosfato, numa gama de 

concentrações entre 2 e 16 μm/ml.  

 

 Sulfato de Gentamicina 

 Como a gentamicina não absorve radiação ultra-violeta ou visível, foi 

necessário recorrer a um método indirecto de forma a quantificar este composto 

por espectrofotometria UV/VIS. O método utilizado baseia-se na reacção entre o 

agente o-ftaldialdeído e os grupos amina da gentamicina, cujos produtos são 

cromóforos. O procedimento experimental adoptado foi desenvolvido por 

Cabanillas et al1. 

 

 Preparação do reagente o-ftaldialdeído (reagente OPA): 

 - 2.5 g de o-ftaldialdeído 

 - 62.5 ml de metanol 

 - 560 ml de solução de borato de sódio (0.04M) 

 - 3 ml de 2-mercaptoetanol 
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 O reagente OPA foi preparado misturando as quantidades dos reagentes 

acima listados. A solução resultante foi armazenada no escuro durante pelo menos 

24 h e utilizada até três dias depois de preparada.  

 Em cuvettes de poliestireno descartáveis, adicionou-se e misturou-se, em 

partes iguais, a solução de gentamicina, a solução de reagente OPA e álcool 

isopropílico (para evitar a precipitação dos produtos), deixando-se repousar a 

solução resultante durante 30 min, à temperatura ambiente. Passado esse tempo a 

absorvância das amostras foi medida a um comprimento de onda de 332 nm 

contra um branco preparado da mesma forma mas utilizando, em vez da solução 

de gentamicina, a solução tampão utilizada como meio de libertação. A 

quantificação do fármaco foi obtida mediante a construção de uma de curva de 

calibração com soluções de gentamicina numa gama de concentrações entre 10 e 

100 μg/ml.  

 

 Albumina de soro bovino (BSA) 

 A quantificação da proteína BSA foi feita utilizando o reagente de Bradford e 

de acordo com um dos protocolos indicados pelo fabricante deste2. Este método de 

quantificação baseia-se na formação de um complexo entre o corante Azul 

Brilhante G (Brilliant Blue G) e os resíduos de arginina e lisina da proteína em 

solução. 

 As soluções para análise foram preparadas misturando, em cuvettes de 

poliestireno descartáveis, 1 ml de solução de BSA e 1 ml de reagente de Bradford. 

As amostras foram incubadas à temperatura ambiente entre 5 a 45 minutos e a sua 

absorvância medida a 595 nm contra um branco preparado com solução tampão. 

As curvas de calibração da BSA nos dois meios de libertação investigados (tampão 

salino fosfato, 0.01M pH= 7.4; solução salina acidificada, HCl 0.01 M, pH 2.0) 

foram construídas nas gamas de concentrações de 1.3 a 12.6μg/ml, para o tampão 

fosfato, e 1.3 a 31.0 μg/ml, para o tampão ácido.  

 O mesmo método descrito acima foi utilizado para determinar a quantidade 

de BSA libertada num meio composto por uma solução tampão salina fosfato com 

uma concentração de pectinase de 1mg/ml. Neste caso as curvas de calibração 

foram construídas com soluções tampão com uma concentração fixa de pectinase 

de 1mg/ml e concentrações de BSA entre 0 e 13 g/ml. 
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 Lisozima de clara de ovo 

 A quantificação desta proteína foi realizada pelo mesmo método descrito 

acima para a quantificação da BSA. De forma a garantir a linearidade das curvas de 

calibração, preparam-se uma série de solução de lisozima com concentrações 

numa gama alargada. A absorvância destas amostras foi medida várias vezes, em 

tempos diferentes, e os valores obtidos foram representados contra os valores de 

concentração, de forma a identificar a gama de concentrações que apresentava 

uma correlação linear com as absorvâncias. Para ambos os meios de libertação 

utilizados verificou-se que essa gama de concentrações se situava entre os 0 e 15 

μg/ml. 
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Anexo 3.2 

Resultados da análise elemental 
 

Tabela A.3.2.1 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na 
Pectina A e nas pectinas modificados com o reagente isocianato de alilo (AI) nas diferentes 

condições reaccionais referidas na Tabela 3.7 (média ±DP; n= 3). 

Amostra % N % C % H % S 

Pectina A 0.466±0.046 39.924±0.626 6.524±0.409  100 ppm 

A-R1 0.840±0.035 37.720±0.847 6.551±0.536  100 ppm 

A-R2 0.743±0.042 39.270±0.316 6.493±0.277  100 ppm 

A-R3 1.803±0.032 39.574±0.194 6.660±0.287  100 ppm 

A-R4 2.087±0.046 39.593±0.413 6.532±0.285  100 ppm 

 

Tabela A.3.2.2 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na 
Pectina C e nas pectinas modificados com o reagente isocianato de alilo (AI) nas diferentes 

condições reaccionais referidas na Tabela 3.8 (média ±DP; n= 3). 

Amostra % N % C % H % S 

Pectina C 0.560±0.026 38.781±0.899 6.287±0.244  100 ppm 

C-R1 0.703±0.016 38.116±1.168 6.174±0.162  100 ppm 

C-R2 0.833±0.004 37.851±1.000 5.705±0.107  100 ppm 

C-R3 0.665±0.013 38.576±0.794 6.108±0.344  100 ppm 

C-R4 0.703±0.053 38.409±0.732 6.062±0.183  100 ppm 

  

 
Tabela A.3.2.3 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na 

Pectina A e nos derivados modificados com o reagente metacrilato de 2-isocianoetilo 
(IMA) (média ±DP; n= 3). 

 
 * Enxofre proveniente dos resíduos do solvente dimetil sulfóxido. A percentagem mássica 
deste solvente na amostra foi determinada e as % N, C e H recalculados, de forma a expressarem 
apenas a composição correspondente à pectina modificada. A %N recalculada foi utilizada para 
determinar o grau de substituição desta fracção de pectina. 

Amostra % N % C % H % S 

Pectina A 0.550±0.026 38.781±0.899 6.287±0.244  100 ppm 

A-IMA-Sol 0.998±0.036 39.045±0.462 5.447±0.282 0.196±0.039* 

A-IMA-Ins 2.943±0.061 43.793±0.271 6.386±0.144  100 ppm 
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Anexo 4.1  

Resultados da análise elemental 
 

Tabela A.4.1.1 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes na 
pectina e quitosano utilizados na preparação das esponjas (média ± DP; n= 3). 

Amostra % N % C % H % S 

Pectina 0.696±0.023 38.877±0.658 6.043±0.077  100 ppm 

Quitosano 6.589±0.103 39.608±0.385 7.340±0.119  100 ppm 

 

Tabela A.4.1.2 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre presentes nas 
esponjas pectina-edc e quitosano-edc. 

Amostra % N % C % H % S 

Pectina-edc 2.317 40.257 6.560  100 ppm 

Quitosano-edc 6.504 39.879 6.793  100 ppm 

 

Tabela A.4.1.3 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre nos PECs de 
pectina/quitosano (média ± DP; n= 3). 

Amostra % N % C % H % S 

Pec25/Quit75 2.485±0.138 37.648±0.791 6.779±0.371  100 ppm 

Pec50/Quit50 2.345±0.070 38.896±0.915 6.703±0.111  100 ppm 

Pec75/Quit25 2.659±0.033 36.876±0.258 6.859±0.166  100 ppm 

 
 

Tabela A.4.1.4 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono, Hidrogénio e Enxofre nos PECs de 
pectina/quitosano tratados com EDC (média ± DP; n= 3). 

Amostra % N % C % H % S 

Pec25/Quit75_edc 2.878±0.004 41.109±0.774 7.924±0.331  100 ppm 

Pec50/Quit50_edc 3.158±0.101 41.479±0.768 7.016±0.297  100 ppm 

Pec75/Quit25_edc 3.402±0.389 40.702±0.349 6.648±0.202  100 ppm 
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Tabela A.4.1.5 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono e Hidrogénio nos PECs de 
pectina/quitosano (pec50/quit50) para os diferentes tempos de degradação, em solução 

tampão salina fosfato (pH 7.4) e solução salina tampão acidificada (pH 2), (média ± DP; n= 

3). 

Tempo 
(semanas) 

pH 7 pH 2 
% N % C % H % N %C % H 

0 
2.345 
±0.074 

38.896 
±0.915 

6.703 
±0.111 

2.345 
±0.074 

38.896 
±0.915 

6.703 
±0.111 

0.5 
2.944 
±0.045 

39.503 
±0.665 

6.585 
±0.142 

2.681 
±0.041 

42.491 
±1.118 

6.843 
±0.132 

1 
2.783 
±0.125 

39.257 

±0.216 

6.625 
±0.033 

2.609 
± 0.081 

41.581 
± 0.473 

6.590 
±0.392 

2 
3.544 
±0.052 

40.616 
±0.394 

6.908 
±0.253 

2.681 
±0.020 

42.226 
±1.076 

6.775 
±0.150 

4 
4.050 
±0.060 

40.023 
±0.230 

6.792 
±0.675 

2.742 
±0.025 

40.585 
±0.283 

6.572 
±0.233 

6 
3.763 
±0.225 

39.442 
±0.611 

6.791 
±0.163 

2.701 
±0.097 

39.844 
±0.839 

6.280 
±0.399 

 
 

Tabela A.4.1.6 Percentagem (m/m) de Azoto, Carbono e Hidrogénio nos PECs de 
pectina/quitosano tratados com EDC (pec50/quit50_edc) para os diferentes tempos de 

degradação, em solução salina tampão fosfato (pH 7.4) e solução salina tampão acidificada 
(pH 2), (média ± DP; n= 3). 

Tempo 
(semanas) 

pH 7 pH 2 
% N % C % H % N %C % H 

0 
3.158 

±0.101 

41.479 

±0.768 

7.016 

±0.297 

3.158 

±0.101 

41.479 

±0.768 

7.016 

±0.297 

0.5 
2.793± 
0.052 

40.111 

±0.442 

6.625 

±0.126 

2.849 

±0.178 

41.406 

±0.290 

6.809 

±0.098 

1 
3.085± 
0.036 

41.741 

±0.059 

6.876 

±0.064 

2.433 

± 0.019 

40.070 

± 0.495 

6.835 

±0.101 

2 
2.964 

±0.079 

40.868 

±0.240 

6.825 

±0.123 

2.652 

±0.017 

41.650 

±0.245 

6.653 

±0.144 

4 
3.163 

±0.037 

41.899 

±0.372 

7.916 

±0.741 

2.497 

±0.000 

40.028 

±0.272 

7.404 

±0.330 

6 
3.945 

±0.065 

39.836 

±0.381 

6.482 

±0.210 

2.220 
±0.120 

41.121 
±0.088 

6.888 
±0.258 
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