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RESUMO 

 

O desenvolvimento de um sistema de liberação cólon-específica utilizando 

micropartículas poliméricas têm recebido grande atenção no campo farmacêutico. Um 

grupo interessante de polímeros com potenciais propriedades nessa área são as 

hemiceluloses. A xilana é uma hemicelulose que tem a capacidade de passar através do 

trato digestivo inalterada e sua complexa estrutura requer enzimas que são produzidas 

especificamente pela microflora colônica humana, o que a torna uma interessante 

matéria-prima na área produção de sistemas de liberação de fármacos. Os sistemas 

microparticulados podem ser desenvolvidos por várias técnicas. A reticulação 

polimérica interfacial é uma das principais técnicas para produção de micropartículas à 

base de polissacarídeos. Porém o uso de reticulantes de alta toxicidade muitas vezes 

torna o uso desta técnica limitada. O trimetafosfato de sódio (TSTP) é um reticulante de 

baixa toxicidade, sem efeitos adversos relatados em seres humanos. Esse trabalho teve 

como objetivo desenvolver micropartículas de xilana utilizando TSTP. As 

micropartículas foram caracterizadas por microscopia óptica, MEV, DRX e FT-IR. 

Estudos de toxicidade frente à artemia salina Leach foram feitos para comparar as 

micropartículas produzidas com cloridrato de tereftaloíla e trimetafosfato de sódio. As 

micropartículas de xilana apresentaram forma esférica, bem individualizada e com 

superfície bem definida. Todos os diferentes parâmetros influenciaram no tamanho das 

micropartículas. O espectro de FT-IR das micropartículas foi semelhante ao da xilana, 

porém com a presença de um pico em 1258 cm
-1

, que é típico de ligações éster-fosfato, 

que pode ser atribuído a ligação entre TSTP e a xilana durante o processo de 

reticulação. As micropartículas de xilana produzidas neste trabalho não apresentaram 

toxicidade na concentração estudada. Podemos concluir que o TSTP foi capaz de 

produzir micropartículas de xilana com cracterísticas fisico-químicas bem definidas e de 

baixa toxicidade. 

Palavras-chaves: Trimetafosfato de sódio, xilana, reticulação polimérica interfacial, 

artêmia salina. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The development of a colon-specific delivery system using polymeric microparticles 

has received great attention in the pharmaceutical field. An interesting group of 

polymers with potential properties in this area are the hemicellulose. Xylan is a 

hemicellulose that has the ability to pass through the digestive tract unchanged and its 

complex structure requires enzymes that are produced specifically by the human colonic 

microflora, which makes it an interesting raw material in the production of target drug 

delivery systems. The microparticulate systems can be developed by various techniques. 

The interfacial crosslinking polymerization is one of the major techniques to produce 

polysaccharide based microparticles. However, the use of highly toxic crosslinkers often 

makes the use of this technique limited. The sodium trimetaphosphate (TSTP), a low 

toxic crosslinking agent, has no adverse effects reported on human beings. The  aim of 

this study was to develop xylan microparticles using sodium trimetaphosphate. The 

microparticles were characterized by optical microscopy, SEM, XRD and FT -IR. The 

influence of different parameters on the diameter of the microparticles was analyzed 

during their development. Toxicity studies against Artemia saline Leach were made to 

compare the microparticles produced with terephthaloyl chloride and sodium 

trimetaphosphate. Xylan microparticles showed to be spherical shape, well 

individualized and with a smooth surface. All different parameters influenced the in size 

of the microparticles. The FT-IR spectrum of microparticles was similar to xylan, but 

with the presence of the peak at 1258 cm
-1

, which is typical of phosphate ester bonds, 

that can be attributed to the bond between TSTP and xylan during the crosslinking 

process. The xylan microparticles produced in this work showed no toxicity at the 

concentration studied. It be concluded that TSTP was able to produce xylan 

microparticles with well defined physicochemical characteristics and low toxicity. 

Keywords: Sodium trimetaphosphate, xylan, interfacial crosslinking polymerization, 

artemia salina.  

 

 

 

 

 



LISTA DE FIGURAS - REVISÃO DA LITERATURA 

 

Figura 1: Estrutura química da xilana ........................................................................................ 25 

Figura 2: Estrutura química do Trimetafosfato de sódio. .......................................................... 27 

Figura 3: Mecanismo de reação da reticulação de um polissacarídeo com TSTP em meio 

alcalino. ....................................................................................................................................... 28 

 

 

LISTA DE FIGURAS - ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Figure 1 - Optical microscope of XMPs (40χ) (a) and SEM photograph of XMPs (1000x) and 

5000x at right side of the picture (b)............................................................................................59 

Figure 2 - FT-IR spectrum of  xylan and XMPs .........................................................................60 

Figure 3 - XRD patterns of TSTP, xylan and XMPs...................................................................60 

 

  

 

  



LISTA DE TABELAS - REVISÃO DA LITERATURA 

 

Tabela 1:  Resumo das estratégias e mecanismo de liberação cólon-específico. ....................... 23 

 

 
LISTA DE TABELAS - ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Table 1 - Evaluated parameters during the development of the crosslinking process.................61 

Table 2 - Mean diameter of the microparticles............................................................................61 

Table 3 - Toxicity test using brine shrimp larvae (Artemia saline Leach) for xylan, for XMPs 

produced with TSTP (F1-F9) and for XMPs produced with terephthaloyl chloride (XMPs- 

terephthaloyl chloride). ................................................................................................................62 

 

 

 

  



LISTA DE ABREIVATURAS E SIGLAS 

 

A/O/A     Emulsão do tipo água/óleo/água 

DRX        Difratometria de Raio X 

DSC        Calorimetria exploratória diferencial 

FT-IR      Fourier transform infrared  

MEV       Microscopia eletrônica de varredura 

NaOH      Hidróxido de Sódio 

O/A         Emulsão do tipo óleo/água 

O/O         Emulsão do tipo óleo/óleo 

Pc                 Diéster de fosfato 

Pg                  Monoéster de fosfato 

PPi               Pirofosfato inorgânico 

RONa      Polissacarídeo ligado ao sódio 

SEM        Scanning electron microscopy 

STPP       Tripolifosfato de sódio 

STPPg        Tripolifosfato de sódio ligado ao polissacarídeo 

TG           Termogravimetria 

TSTP       Sodium trimetaphosphate  

XMPs      Xylan microparticles 

XRD        X-ray diffraction 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................. 12 

2. REVISÃO DA LITERATURA ........................................................................................ 15 

2.1. SISTEMAS DE LIBERAÇÃO MODIFICADA ......................................................... 15 

2.2. SISTEMAS MICROPARTICULADOS ..................................................................... 16 

2.2.1. Métodos de obtenção de micropartículas ............................................................ 17 

2.2.2. Técnicas de caracterização de micropartículas.................................................... 19 

2.3. SISTEMAS DE LIBERAÇÃO CÓLON-ESPECÍFICA ............................................. 21 

2.4. POLÍMEROS NATURAIS ......................................................................................... 24 

2.4.1. Xilana .................................................................................................................. 24 

2.5. TRIMETAFOSFATO DE SÓDIO .............................................................................. 26 

3. OBJETIVOS ...................................................................................................................... 30 

3.1. OBJETIVO GERAL ................................................................................................... 30 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS ...................................................................................... 30 

4. REFERÊNCIAS ................................................................................................................ 31 

CAPÍTULO I ............................................................................................................................. 44 

ARTIGO I .................................................................................................................................. 45 

CONCLUSÃO................................................................................................................64 

ANEXOS.........................................................................................................................65 

 

 

 

 

 

 



12 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 As doenças inflamatórias intestinais (DII), que inclui principalmente Doença de 

Crohn e Colite Ulcerativa, são caracterizadas por inflamações crônicas do intestino de 

etiologia desconhecida (HANAUER, 2006; SOUZA et al., 2008) e manifestam-se 

clinicamente por diarreia, dor abdominal, perda ponderal e náuseas (BIONDO-SIMÕES 

et al., 2003). Representando sério problema de saúde, DIIs atingem preferencialmente 

pessoas jovens, com recidivas frequentes e formas clínicas de alta gravidade (SOUZA et 

al., 2008). 

 A prevalência e incidência dessas doenças têm se estabilizado em áreas de alta 

incidência como América do Norte e Europa, porém continuam a crescer em áreas que 

anteriormente apresentavam baixa incidência, como Ásia e Europa Oriental (NG, 2014).  

Além disso, estima-se que até 1,4 milhões de pessoas nos Estados Unidos e 250.000 

pessoas no Reino Unido sofrem dessa doença. Essa condição crônica geralmente requer 

uma vida inteira de cuidados e tratamento medicamentoso (NG et al., 2013). 

 O tratamento das DIIs é difícil tanto pela via oral como pela via retal, que é 

pouco aceita por parte dos pacientes e raramente é eficaz na liberação de fármacos no 

cólon ascendente (FREIRE et al., 2006). Por via oral, as diferentes condições do trato 

gastrointestinal, incluindo as várias condições de pH, as possíveis degradações 

enzimáticas e a interação fármaco/alimento, aumentam drasticamente a complexidade 

de se administrar um fármaco por esta via de administração (ZHANG et al., 2013). 

 O controle da liberação de fármacos em sítios de ação específicos é capaz de 

melhorar a cinética de liberação e o regime de dosagem das substâncias, por meio da 

utilização de carreadores (SCHAFFAZICK et al., 2003).  Dentre estes carreadores estão 

as micropartículas que são partículas sólidas, geralmente esféricas, com dimensões da 

ordem de 1 μm a 1000 μm (CAMPOS et al., 2013). As micropartículas podem ser 

constituídas por matrizes poliméricas (microesferas) onde o fármaco pode estar 

adsorvido, incorporado na matriz ou ligado covalentemente à rede tridimensional 

formada pelo polímero ou por sistemas reservatórios (microcápsulas) onde o fármaco 

encontra-se encapsulado na forma sólida, líquida ou gasosa, separado do meio externo 

por uma membrana polimérica (ROSSANEZI, 2008). 

Os sistemas de liberação cólon-específica têm por finalidade proteger o fármaco 
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contra a degradação no estômago e no intestino delgado, para então liberar quantidade 

máxima de fármaco no cólon.  Além disso, o cólon é conhecido por ser um local de 

absorção adequada para peptídeos e proteínas  uma vez que ele apresenta uma menor 

diversidade da microflora normal, reduzida atividade proteolítica, pH próximo da 

neutralidade e motilidade bastante baixa o que garante um tempo de residência elevado, 

tornando esses sistemas bastante úteis como carreadores de peptídeos e proteínas para 

essa região (SINHA & KUMRIA, 2002; OLIVEIRA, E. E., 2006; FUNDADOR et al., 

2012; LI, B.-Z. et al., 2012). 

Desta forma, a liberação do fármaco para o local de ação específico, oferece 

várias vantagens em relação aos medicamentos convencionais. As principais vantagens 

são a prevenção dos efeitos adversos em tecidos saudáveis e a maior concentração do 

principio ativo no tecido (órgão) alvo (MINKO, 2004).  

 Os polímeros biodegradáveis têm sido de grande interesse na tecnologia de 

liberação controlada, devido à capacidade de serem reabsorvidos pelo corpo 

(BRANNON PEPPAS, 1995).  Um grupo interessante de polímeros com propriedades 

potenciais para uso na área biomédica são as hemiceluloses, que são polissacarídeos 

disponíveis em madeiras e plantas anuais (resíduos de culturas agrícolas, tais como 

espigas e grãos de milho, hastes de trigo, cascas de semente e caules de cana de açúcar) 

(GARCIA et al., 2001; BIGAND et al., 2011; SUN, Y.-C. et al., 2011). 

  A xilana, a mais comum hemicelulose, representa mais de 60% dos 

polissacarídeos existentes nas paredes celulares de espigas de milho (GARCIA et al., 

2001), sendo a principal hemicelulose na maioria das plantas e o segundo polímero mais 

abundante na natureza, correspondendo a um terço da biomassa disponível na terra 

(KAYSERILIOGLU et al., 2003). Esse polissacarídeo pode ser insolúvel em água e 

solúvel em soluções alcalinas, sendo capaz de sofrer hidrólise enzimática por uma 

classe de enzimas denominada xilanases, que são produzidas por algumas espécies 

bacterianas existentes no organismo humano e localizadas na região colônica (FUJITA 

et al., 2002; NAGASHIMA JUNIOR, 2009), o que a torna um polímero promissor para 

a produção de sistemas de liberação de fármacos cólon–específica (OLIVEIRA, E. E. et 

al., 2010).  

 Além disso, o uso de um agente reticulante não tóxico é fundamental na 

produção de micropartículas medicamentosas. O trimetafosfato de sódio é uma 
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alternativa para o desenvolvimento de sistemas microparticulados, uma vez que ele é 

um reticulante de baixa toxicidade e não apresenta efeitos adversos aos seres humanos, 

sendo descrito na literatura como um ótimo reticulante para amido e seus derivados 

(FANG et al., 2008; LI, B.-Z. et al., 2009a; LI, B.-Z. et al., 2009b). 

O desenvolvimento de um sistema a base de um polímero natural, capaz de 

melhorar a biodisponibilidade de fármacos utilizados no tratamento de DIIs, bem como 

a utilização de um reticulante não tóxico durante o desenvolvimento de micropartículas 

é de fundamental importância. Neste contexto, esse trabalho teve como objetivo 

desenvolver um sistema de liberação a base de xilana usando reticulante não tóxico 

visando a liberação cólon-específica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1. SISTEMAS DE LIBERAÇÃO MODIFICADA 

 

 

A via oral é considerada a via de administração mais conveniente para a 

administração de uma forma farmacêutica, sendo a mais aceita por grande maioria dos 

pacientes (ANSEL et al., 2000; SOUSA et al., 2008; FUNDADOR et al., 2012). Porém, 

essa via é a mais complexa rota para a entrega de um fármaco, uma vez que ele está 

sujeito a diversas condições fisiológicas variáveis para cada organismo, como fluidos 

gástricos e intestinais, tempo de esvaziamento gástrico, tempo de trânsito e motilidade 

intestinal (SOUSA et al., 2008; DA SILVA, 2009).  

O controle da liberação do fármaco durante o trato gastrointestinal representa 

uma importante área de pesquisa no estudo de sistemas de liberação de fármacos 

permitindo melhorar a biodisponibilidade de muitos fármacos, em especial, para aqueles 

que apresentam problemas com a estabilidade, solubilidade e permeabilidade durante a 

passagem no seguimento superior do trato gastrointestinal (BAGLIOTTI MENEGUIN 

et al., 2014).  

 Assim, os sistemas de liberação modificada são projetados para modularem a 

liberação do fármaco, retardando ou prolongando a sua dissolução (PEZZINI et al., 

2007). Estas formas farmacêuticas são alternativas às formas convencionais e permitem 

obter uma maior biodisponibilidade e eficácia terapêutica (LOPES, 2012).  De acordo 

com Da Silva (2009) esses sistemas podem apresentar outras denominações baseado na 

velocidade e na frequência de liberação do fármaco. Nos sistemas de liberação 

controlada o fármaco é liberado lentamente e em quantidade constante por unidade de 

tempo. Já nos sistemas de liberação retardada a liberação do fármaco ocorre em período  

de tempo bem definido após administração da forma farmacêutica, como  é o caso dos 

medicamentos com revestimento entérico, os quais passam pelo estômago intactos, 

sendo liberados apenas no intestino. Nas formas farmacêuticas de liberação repetida 

uma dose inicial do princípio ativo é liberada pela superfície do sistema e uma segunda 

dose é liberada a partir do núcleo interno. As formas farmacêuticas de liberação 
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prolongada são elaboradas de modo que a administração de uma só unidade de dose 

proporcione a liberação imediata de uma quantidade de medicamento que prontamente 

produz o efeito terapêutico desejado, e a liberação gradual e contínua de quantidades 

adicionais para manter esse nível de efeito durante um período prolongado (ANSEL et 

al., 2000; DA SILVA, 2009). 

Geralmente, esses novos sistemas são concebidos para se atingir um efeito 

terapêutico prolongado, pois visam à liberação contínua  do fármaco em local desejado 

por um determinado período de tempo após a administração de uma única dose  do 

medicamento (LACHMAN et al., 2001). E, além disso, comparadas as formas 

farmacêuticas convencionais, esses sistemas oferecem uma maior eficácia, toxicidade 

reduzida, maior aceitação do paciente e conveniência (KUMAR, M., 2000).  

 

 

2.2. SISTEMAS MICROPARTICULADOS 

 

 

A tecnologia da microencapsulação tem sido utilizada em diversos campos da  

indústria, como agrícola, alimentícia, cosmecêutica e farmacêutica (ESTEVINHO et al., 

2013) . Sendo definida como um processo pelo qual é possível isolar um produto ativo 

do meio externo através da formação de microesferas ou microcápsulas (HIRECH et al., 

2003). 

As micropartículas são sistemas micrométricos (1-1000 μm) que podem ser 

classificados, de acordo com a sua constituição, em: microesferas, que são sistemas 

matriciais monolíticos, e microcápsulas, que são sistemas reservatórios contendo uma 

substância ativa ou núcleo circundado por uma membrana ou revestimento  (SILVA, C. 

et al., 2003; PEREIRA, M. R. et al., 2006). As microesferas são constituídas por 

matrizes poliméricas onde o fármaco pode estar adsorvido, incorporado ou ligado 

covalentemente à rede tridimensional formada pelo polímero. Já as microcápsulas são 

sistemas reservatórios onde o fármaco encontra-se encapsulado na forma sólida, líquida 

ou gasosa, separado do meio externo por uma membrana polimérica (ROSSANEZI, 

2008). 
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  As aplicações para esses sistemas microparticulados na indústria farmacêutica 

são muito variadas. Entre essas aplicações estão: a proteção contra os agentes 

atmosféricos (umidade, luz, calor e/ou oxidação), diminuição ou eliminação da irritação 

gástrica ou efeitos não desejáveis provocados por alguns fármacos, redução da 

volatilidade, a utilização de compostos que são incompatíveis ou reativos entre si dentro 

da mesma formulação, melhoram as características de escoamento de pós, facilitação do 

manuseio de substâncias tóxicas, auxílio à dispersão de substâncias insolúveis em meio 

aquoso e produção de formas farmacêuticas de liberação controlada, sustentada e sítio-

específico (SILVA, C. et al., 2003; PEREIRA, M. R. et al., 2006; LEONEL et al., 

2010). 

 

 

2.2.1. Métodos de obtenção de micropartículas 

 

 

Diversos métodos podem ser utilizados para preparar micropartículas 

poliméricas. Onde, a escolha do método depende das características do polímero, do 

fármaco e do uso pretendido (BAZZO et al., 2008). Entre esses métodos de 

microencapsulação estão: a coacervação, a evaporação do solvente, a secagem por 

aspersão, a reticulação polimérica interfacial, entre outros (GARCIA et al., 2001; 

NAGASHIMA et al., 2008). 

A coacervação é um dos métodos de microencapsulação mais antigo e mais 

utilizado. É um fenômeno que envolve a dessolvatação de um polímero e a sua 

separação da respectiva solução polimérica em duas fases líquidas imiscíveis entre si. O 

polímero então se deposita ao redor do agente ativo a ser recoberto pela alteração das 

características físico-químicas do meio, como a temperatura, a força iônica, o pH ou a 

polaridade (SUAVE et al., 2006; SEVERINO et al., 2011). Assim, a técnica de 

coacervação pode ser dividida em dois tipos: a simples, na qual a separação de fases é 

induzida pela adição de um álcool ou sal, ou pela mudança de temperatura ou pH e que 

envolve a deposição de uma simples camada polimérica, e a complexa, em que um 

polímero de carga oposta à solução polimérica é adicionado levando a separação de fase 

por interação ânio-cátion (SILVA, C. et al., 2003; DA SILVA, 2009). Além disso, a 

coacervação pode ser realizada em meio aquoso ou orgânico, dependendo das 

propriedades físico-químicas do polímero empregado e do material a ser encapsulado 
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(SUAVE et al., 2006; SEVERINO et al., 2011).  

A técnica evaporação do solvente consiste na dissolução ou dispersão do 

fármaco frequentemente em um solvente orgânico contendo o polímero (fase dispersa), 

que é emulsionada com uma fase continua (frequentemente aquosa) imiscível com a 

primeira. A extração do solvente da fase dispersa pela fase contínua, acompanhada pela 

evaporação do solvente, transforma as gotículas da fase dispersa em partículas sólidas. 

Após isso, as micropartículas são secas para então eliminar resíduos de solvente. As 

características lipofílicas e hidrofílicas do fármaco influenciam no método de 

preparação das micropartículas. Se o fármaco for insolúvel em água a emulsão do tipo 

óleo em água (O/A) é a mais utilizada. Porém, se o fármaco for hidrofílico são 

utilizadas emulsões do tipo água/óleo/água (A/O/A) , óleo /água (O/A) e óleo/óleo 

(O/O). Na primeira a solução aquosa do fármaco é emulsionada com a fase orgânica, 

essa emulsão é então dispersa em um segundo solvente, formando a emulsão A/O/A. A 

segunda, um co-solvente é utilizado para solubilizar o fármaco. Já na terceira, a fase 

aquosa é substituída por um óleo (FREITAS et al., 2005; LI, M. et al., 2008; 

SEVERINO et al., 2011). 

 Por sua vez, a técnica de microencapsulação através de secagem por aspersão 

consiste na passagem da suspensão ou dispersão polimérica através de um orifício 

atomizador para a câmara de secagem, sob a forma de gotículas, em uma corrente de ar 

quente que promove a rápida secagem das gotículas que são separadas do fluxo de gás 

de secagem, obtendo-se assim as micropartículas (DA SILVA, 2009; PAUDEL et al., 

2013). Quando o princípio ativo é dissolvido ou suspenso na solução polimérica o 

processo conduz à obtenção de microesferas. Porém, quando a substância é 

emulsificada na solução polimérica são obtidas microcápsulas (SEVERINO et al., 

2011). 

A reticulação polimérica interfacial consiste basicamente na formação de uma 

emulsão contendo o agente reticulante na fase dispersa. Para produção da emulsão são 

utilizados dois líquidos imiscíveis, no qual o polímero encontra-se solubilizado nas 

gotículas da fase dispersa. Em seguida é realizado a reticulação, induzida por um agente 

reticulante no sistema que proporciona a ligação entre as unidades poliméricas após a 

deposição do polímero na interface da gotícula, formando assim a micropartícula 

(OLIVEIRA, E. E., 2006; DA SILVA, 2009). O agente reticulante pode ser adicionado 



19 
 

na fase aquosa, juntamente com o polímero (LI, B.-Z. et al., 2009b) ou após a formação 

da emulsão (PARIOT et al., 2000).  Entre os agentes reticulantes  utilizados estão o 

cloridrato de tereftaloíla  e o trimetafosfato de sódio (LEVY & ANDRY, 1990; LEVY 

et al., 1991; FANG et al., 2008; LI, B.-Z. et al., 2009a; LI, B.-Z. et al., 2009b; SILVA, 

A. E. et al., 2013) 

 

 

2.2.2. Técnicas de caracterização de micropartículas 

 

 

2.2.2.1.Microscopia Eletrônica de Varredura  

 

 

 A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) tem sido uma ferramenta 

utilizada pelos pesquisadores em várias áreas de atuação, uma vez que ela abrange um 

conjunto de técnicas que possibilitam a caracterização do material a ser estudado 

(DEDAVID et al., 2007). Ela se baseia na formação de imagens utilizando um feixe de 

elétrons ao invés de um feixe de luz. No caso de varredura, o feixe de elétrons varre a 

amostra e o que se analisa são os elétrons refletidos ou secundários (STORI, 2010). 

 Durante o desenvolvimento de micropartículas, é de grande relevância a 

morfologia de suas estruturas. Assim, com o MEV é possível observar a forma, o 

tamanho, as características de superfície e porosidade das mesmas (MONTANHA, 

2012).  

  

 

2.2.2.2.Difratometria de Raio X (DRX) 

 

 

 A DRX é uma técnica utilizada na caracterização da estrutura de materiais com  

base no seu caráter cristalino e identifica a interação entre o feixe incidente e os elétrons 

dos átomos componentes da amostra analisada através da detecção dos fótons 

difratados. Em materiais amorfos, é possível determinar o grau de cristalinidade residual 

que possa estar presente nesse material (DA SILVA, 2009).  
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 A partir dessa técnica é possível analisar a presença do fármaco nas formulações  

e como ele se encontra na matriz. Além disso é possível verificar a presença de outros 

componentes, tomando-se como base os picos característicos de cada material que 

estarão presentes ou não no difratograma de cada formulação (MENDES, 2011). 

 

 

2.2.2.3.Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier  

 

 

 A espectroscopia na região do infravermelho é considerada um processo 

analítico-instrumental que avalia propriedades de absorção, emissão e reflexão de 

energia eletromagnética em cada região do espectro (SILVERSTEIN & WEBSTER, 

2000). Ela baseia-se na absorção de radiação infravermelha por moléculas de uma 

determinada substância, sendo utilizada na identificação de grupos funcionais, que 

absorvem em frequência característica de radiação na região do infravermelho 

(PEREIRA, P. H. L., 2010).  

 Nos trabalhos com micropartículas essa técnica é utilizada para verificar a 

interação entre os materiais utilizados durante o desenvolvimento da formulação, por 

meio da visualização dos grupos característicos da molécula, bem como o surgimento 

de novos grupos ou ligações nos espectros (DA SILVA, 2009; DALAGNOL, 2011; 

MONTANHA, 2012). 

 

 

2.2.2.4.Análise Térmica 

  

 

 A análise térmica refere-se a um grupo de técnicas nas quais propriedades físico-

químicas de uma substância são mensuradas em função do tempo ou da temperatura 

enquanto a amostra é submetida a um programa controlado de temperatura. Dentre essas 

técnicas encontra-se a Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) e a 

Termogravimetria (TG), que são as mais difundidas e empregadas para o 

desenvolvimento de diferentes estudos (RODRIGUES et al., 2005). 
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  A TG é utilizada para medir a variação de massa em função da temperatura em 

uma atmosfera controlada sob um programa de aquecimento (OLIVEIRA, M. A. et al., 

2011). As curvas obtidas fornecem informações relativas à composição e estabilidade 

térmica da amostra, dos produtos intermediários e do resíduo formado. Além disso, 

fatores instrumentais e relacionados às características da amostra podem influenciar a 

natureza, a precisão e a exatidão dos resultados experimentais (SILVA, E. C. et al., 

2007).   

  A DSC é a técnica de análise térmica na qual se mede a diferença de energia 

fornecida à substância e a um material de referência termicamente estável em função da 

temperatura, enquanto a substância e o material de referência são submetidos a uma 

programação controlada de temperatura (SILVA, E. C. et al., 2007).  

 

 

2.3. SISTEMAS DE LIBERAÇÃO CÓLON-ESPECÍFICA 

 

 

 Os sistemas de liberação cólon-específica ganharam maior importância para a 

administração sistêmica de medicamentos e também para o tratamento de doenças 

locais (LUPPI et al., 2008), uma vez que a entrega do medicamento através do cólon 

oferece inúmeras vantagens terapêuticas. Fármacos, que são degradados no estômago e 

metabolizados por enzimas pancreáticas, são minimamente afetados no cólon. Além 

disso, o cólon foi citado como um local promissor para absorção sistêmica de peptídeos 

e proteínas, devido ao ambiente menos hostil, em comparação com o estômago e 

intestino delgado, bem como a existência de transportadores específicos (MINKO, 

2004).  

 O cólon apresenta características que o tornam um excelente local de ação de 

fármacos. Por ser rico em tecido linfoide permite que a absorção de antígenos para os 

mastócitos da mucosa do cólon produza uma rápida produção local de anticorpos, o que 

ajuda na entrega eficiente de vacina; Ele é considerado o local mais adequado para a 

distribuição de peptídeos e proteínas, em comparação com o intestino delgado, uma vez 

que no cólon há uma menor intensidade e diversidade de enzimas digestivas e a 

atividade proteolítica da mucosa do cólon é menor com relação ao intestino delgado. 

Além disso, o cólon apresenta um longo tempo de residência, o que o torna altamente 
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sensível para aumentar a absorção e um pH próximo da neutralidade (CHOURASIA & 

JAIN, 2003; KUMAR, R. et al., 2009; PHILIP & PHILIP, 2010). Outra característica 

do cólon é sua microflora colônica, a qual consiste principalmente de bactérias 

anaeróbias ou microrganismos anaeróbios facultativos que produzem uma variedade de 

enzimas (LEOPOLD, 1999). Sua microflora corresponde a cerca de 400 espécies 

distintas de bactérias, com as Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium e os 

Lactobacillus superando as outras espécies (VANDAMME et al., 2002; YANG, L., 

2008).  

 Devido a localização distal do cólon no trato gastrintestinal, o sistema de 

liberação cólon específico deve ser dotado de algumas particularidades, tais como: 

proteger o fármaco das condições fisiológicas adversas encontradas no estômago, e 

prevenir a liberação do fármaco no trato gastrointestinal superior (OLIVEIRA, E. E., 

2006). Logo, o sistema de liberação deve ser desenvolvido com base nos obstáculos do 

trato gastrointestinal. As várias estratégias desenvolvidas para alcançar este objetivo 

utilizam as características específicas desse órgão, ou seja, pH, microflora, enzimas e 

tempo de trânsito. Porém, os mesmos podem variar de um indivíduo para outro 

(VANDAMME et al., 2002). 

 As várias abordagens utilizadas para direcionar os fármacos ao cólon incluem: a 

formação de um pró-fármaco, sistemas tempo-dependente, pH-dependentes, pressão-

dependente, e a utilização de polímeros biodegradáveis (Tabela 1) (SINHA & 

KUMRIA, 2001; YANG, L. et al., 2002; SINHA & KUMRIA, 2003; FREIRE et al., 

2006). 

 Devido à presença de enzimas biodegradáveis como β-glicosidase, β-xilosidase, 

xilanase, α-arabinosidase, β-galactosidase, nitrorredutase, azorredutase, produzidas pela 

microflora colônica, a utilização de polímeros biodegradáveis para a liberação de 

fármaco cólon-específica parece ser uma abordagem mais específica em comparação 

com outras abordagens (SINHA & KUMRIA, 2001). Uma vez que esses polímeros 

naturais são de fácil obtenção, fácil modificação química, estáveis, praticamente 

atóxicos e biodegradáveis (DA SILVA, 2009). Além disso, eles permanecem intactos ao 

passar pelo estômago e intestino delgado sendo degradado apenas por essas enzimas 

produzidas no cólon (SINHA et al., 2004).  
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Tabela 1:  Resumo das estratégias e mecanismo de liberação cólon-específico. 

ESTRATÉGIA PARA LIBERAÇÃO 

CÓLON-ESPECÍFICO 

MECANISMO DE LIBERAÇÃO DO 

FÁRMACO 

Pró-fármaco Ocorre a quebra da ligação entre o fármaco e o 

carreador via redução ou hidrólise por enzimas 

(ZAWILSKA et al., 2013; CLAS et al., 2014). 

Sistemas tempo-dependentes O sistema deve ser estável no ambiente ácido 

do estômago e, após a passagem ao intestino, 

acionar o mecanismo responsável pelo tempo 

pré-determinado de latência o qual deve 

simular a permanência do sistema no intestino 

delgado e posteriormente deve liberar o 

princípio ativo (FREIRE et al., 2006). 

Sistemas pH-dependentes Tem como base um revestimento poliméricos  

insolúveis no pH baixo do trato gastrointestinal 

superior e se dissolve no pH mais elevado do 

intestino distal (MIHAELA FRICIU et al., 

2013). 

Sistemas pressão-dependentes Com base na pressão osmótica ao longo do 

intestino o sistema absorve água, intumesce e 

libera o fármaco do seu interior (FREIRE et al., 

2006). 

Polímeros biodegradáveis Ocorre a degradação do polímero, natural ou 

sintético, pela microflora do cólon e o fármaco 

é liberado do sistema (SINHA & KUMRIA, 

2001). 
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2.4. POLÍMEROS NATURAIS 

 

 

Os carboidratos são polímeros naturais encontrados em abundancia na natureza, 

podendo ser facilmente modificados quimicamente e bioquimicamente e sendo 

considerados estáveis, seguros, atóxicos, hidrofílicos e com capacidade de formarem 

gel; além de serem biodegradáveis, o que sugere sua utilização em sistemas de liberação 

de fármacos em locais específicos (SINHA & KUMRIA, 2001).  

 Esses polímeros vêm recebendo grande atenção nas industrias farmacêuticas e 

em pesquisas para o desenvolvimento de novos sistemas de liberação de fármacos para 

a região do cólon. A utilização desses polímeros como sistemas de liberação cólon-

específico baseia-se no fato dele ser degradado pelas enzimas produzidas pelas bactérias 

anaeróbicas existentes nessa região, além de sua integridade durante a passagem pelo 

trato gastrointestinal superior (SHUKLA & TIWARI, 2012). 

Um grupo interessante de polímeros com potencias propriedades para uso nessa 

área são as hemiceluloses (GARCIA et al., 2001), que são os polissacarídeos não 

celulósicos mais abundantes na biomassa (LIGERO et al., 2011), formado por um  

complexo de carboidratos poliméricos incluindo xilana, xiloglicana (heteropolímero de 

D-xilose e D-glicose), glicomanana (heteropolímero de  D-glicose e D-manose), 

galactoglicomanana (heteropolímero de D-galactose, D-glicose e a D-manose) e 

arabinogalactana (heteropolímero de D-galactose e arabinose) (COLLINS et al., 2005; 

CHAA et al., 2008; BIGAND et al., 2011). 

 

 

2.4.1. Xilana 

 

 

A xilana (Figura 1) é a principal hemicelulose na maioria das plantas, sendo um 

polissacarídeo estrutural importante nas células vegetais, e o segundo polissacarídeo 

mais abundante na natureza, representando cerca de um terço de todo o carbono 

orgânico renovável na terra (KAYSERILIOGLU et al., 2003; COLLINS et al., 2005; 

YANG, R. et al., 2005; OLIVEIRA, E. E. et al., 2010; CUYVERS et al., 2011). 

Dependendo de sua origem, a xilana pode ser encontrada em diversas variações, mas 
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com todas apresentando a  β-(14)-D-xilopiranose como cadeia principal 

(SEDLMEYER, 2011; FUNDADOR et al., 2012).  Ela pode ser extraída de diferentes 

produtos agrícolas incluindo a palha de trigo, caules de milho e espiga, sorgos e cana de 

açúcar e de resíduos florestais e despolpa provenientes das folhosas e resinosas 

(KAYSERILIOGLU et al., 2003). 

 

 

Figura 1: Estrutura química da xilana (EBRINGEROVÁ, A. & HEINZE, 2000). 

 

Segundo Sedlmeyer (2011), a classificação utilizada para a caracterização da 

xilana é baseada no grau de substituição e nos tipos de grupos laterais acoplados a sua 

cadeia principal. Logo, dependendo de sua origem a cadeia pode estar ligada a 

diferentes açucares como ácido 4-O-metil-D-glicurônico, O-acetil-L-arabinose, L-

arabinose e ácido D-glicurônico (OLIVEIRA, E. E. et al., 2010; SHI et al., 2014). 

Sendo a estrutura química da xilana do sabugo de milho constituída principalmente por 

ácido D-glicurônico, L-arabinose e D-xilose (GARCIA et al., 2000). Além do mais, a 

xilana apresenta-se interligada com outras estruturas, até mesmo com a lignina, através 

de pontes de ácido ferúlico fazendo conexões com substituintes de arabinofuranose em 

sua cadeia principal (VAN DONGEN et al., 2011). Sua estrutura em plantas anuais é 

mais complexa devido a presença de arabinofuranose, xilopriranose, ramnose, ácido 

glicurônico e grupos acetil ligados a cadeia principal (FUNDADOR et al., 2012). 

A xilana apresenta vasta aplicabilidade na indústria alimentícia e farmacêutica  

(DEUTSCHMANN & DEKKER, 2012; SHI et al., 2014). Estudos mostram que a 
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xilana apresenta várias propriedades tais como atividade anti-inflamatória e  

imunomoduladora, ação inibitória sobre a taxa de crescimento de tumores e  atividade 

mutagênica (EBRINGEROVÁ, ANNA et al., 1998; EBRINGEROVÁ, A. & 

HROMÁDKOVÁ, 2002; SUN, X.-F. et al., 2013).  

 Ela pode ser insolúvel em água e solúvel em soluções alcalinas, podendo ser 

hidrolisada e convertida a xilose por uma classe de enzimas denominada xilanases. 

Essas enzimas são produzidas por algumas espécies bacterianas existentes no organismo 

humano e localizadas em nível de cólon (FUJITA et al., 2002; NAGASHIMA JUNIOR, 

2009).  A xilana insolúvel em água (wis-X) apresenta baixa concentração de arabino-(4-

O-metilglicurôno). Já a solúvel (ws-X) é composta por uma cadeia principal similar, 

porém, além de arabinosil e ramos de glicuronosil, é constituída também por cadeias 

laterais de dissacarídeos, compostas por xilose e arabinose, bem como pequenas 

quantidades de galactose  (EBRINGEROVA et al., 1998). 

Estudos mostram que a xilana tem a capacidade de passar através do trato digestivo 

inalterado. Esta resistência à digestão a torna elegível como um potencial excipiente que 

pode ser usado na indústria farmacêutica (GARCIA et al., 2001). Além do mais, devido 

a sua complexa estrutura, a sua degradação completa requer a atividade de algumas 

enzimas que são especificamente produzidas pela microflora colônica humana 

(NAGASHIMA et al., 2008). Portanto, a capacidade da xilana em passar pelo trato 

digestivo sem sofrer alterações, juntamente com a presença de enzimas específicas para 

biodegradabilidade no cólon, faz desse polímero uma matéria-prima adequada para área 

médica e especialmente como carreador de fármacos pra a liberação cólon-específica 

(SINHA & KUMRIA, 2001; OLIVEIRA, E. E. et al., 2010). 

 

 

2.5. TRIMETAFOSFATO DE SÓDIO 

 

 

Os reticulantes são moléculas de peso molecular bem menor quando comparado 

ao peso molecular da cadeia principal entre duas ligações cruzadas consecutivas, 

normalmente apresentando, no mínimo, dois grupos funcionais reativos que permitam a 

formação de ponte entre cadeias poliméricas (COSTA JR. & MANSUR, 2008). Neste 

sentido, os grupos amina e/ou hidroxila das redes poliméricas interagem com 
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determinados agentes de reticulação permitindo a formação de redes poliméricas 

insolúveis em água (PAULINO, 2008). 

Vários agentes de reticulação são utilizados no desenvolvimento de 

micropartículas. Dentre esses reticulantes estão o cloridrato de tereftaloíla e o 

glutaraldeído. Este último foi descrito na literatura como um dos mais comuns 

reticulantes para o desenvolvimento de micropartículas de amido. O primeiro foi 

utilizado eficazmente no desenvolvimento de micropartículas de xilana e de amido 

(MAO et al., 2004; LI, B.-Z. et al., 2009b; SILVA, A. E. et al., 2013). Entretanto, esses 

agentes de reticulação são conhecidos por serem tóxicos (LI, B.-Z. et al., 2009b).  

Assim, entre os agentes de reticulação que estão sendo recentemente utilizados e que 

possuem características extremamente favoráveis para aplicação como a não toxicidade 

e a solubilidade em água estão: o trimetafosfato de sódio, tripolifosfato de sódio e os 

ácidos dicarboxílicos (PAULINO, 2008). 

O trimetafosfato de sódio (TSTP) (Figura 2) é um trifosfato cíclico (LACK et 

al., 2007; BEJENARIU et al., 2009), obtido pela condensação de ácido fosfórico e 

pirofosfato em alta temperatura. Por não apresentar efeitos nocivos à saúde descritos na 

literatura, foi relatado como um agente reticulante eficaz para amidos (FANG et al., 

2008). 

 

 

 

         Figura 2: Estrutura química do Trimetafosfato de sódio. 

 

Esse agente reticulante é um sólido de baixa toxicidade e sem efeitos adversos 

em seres humanos (WOO & SEIB, 1997; DULONG et al., 2004; GUI-JIE et al., 2006). 

Além disso, ele não reage com grupos carboxílicos e a reticulação ocorre através de 
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grupos hidroxila formando ligações do tipo éster (DULONG et al., 2004; AUTISSIER 

et al., 2010). 

Lack et al. (2007) apresentaram em seu trabalho o mecanismo de reação de 

reticulação entre o polissacarídeo e o TSTP em meio alcalino (Figura 3). Eles 

observaram que os grupos hidroxilas do polissacarídeo são transformados em alcoolatos 

(RONa, onde RO é o polissacarídeo ligado ao sódio), com a presença do NaOH (Figura 

3a). A abertura do anel do TSTP pode ocorrer por dois caminhos: ataque do RONa ao 

TSTP formando tripolifosfato de sódio ligado ao polissacarídeo (STPPg) (Figura 3b) e 

ataque do NaOH ao TSTP formando o tripolifosfato de sódio (STPP) (Figura 3b). Além 

disso, o STPPg pode ser atacado pelo RONa dando origem a Pc (diéster de fosfato ) e 

PPi (pirofosfato inorgânico) (Figura 3c) e pelo NaOH produzindo Pg  (monoéster de 

fosfato) e PPi (Figura 3c). 

 

 

 

Figura 3: Mecanismo de reação da reticulação de um polissacarídeo com TSTP em meio alcalino (LACK 

et al., 2007). 
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Bejenariu et al. (2009) também estudaram a reação de reticulação da xantana 

com TSTP, e observaram que essa reação começa a partir da transformação dos grupos 

hidroxilas da xantana em alcoolatos como um resultado da presença do NaOH. 

Enquanto isso o TSTP vai sendo quebrado, devido a alcalinidade do meio, e os 

alcoolatos vão se ligando ao TSTP formando ligações éster fosfato. Além do mais, as 

condições alcalinas determinam a degradação do TSTP pela abertura do ciclo trifosfato 

(KASEMSUWAN et al., 1998; BEJENARIU et al., 2009; SANG et al., 2010). 

Gliko-kabir et al. (2000) usaram o TSTP para reticular a goma guar com o 

intuito de reduzir sua propriedade de intumescimento. A partir disso ele pode concluir 

que a reticulação desse polissacarídeo com TSTP pode ser usada na produção de 

hidrogéis com propriedades de intumescimento controladas e reduzidas (GLIKO-

KABIR et al., 2000b). Além disso, a goma guar fosfatada a partir do TSTP pode ser 

usada potencialmente como transportador de fármacos cólon-específico administradas 

oralmente com baixa solubilidade em água (GLIKO-KABIR et al., 2000a). 

Assim, o TSTP tem sido utilizado como agente de reticulação na indústria de 

alimentos para reticular amido, como também na produção de sistemas de liberação 

cólon-específica (MAIRE et al., 2005). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

 

Desenvolver micropartículas de xilana utilizando reticulante não tóxico visando 

a liberação cólon-específica. 

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Desenvolver micropartículas de xilana pela técnica de reticulação 

polimérica interfacial usando trimetafosfato de sódio como agente 

reticulante; 

 Caracterizar físico quimicamente o sistema obtido; 

 Avaliar a influência dos diferentes parâmetros de produção durante o 

desenvolvimento das micropartículas; 

 Realizar estudo preliminar de toxicidade do sistema. 
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Abstract 

Polymer-based microparticles have received interest as delivery systems for 

pharmaceutical applications. Xylan is a promising polymer for colon specific drug delivery 

system.  Furthermore, the use of one cross-linking agent with low toxicity, like sodium 

trimetaphosphate (TSTP) is important. The aim of this work was develop xylan microparticles 

(XMPs) by interfacial crosslinking polymerization without using toxic crosslinking agent. 

The microparticles were analyzed by optical microscopy, SEM, FT-IR and XRD. Influence of 

different parameters during the crosslinking process was investigated. Analyses of toxicity 

were made to compare two different cross-linking agents. XMPs exhibited smooth surface 

and spherical shape. All parameters influenced on the microparticles size. FT-IR confirmed 

the interaction between TSTP and xylan during crosslinking process. XMPs showed no 

toxicity. XMPs were produced efficiently by interfacial crosslinking polymerization technique 

using a nontoxic cross-linking agent. 
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Introduction 

Polymer microparticles systems are considered a safety way to deliver the drug to a 

specific target and keeping the desired concentration at the site of interest without present side 

effects (Patil and Sawant, 2011).Several biodegradable materials have been used as carriers 

for microparticulate drug delivery systems (Patil and Sawant, 2011).  

The xylan has been presented in the last years as a polymer of great interest for the 

production of drug delivery systems, principally for colon-specific drug delivery (Oliveira et 

al., 2010; Silva et al., 2013). Furthermore, the xylan was described as the major component of 

plant hemicelluloses (Yang et al., 2005; Oliveira et al., 2010; Yang et al., 2011) and the 

second most abundant biopolymer in the plant kingdom (Dhami et al., 1995; Silva et al., 

2007; Nagashima et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Yang et al., 2011). This polymer can be 

extracted from agricultural residues, such as corn cobs at low cost by alkaline extraction 

(Ebringerova and Heinze, 2000; Oliveira et al., 2010). Depending on the source of origin, 

xylan can be found in several variations, but all presenting a β-(14)-D-xylopyranose 

backbone (Sedlmeyer, 2011). The majority of D-xylans have other sugars in side chains, such 

as 4-O-methyl-D-glucuronic acid, O-acetyl-L-arabinose, L-arabinose, and D-glucuronic acid. 

Specifically, it has been demonstrated that xylan from corn cobs presents a chemical 

composition of 4-O-methyl-D-glucuronic acid, L-arabinose and D-xylose (Silva et al., 1998; 

Garcia et al., 2000; Oliveira et al., 2010). Owing its complex structure, the complete 

degradation of xylan requires the activity of several enzymes, which are specifically produced 

by human colonic microflora (Schacht et al., 1996). 

Interfacial crosslinking polymerization is one of the most commonly employed 

processes for the production of microparticles based on polysaccharides (Nagashima et al., 

2008). This technique consists basically in formation of an emulsion containing the cross-

linking agent, the polymer and the surfactant (Pariot et al., 2000; Hirech et al., 2003).  
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 The crosslinking is an effective way to render microparticles water-insoluble, and the 

release profile of encapsulated or entrapped materials could be controlled by altering the 

crosslinking degree (Li et al., 2009b). Epichlorohydrin, glutaraldehyde and terephthaloyl 

chloride has been used as a crosslinker agent to prepare starch and xylan microparticles 

(Mundargi et al., 2008; Nagashima et al., 2008; Yang et al., 2010). However, these 

crosslinkers are known to be toxic and the presence of residues could lead to toxic side effects 

(Li et al., 2009b). Sodium trimetaphosphate (TSTP) is a low toxicity crosslinker with no 

reported adverse effects on humans (Woo and Seib, 1997; Fang et al., 2008; Li et al., 2009a; 

Li et al., 2009b). Previous studies have shown that TSTP was an effective cross-linking agent 

to preparation of starch based microparticles (Fang et al., 2008; Li et al., 2009a; Li et al., 

2009b). 

 The toxicity of the xylan based microparticles crosslinked with two different 

crosslinking agents (TSTP and terephthaloyl chloride) was observed through the toxicity test 

with brine shrimp larvae. The test of lethality to brine shrimp larvae (Artemia saline Leach) 

have been used for testing the toxicity of a number of substances. This method has also been 

applied to plant extracts in order to facilitate the isolation of biologically-active compounds 

and to determine medium-lethal concentration values (LC50) (Meyer et al., 1982). The 

simplicity with which it can be handled, quickness of the tests and the low cost favors its 

routine use in several studies (Nascimento et al., 2008).  

Few papers have reported the development of xylan based microparticles. 

Furthermore, there are no studies about the production of xylan microparticles using a 

nontoxic cross-linking agent. In the present study, xylan based microparticles were developed 

by Interfacial crosslinking polymerization technique without using toxic cross-linking agent. 

We also used the toxicity test with brine shrimp larvae as a mean to evaluate the toxicity of 

the microparticles.   
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Materials and Methods 

Materials 

The sodium hydroxide, liquid paraffin, and acetic acid were purchased from Vetec 

Chemical (Duque de Caxias, RJ); Span 80 and TSTP were purchased from Sigma-Aldrich Co. 

(São Paulo, SP); Tween 80 and methanol were purchased from Sol-Tech (São Paulo, SP); 

acetone and ethanol were purchased from Cinética (Jandira, SP); Petroleum ether were 

purchased from  Panreac (Barcelona, Espanha); Isopropanol were purchased from Isofar 

(Duque de Caxias, RJ).  Xylan was obtained in Laboratório de Síntese e Vetorização de 

Moléculas (LSVM) according to the methodology described by Oliveira et al. (2010). The 

microparticles produced with terephthaloyl chloride were produced according to Silva et al. 

(2013). 

Methods 

Preparation of xylan microparticles 

Xylan microparticles (XMPs) were produced by the interfacial crosslinking 

polymerization method. There were four main steps involved in the microparticles 

preparation:(1) the aqueous phase was prepared by dissolving 0.5 g of xylan and 0.2 g of 

TSTP in 5 mL of NaOH 0.6M under magnetic stirring for 10 min at 50 °C. (2) The oil phase 

was prepared by dissolving 0.75g of the mixture consisting of Span 80 and Tween 80 (HLB = 

5.3) in 15 mL of liquid paraffin under mechanical stirring at 50 °C. (3) 1.5 mL of aqueous 

phase was added into oil phase dropwise and put under agitation at 50 °C for 6 hours. (4) The 

microparticles were collected after centrifugation and washed with: acetone, petroleum ether, 

ethanol, Tween 80 in alcohol (1%) and distilled water. 

Influence of the different parameters during the process of reticulation 
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To investigate the effect of different parameters during the process of reticulation on 

the properties of the XMPs, various formulations were prepared by varying one parameter and 

keeping the others constant as given in Table 1.  The parameters evaluated were xylan 

concentration, TSTP concentration, crosslinking time and stirring speed. 

Morphology of the microparticles 

The morphology of XMPs was observed using optical microscopy at a magnification 

of 40χ and 100χ (Olympus, model CX31). The detailed morphology of XMPs was studied by 

scanning electron microscopy (Philips, Model XL30).  A sample holder with carbon ribbon 

and metalized with Au/Pd, a voltage of 20 KV was used. 

Particle size analysis 

The determination of the size of the microparticles was made under optical 

microscopy (Leica, Model 020507.010, Olympus, Center Valley, PA). The samples were 

placed on glass slides and size measurements of 1500 microparticles of each sample 

formulation were performed according to Feret’s diameter principle using an optical 

microscope calibrated with a stage micrometer scale.  

Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy 

The interaction between the xylan and the TSTP during the crosslinking process was 

analyzed by FT-IR spectroscopy. The FT-IR spectroscopy measurements were performed in 

solid state. The dried samples were crushed with KBr and pressed into pellets which were 

taken to the spectrophotometer (Bruker, IFS-66 IR) to be analyzed. 

X-ray diffraction (XRD) 
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The properties of the microparticles structure were characterized by XRD. 

Measurements of X-ray scattering angle were conducted with a copper anode (Cu Kα 

radiation, λ = 0, 15418 nm, 40 kV, 20 mA) fixed to the diffractometer (Bruker, model D8 

Advance). A scanning rate of 2°/min throughout the range of 4-40° 2θ was used to determine 

each spectrum. 

Toxicity test with brine shrimp larvae   

 For this assay was used the Meyer et al. 1982 adapted methodology. Ten brine shrimp 

larvae were counted and transferred to test tubes containing artificial seawater and the 

microparticles to be tested (Formulation 1-9 of this study and XMPs produced with 

terephthaloyl chloride according to Silva et al., 2013) at three different concentrations (100, 

250 and 500 µg/mL). The tests were performed in triplicate using a saline solution as control 

group. The counting of dead and live animals was performed after 24 h. Subsequently the 

average number of deaths for each tested concentration was calculated. 

Results and Discussion 

Influence of the different parameters during the process of reticulation 

All the formulations evaluated in this work were able to produce xylan microparticles. 

Optical and SEM photographs of a typical XMPs obtained in this study are presented in 

Figure 1a and 1b, respectively. The XMPs exhibited smooth surface, well individualized and 

spherical shape with presence of some concavities in the surface. 

The SEM analysis also shows that the XPMs were produced without formation of 

aggregates. Different observation was reported by starch microparticles produced for the same 

technique. In this type of microparticles the aggregation was observed and attributed to the 

emulsification method involved. They reported that during the process of emulsification, the 



53 
 

size distribution of the droplets in the emulsion was wide, thus the coalescence and break-up 

of droplets occurred frequently during the emulsification. Consequently, the adhesion 

between microparticles would appear (Fang et al., 2008; Li et al., 2009b; Peng et al., 2011). 

The non-aggregation found in our kind of microparticles could be explained by the difference 

in the polymer used, that can induce changes in the surface of the microparticles when 

compared with the starch microparticles. 

It is possible to observe a substantial difference between the microparticles produced 

in this study using TSTP as crosslinking agent and the XMPs produced by Silva et al., 2007 

using terephthaloyl chloride as crosslinking agent. The XMPs mean diameter at the same 

stirring speed (800rpm) for XMPs produced with TSTP and terephthaloyl chloride were 7.7 ± 

0.17 µm and 21.2 ± 8 µm, respectively. It is evident that the XMPs produced with TSTP were 

smaller and with a better size distribution than the XMPs produced using terephthaloyl 

chloride. The morphology of the particles obtained by terephthaloyl chloride was also very 

different of ours results, presenting a capsular structure with a considerable amount of broken 

particles after drying. These differences can be explained in part due the nature of the 

crosslinking agent used. The TSTP has a hydrophilic chain and tend to form microspheres 

that are more rigid than microcapsules, while terephthaloyl chloride is a hydrophobic 

molecule and tend to produce microcapsules by interfacial crosslinking polymerization. 

Another important factor is the type and amount of surfactant used in the two experiments. 

This is due to the difference in the decrease of the interfacial energy between the disperse 

phase and the dispersant phase induced by the surfactant. 

 The mean diameter of the XMPs obtained. It was observed that the size of the 

microparticles increase with the increment in the concentration of both TSTP and xylan 

(Table 2). This phenomena can be explained by the increase in the viscosity of the dispersed 

phase with the increasing in the polymer concentration, consequently, the size of the drops in 
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the emulsification medium is higher, which lead to an increase in the microparticles size. This 

result is in agreement with the literature, that shows that the size of the microparticles increase 

exponentially with the viscosity of dispersed phase (Pariot et al., 2000; Li et al., 2008; 

Balmayor et al., 2009). 

It was not observed a linear modification between the mean diameter of the 

microparticles and the crosslinking reaction time. Previous works demonstrated that a lower 

time of reticulation could induce the non-formation of the microparticles or the formation of 

aggregate with improper hardening due to insufficient time for crosslinking reaction between 

the polymer and the crosslinking agent (Malafaya et al., 2006; Patil and Sawant, 2011). 

Whereas, in our study even the small time of crosslinking reaction (2h) was able to produce 

XMPs with good morphology and no aggregate formation. 

One of the most important parameter in the control of the diameter of the 

microparticles is the stirring rate. In order to assess the influence of this parameter, three 

XMPs formulations were prepared at different stirring speeds (800, 1200, 1500 rpm). As 

expected, increase in the stirring rate induces bigger variation in the XMPs diameters among 

all parameters evaluated. At 1500 rpm the mean diameter of the XMPs were 3.5 ± 0.27 µm 

(F8), the smallest diameter among all formulations produced. The reduction in the diameter of 

the microparticles should be explained by the greater energy to disperse the two immiscible 

phases and forming the emulsion induced for the higher stirring speed rate, producing smaller 

droplets of the dispersed phase, forming particles much smaller (Balmayor et al., 2009). 

FT-IR spectroscopy 

The FT-IR spectra of xylan and XMPs are presented in Figure 2.  The FT-IR spectrum 

of xylan was similar to the results found in the literature (Oliveira et al., 2010). Vibrations 

characteristics of hemicelluloses were found at 1167 cm
-1 

which corresponds to the absorption 
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band characteristic of vibrations C–O–C (Cao and Tan, 2004) and a band which is 

characteristic for β-linkages, especially in hemicelluloses, was found at 897 cm-1 (Xu et al., 

2006; Oliveira et al., 2010). Moreover, the spectrum shows a strong band at 1042 cm
-1

 

associated with the C–O, C–C stretching or C–OH found in hemicelluloses (Silva et al., 1998; 

Pandey and Pitman, 2003; Chaa et al., 2008). The FT-IR spectrum of XMPs was similar to 

xylan with a presence of a new peak at 1258 cm
-1

 that is typical of phosphate ester bonds that 

would be attributed to the formation of the ester bonds from the hydroxyl groups of xylan 

with the crosslinking agent. This result was consistent with that reported by (Cavalcanti et al., 

2005; Suflet et al., 2006). However, works using starch and TSTP noticed that the peaks 

inherence to P=O did not appear in the spectrum of the microparticles produced. They 

reported that the no appearance of the phosphate ester bonds in the spectrum was due the low 

crosslinking degree of starch microparticles (Li et al., 2009b; Peng et al., 2011).  

X-ray diffraction (XRD) 

XRD patterns of TSTP, Xylan and XMPs are present in Figure 3. TSTP shows intense 

peaks at 2θ between 10° and 50° due to its crystalline nature. In the case of xylan, one strong 

diffraction peak was observed at 2θ of 19°, which indicated an amorphous structure with 

crystalline regions in the polymer.  

The XRD pattern of XMPs showed a broad peak at the same angle that the xylan, with 

a reduction in the intensity or disappearance of the small peaks at 11º and 31º indicating a 

structure amorphous of XMPs with limited crystallinity. No strong diffraction peaks belong to 

TSTP could be found in the XRD patterns of the XMPs. This suggests that few or no 

crosslinking agent remained in a crystal state inside the XMPs (Dziechciarek et al., 2002; Li 

et al., 2009b). 

Toxicity test with brine shrimp larvae  
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Results of toxicity test showed that all formulations of XMPs produced with TSTP 

were non-toxic to artemia larvae at the concentrations tested (Table 3). There was 100% 

survival rate across all concentrations and control. On the other hand, the XMPs produced 

with terephthaloyl chloride induce 60% of deaths at 250µg/mL, and 100% at 500µg/mL, 

indicating that this microparticles presenting a high toxicity. This toxicity can be associated to 

residues of terephthaloyl chloride which remained on the microparticles, since this crosslinker 

is known to be toxic and the presence of residual crosslinker could lead to toxic side effects 

(Li et al., 2009b).  

Conclusions 

In this work, xylan microparticles were successfully developed by interfacial 

crosslinking polymerization technique using a nontoxic crosslinking agent. The test of 

toxicity using brine shrimp larvae shows that the XMPs are nontoxic. This microparticles 

could be used as a promising carrier for the controlled release of active substances, especially 

for colon drug delivery, due the characteristic of the xylan.  
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FIGURE 1                                                                                                                                           
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FIGURE 2 

 

 

FIGURE 3 
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TABLE 1 

Constant parameters Varying parameters and formulation  

  

Amount of TSTP 

Stirring speed 800 rpm F9 (0.1 g) 

Crosslinking time 6 h F1 (0.2 g) 

Xylan concentration 0.5 g F2 (0.4 g) 

  

Amount of Xylan 

Stirring speed 800 rpm F1 (0.5 g) 

Crosslinking time 6 h F3 (0.8 g) 

TSTP concentration 0.2 g F4 (1.0 g) 

  

Crosslinking time 

Stirring speed 800 rpm F7 (2 h) 

Xylan concentration 0.5 g F5 (4 h) 

TSTP concentration 0.2 g F1 (6 h) 

  

Stirring speed 

Crosslinking time 6 h F1 (800 rpm) 

Xylan concentration 0.5 g F6 (1200 rpm) 

TSTP concentration 0.2 g F8 (1500 rpm) 

 

 

TABLE 2 

Formulation Mean diameter (µm) 

F1 7.70 ± 0.17 

F2 8.67 ± 0.29 

F3 11.33 ± 2.02 

F4 12.50 ± 0.50 

F5 8.20 ± 0.69 

F6 4.67 ± 0.61 

F7 8.00 ± 0,35 

F8 3.50 ± 0.27 

F9 5.97 ± 0.06 
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TABLE 3 

Sample tested Concentration tested (µg/mL) Mortality (%) 

XMPs (F1-F19)* 100 0 

 

250 0 

 

500 0 

   

 

100 0 

XMPs - terephthaloyl chloride 250 60 

 

500 100 

   Xylan 100 0 

 

250 0 

  500 0 

*All formulations showed the same results for toxicity 
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FIGURE CAPTIONS 

Figure 1 - Optical microscope of XMPs (40χ) (a) and SEM photograph of XMPs (1000x) and 

5000x at right side of the picture (b). 

Figure 2 - FT-IR spectrum of  xylan and XMPs. 

Figure 3 - XRD patterns of TSTP, xylan and XMPs. 

Table 1 - Evaluated parameters during the development of the crosslinking process. 

Table 2 - Mean diameter of the microparticles. 

Table 3 -  Toxicity test using brine shrimp larvae (Artemia saline Leach) for xylan, for XMPs 

produced with TSTP (F1-F9) and for XMPs produced with terephthaloyl chloride (XMPs- 

terephthaloyl chloride).  
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CONCLUSÃO 

 

 As micropartículas de xilana foram desenvolvidas eficientemente pela técnica de 

reticulação polimérica interfacial usando o trimetafosfato de sódio como agente 

reticulante.  

 Por meio da microscopia óptica e da MEV foi possível observar que as 

micropartículas apresentaram forma esférica, bem individualizada e com superfície 

bem definida. 

 Os estudos de FT-IR sugerem a formação de ligações entre a xilana e o trimetafosfato 

de sódio, através de um pico relacionado à ligação éster fosfato. 

 A DRX mostrou que as micropartículas apresentaram estrutura amorfa com leve 

cristalinidade. Além disso, nenhum pico relacionado ao trimetafosfato de sódio foi 

encontrado nos espectros das micropartículas, sugerindo que pouco ou nenhum agente 

de reticulação permaneceu no seu estado cristalino nas formulações. 

 O resultados de toxicidade das micropartículas frente a artemia salina, mostraram que 

todas as formulações desenvolvidas com trimetafosfato de sódio não são tóxicas 

comparadas as formulações desenvolvidas com cloridrato de tereftaloíla, que se 

mostrou altamente tóxica nas concentrações de 250 µg/mL e 500 µg/L. 

 Assim, as micropartículas produzidas neste trabalho apresentaram-se como não tóxicas 

nos testes preliminares de toxicidade utilizando artemia salina como modelo. 

Indicando que este sistema se apresenta como uma alternativa promissora para estudos 

posteriores de liberação cólon-específica. 
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ANEXOS 
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ANEXO A 

 

Normas para submissão de manuscrito à revista: Journal of Microencapsulation. 
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