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RESUMO 

 

 

Dia a dia os aspectos ambientais relacionados a produtos e processos são mais 

exigidos. A aplicação de biopolímeros degradáveis como matriz para proteger e 

estabilizar agentes ativos neles incorporados está presentes na literatura e no mercado, 

especialmente no setor de agrotóxicos, pois permite manter o caráter tóxico do 

bioinseticida em infectar o organismo-alvo, protegendo-o do meio ambiente. Neste 

trabalho, avaliou-se os efeitos da aplicação de frequência sônica e do ultrassom na 

produção de partículas de poli (L-ácido láctico) (PLLA) e poli(ácido láctico-co-

glicólico)(PLGA 75-25) sobre a incorporação de bioinseticida bacteriano, Bacillus 

thuringiensis subespécie israelensis (Bti) e algumas características do material 

produzido. Três técnicas de preparação de partículas foram testadas: (A) com agitação 

magnética; (B) agitação magnética combinada com frequência sônica e (C) agitação 

magnética com frequência sônica e banho de gelo. Em todas as três metodologias, a 

proporção de PLLA/PLGA variou de 100/0 até 50/50. As partículas com e sem Bti foram 

caracterizadas a partir das análises de estabilidade térmica por ATG, morfologia por 

MEV e o efeito da composição das amostras sobre a densidade. Para as partículas com 

Bti, além das caracterizações, foi determinada a atividade biológica do Bti incorporado 

nas partículas e sobrenadante pelo método de contagem do número de unidade 

formadora de colônias. O maior rendimento, em massa de partículas, foi pelo método A. 

As morfologias das partículas variaram de acordo principalmente entre os métodos de 

obtenção e as formar irregulares sugere a necessidade de melhorar o equilíbrio da 

formulação. Todas as partículas, independente do método de obtenção apresentaram 

estabilidade térmica acima de 250 ºC e densidade inferior a 0,5 g/L. Além disso, as 

amostras obtidas com Bti, pelo método A, mantiveram o maior rendimento dentre as 

demais, porém parte do Bti permaneceu no sobrenadante. Os rendimentos das 

amostras obtidas pelo Método A foram de 85 %, no método B foram de 20 % e pelo 

método C foi 10 %, contudo houve melhor incorporação do Bti. O conjunto de resultados 

sugere que a aplicação de ondas sônicas favoreceu a incorporação do bioinseticida, 

reduziu em aproximadamente 20 ºC a estabilidade térmica, e a densidade das partículas 

geradas. 
 

Palavras chaves: polímeros biodegradáveis; encapsulamento; inseticida bacteriológico; 

estabilidade térmica; morfologia; densidade. 
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ABSTRACT 

 

 

Every day the environmental aspects related to products and processes are more 

required. The biodegradable biopolymers application as a matrix to protect and stabilize 

active agents incorporated therein is present in the literature and in the market, 

especially in the pesticides section, it allows to keep the biopesticide toxicity character in 

infecting the target organism, protecting it from the environment. In this work the effects 

of the sonic frequency and ultrasound application in the production of poli particles (L-

lactic acid) (PLLA) and poli (co-glicolic acid) (PLGA 75-25) under the incorporation of a 

bacterial biopesticide, Bacillus thuringiensis subspecies israelensis (Bti) and a few 

characteristics of the produced material were assessed. Three particles preparation 

technics were tested: (A) magnetic agitation; (B) magnetic agitation combined with sonic 

frequency and (C) magnetic agitation with sonic frequency and ice bath. In all the three 

methodologies the PLLA/PLGA proportion varied from 100/0 to 50/50. The particles with 

Bti and without Bti were characterized by thermic stability analysis by ATG, morphologic 

by MEV and the effect of the samples under the density. For particles with Bti, besides 

the characterization it was determined the Bti biological activity incorporated in the 

supernatant and in the particles by the method of the colony formation unit number 

counting. The biggest particle mass yield was determined by the Method A. The particle 

morphology varied specially according to the obtainment and irregular forms methods 

which suggest the need to improve the formulation balance. All the particles, irrespective 

of the obtained method presented thermic stability above 250 ºC and density below 0,5 

g/L. Besides, the samples obtained with Bti by the method A maintained a biggest yield 

among the other, however part of the Bti remained in the supernatant. The sample yield 

obtained by method A was 85 %, in method B was 20 % and in method C was 10 %, 

although there was a better Bti incorporation. The set of results suggest that the 

application of sonic waves favored the biopesticide incorporation, reduced thermic 

stability nearly 20 ºC and the generated particles density. 

 

Key words: biodegradable polymers; encapsulation; bacteriological insecticide; thermic 

stability; morphology; density. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Com o aumento do desequilíbrio ambiental, o alto índice de matéria orgânica 

despejada em riachos com correnteza e elevado nível de nutrientes, contribuem para o 

crescimento excessivo da população de borrachudos da espécie Simulidium pertinax. 

Dentre as formas de controle biológico dessa população está a utilização de um 

bioinseticida a base de Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti), em virtude de 

essa bactéria possuir cristais formados na esporulação, os quais são responsáveis pela 

paralisia do intestino da larva do Simulidium, matando assim, a praga-alvo.  

Entretanto, o Bti, embora eficaz, apresenta fotosensibilidade, o que pode diminuir 

seu tempo de atuação em campo. Dentre as estratégias para reduzir essa 

fotosensibilidade está à preparação de formulações tais como sólido granular, emulsão 

e microencapsulação.  

A escolha do método de microencapsulação mais adequado depende do tipo do 

material ativo, da aplicação e do mecanismo de liberação desejado para a sua ação. A 

diferença básica entre os métodos existentes está no tipo de envolvimento ou 

aprisionamento do material ativo pelo agente encapsulante, visto que a combinação 

entre o material e o agente ativo pode ser de natureza física (spray drying, leito 

fluidizado), química (polimerização) ou físico-química (coacervação, emulsificação) 

(SUAVE et al., 2006). A aplicação de técnicas de encapsulamento são frequentes na 

área farmacêutica (ALSINA et al., 2009) sendo também aplicada para herbicidas 

(BEACH et al., 2006) e pesticidas (PAULA et al., 2010). Isto porque essas formulações 

apresentam aspectos positivos para sua aplicação, como: o tamanho das microesferas e 

o princípio ativo liberado em uma taxa controlável ao meio aplicado. Entretanto, as 

formulações sólidas contendo o agente ativo, Bti, não são prontamente encontradas, por 

isso a relevância deste trabalho.  

As formulações sólidas apresentam vantagens, como o fácil manuseio e a 

aplicação. As formulações devem atender os seguintes critérios: devem ter a liberação 

do bioinseticida por degradação, evaporação ou dissolução de forma minimizada em 

relação às outras técnicas, apresentar baixa toxicidade em corpo hídrico, ser hidrolisável 

de forma a permitir a modulação na liberação do agente ativo e ter flotabilidade (BAJPAI 

et al., 2002).  
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Polímeros biodegradáveis, tais como poli (ácido láctico) (PLLA) e o poli (ácido 

láctico-co-glicólico) (PLGA), são poliésteres relativamente hidrofóbicos, instáveis em 

condições úmidas e podem ter uma cinética de degradação modificada pela 

concentração relativa entre os polímeros utilizados. Esses polímeros degradam in vivo 

tanto enzimaticamente, quanto por reações de hidrólise, com formação de produtos não 

tóxicos reabsorvíveis (LI et al., 2005). Esses polímeros apresentam baixa toxicidade (os 

subprodutos da decomposição são ácido láctico, ácido glicólico, dióxido de carbono e 

água), e são usuais em trabalhos de sistema de liberação de agentes ativos como 

fármacos, entre outros (ERBETTA et al., 2011).  

O processo de microencapsulação com o PLLA e PLGA, em estudo, oferecem 

vantagens na estabilidade, modulação, degradação e boa eficiência na encapsulação 

(RAJEEV et al., 2009).  

Nesse contexto, o interesse principal deste trabalho foi estudar os efeitos da 

aplicação de frequência sônica (ultrassom) na produção de partículas de Poli (ácido 

láctico) e Poli (ácido láctico-co-glicólico) sobre a incorporação de um bioinseticida 

modelo nas composições. 
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1. OBJETIVOS 

 

 

1.1. Objetivo geral 

 

 

 Avaliar a influência da aplicação de alta energia na produção de partículas em 

matriz polimérica biodegradável (PLLA e blendas de PLLA/PLGA) e avaliar a influência a 

incorporação da bactéria Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti) sobre as 

características térmicas, morfológicas e físicas dessas formulações. 

 

 

1.2. Objetivos específicos 

 

 

 Produzir partículas com diferentes proporções dos polímeros, PLLA e PLGA, na 

matriz empregando como fonte de energia a agitação magnética e o ultrassom; 

 caracterizar as formulações quanto às suas propriedades térmicas morfológicas e 

físicas; 

 avaliar como modelo de bioproduto a capacidade de incorporação do 

bioinseticida bacteriano Bti nas diferentes partículas obtidas; 

 verificar os efeitos da incorporação do Bti nas formulações sobre as propriedades 

térmicas, morfológicas e físicas das partículas produzidas. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1. Encapsulação 

 

 

Encapsulação pode ser definida como um processo de empacotamento de 

materiais sólidos, líquidos ou gasosos em partículas extremamente pequenas, as quais 

podem liberar o conteúdo de forma controlada e sob condições específicas (FÁVARO-

TRINDADE et al., 2008). 

O tamanho das partículas pode variar de poucos nanômetros até vários 

micrômetros e a forma também é bastante variável em função do método e do agente 

encapsulante utilizado para prepará-las (FÁVARO-TRINDADE et al., 2008). Podendo 

ser classificadas por tamanho em 3 categorias: macro- (> 5.000 μm), micro- (0,2 – 5.000 

μm) e nanocápsulas (<0,2 μm) (BAKER, 1986). Fisicamente, caracterizam-se pela forma 

esférica e aspecto sólido. As micropartículas servem para transportar vários compostos 

bioativos, tais como fármacos, vitaminas, peptídeos, aromatizantes, corantes, óleos 

essenciais, nutrientes e pesticidas (BANSODE et al., 2010). Na estrutura interna e 

morfologia, as micropartículas podem ser dividas em dois tipos específicos: as 

microcápsulas e as microesferas (Figura 1) (SILVA et al., 2003). 

 

 

Figura 1. Diferentes morfologias de micropartículas obtidas por encapsulação: (a) microcápsula, (b) 

microesfera, (c) microcápsula multicamadas, (d) microesferas multicamada e multinuclear.  

Fonte: NESTERENKO et al., 2013. 
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Conforme Figura 2, o sistema do tipo reservatório apresenta uma estrutura 

muito elementar: o núcleo, ou núcleos, é bem definido e envolto por um filme 

polimérico. Por outro lado, as microesferas são sistemas que apresentam uma 

estrutura do tipo matricial. Neste tipo de partícula não é possível diferenciar o núcleo 

(sistema monolítico) e as cápsulas, e a substância a encapsular pode estar 

adsorvida à superfície da partícula ou encapsulada no seu interior (SILVA et al., 

2003). 

 

Figura 2. Representação esquemática das micropartículas. 

Fonte: SILVA et al., 2003. 

 

A encapsulação encontra também aplicações no setor de agrotóxicos, visando 

tornar a eficácia dos pesticidas adequada para o controle de pragas no campo, pragas 

tais como: insetos, ácaros, roedores, nematóides e plantas daninhas. A encapsulação 

obtida nesta área é a combinação do agente pesticida com o agente encapsulante, que 

o protege e liberta de acordo com a necessidade de controlar a peste. Os pesticidas a 

serem encapsulados incluem uma vasta gama, podendo ser substâncias inorgânicas, 

substâncias orgânicas de baixo peso molecular e substâncias de elevado peso 

moleculares, tais como: peptídeos, proteínas e microbianos (micropesticidas) (GOERTZ, 

2000). 

A microencapsulação dos agro-químicos apresenta vantagens em relação às 

formulações convencionais, pois transmite uma maior segurança para o meio ambiente, 

trabalhadores e consumidores por minimizar o tempo de exposição do usuário durante o 

seu manuseio bem como evitar o escoamento das substâncias para fonte de água 

(GOERTZ, 2000; TSUJI, 2001; BAJPAI et al., 2002).  

Um dos passos importantes para realizar o processo de encapsulação é a 

escolha adequada do encapsulante e a definição do método de microencapsulação que 
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produza microesferas com menor custo (SHAHIDI et al., 1993).  

 

 

2.1.1. Agentes encapsulados 

 

 

As partículas podem possuir núcleo, no qual se encontram os compostos ativos. 

O material a ser encapsulado (núcleo) pode ser chamado de material de recheio ou fase 

interna (GHARSALLAOUI et al., 2007). 

 O núcleo interno pode apresentar-se tanto no estado líquido, sólido ou 

gasoso. Logo, pode ser constituído por uma mistura de diversos agentes, como: 

estabilizantes, diluentes, agentes moduladores da liberação (VENKATESAN et al., 

2009). 

 

 

2.1.2. Bioinseticida 

 

 

A comercialização de bioinseticidas corresponde a cerca de 5% do mercado 

mundial de pesticidas. Porém, o uso destes produtos vem crescendo dez vezes mais do 

que o uso de inseticidas químicos (BRAR et al., 2006). As bactérias destacam-se como 

promissoras no controle biológico sendo que, entre esses microrganismos, o Bacillus 

thuringiensis (Bt) é o mais utilizado. Estima-se que os produtos à base dessa bactéria 

correspondam a cerca de 90% do mercado mundial de bioinseticidas (VILAS-BÔAS et 

al., 2007) (ANGELO et al., 2010). 

Entre as vantagens dos bioinseticidas destacam-se: alta especificidade, menor 

risco ambiental e à saúde humana, menor freqüência de resistência nos insetos alvo e a 

possibilidade do entomopatógeno se multiplicar no ambiente e, com isso, aumentar sua 

permanência. Como desvantagem principal destaca-se maior suscetibilidade às 

condições ambientais, o que pode ser atenuado com o uso de boas formulações e 

estudos para aplicação dos produtos, a fim de torná-los mais resistentes às condições 

ambientais e com maior tempo de prateleira (ANGELO et al., 2010). 
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Eles são quimicamente e biologicamente ativos que podem alterar a formulação 

física e matar as espécies-alvo, sem prejudicar outros insetos (ou seja, aumentar a sua 

seletividade e reduzir a dose efetiva bioinseticida necessário) (BRAR et al, 2006). 

 

 

2.1.2.1. Caracterização do Bacillus thuringiensis (Bt) 

 

 

Pertencente à família Bacillaceae, a qual engloba a maioria das espécies 

formadoras de esporos, B. thuringiensis sendo um bastonete Gram-positivo, com célula 

vegetativa de 1,0 a 1,2 μm de largura por 3,0 a 5,0 μm de comprimento, geralmente 

móveis, conforme a Figura 3. O esporo dessa bactéria possui formato elipsoidal e 

localiza-se na região central ou paracentral quando no interior da célula-mãe, Figura 4. 

A espécie é aeróbia não estrita com faixa de temperatura de crescimento entre 10 e 45 

°C. A principal característica que distingue a espécie das outras do mesmo gênero é a 

presença intracelular de um cristal protéico, cuja produção foi descoberta somente em 

1953 por Hannay (ANGELO et al., 2010). 

 

 

Figura 3. Colônia de Bacillus thuringiensis 

Fonte: Adaptado de SILVA, 2007. 
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Figura 4. Micrografia eletrônica de transmissão do Bacillus thuringiensis (Bt) (2 μm) em fase de  

esporulação SP – esporo; PB (Corpo proteico; δ-endotoxinas) 

Fonte: MAAGD et al., 2001. 

  

A produção de cristais protéicos representa uma característica típica de B. 

thuringiensis e, em geral, ocorre durante a esporulação. Estes cristais apresentam 

atividade entomopatogênica para várias espécies de insetos, destacando-se as Ordens 

dos lepidópteros, dípteros e coleópteros (BRAR et al., 2006; ANGELO et al., 2010). 

Os cristais de B. thuringiensis são formados principalmente por proteínas 

denominadas Cristal (Cry), antigamente conhecidas como δ-endotoxinas. Ao final da 

esporulação, o cristal protéico corresponde a cerca de 20% a 30% do peso seco da 

célula, sendo liberado no momento da lise celular (ANGELO et al. 2010). 

As proteínas Cry são consideradas como os principais constituintes dos cristais 

que caracterizam B. thuringiensis, são codificadas por genes que geralmente se 

localizam em plasmídios e, com menor frequência, no cromossomo bacteriano. 

Atualmente estão descritas 436 proteínas Cry, sendo que a cada ano novas proteínas 

são descobertas. Somente no ano de 2008 foram descritas 42 novas proteínas, de 

acordo com a definição mais aceita, uma proteína é considerada Cry, quando forma 

uma inclusão paraesporal (cristal) em B. thuringiensis, exibe algum grau de toxicidade a 

insetos alvos, ou apresente sequência de aminoácidos similar a uma proteína Cry já 

descrita (ANGELO et al., 2010). 

As proteínas Cry são sintetizadas na forma de protoxinas, assim, sua ação 

depende de processos de ativação, que ocorrem no interior do aparelho digestor do 

inseto, conforme a Figura 5. Atualmente, há dois modelos, baseados em dados 
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experimentais, que explicam o modo de ação das toxinas Cry. As primeiras etapas 

desses dois modelos são idênticas: após a ingestão dos cristais, esses são solubilizados 

no intestino do inseto, local com pH alcalino, liberando as protoxinas que são clivadas 

por proteases do próprio inseto, resultando em toxinas ativas, com cerca de 60 a 70% 

do tamanho da protoxina. A toxina ativa é capaz de ligar-se a receptores específicos 

presentes nas microvilosidades das células intestinais do inseto (ANGELO et al., 2010). 

 

 

Figura 5. Modo de ação da Bacillus thuringiensis em Lepidoptera: (1) Ingestão da bactéria; (2)  

Solubilização dos cristais; (3) Ativação da proteína; (4) Ligação das proteínas com as toxinas; (5)  

Formação da membrana dos poros e morte celular 

Fonte: FIUZA et al., 2012. 

 

 

2.1.3. Bacillus thuringiensis subspécie isralensis (Bti) 

 

 

No início da década de 1970, a bactéria entomopatogênica B. thuringiensis era 

usada exclusivamente no controle de insetos-praga na agricultura. Posteriormente, a 

descoberta em Israel de um isolado patogênico a dípteros, denominado de B. 

thuringiensis var. israelensis (DE BARJAC, 1978; BECKER, 2000), iniciou o uso dessa 
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bactéria no controle de vetores de doenças de importância mundial, pertencentes aos 

gêneros Culex, Aedes, Anopheles e Simulium (ROSSI, 2007). 

B. thuringiensis pode multiplicar-se em ambientes favoráveis como, por exemplo, 

insetos-alvo e solos ricos em nutrientes (ARONSON e SHAI, 2001). As bactérias do 

gênero Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) tem sido utilizadas como princípio ativo de 

bioinseticida por sua patogenicidade e especificidade sobre larvas de Simulium pertinax 

(borrachudos) (SANTOS et al., 2010). 

Em decorrência de pesquisas sobre novas linhagens de bioinseticidas a base de 

Bt, descobriu-se o Bti, que consiste em um micro-organismo inoculo para Lepidopteros, 

mas altamente tóxico para Dípteros (SILVA, 2007). Segundo Melo et al. (2000), 

revelaram que essa bactéria esporulada apresentou atividade tóxica contra Anopheles 

sergentii Theobald, Uranotaenia unguiculata Edwards, Culex univitattus Theobald, 

Aedes aegypti Linnaeus e Culex pipiens Linnaeus.  

No Brasil, as primeiras experiências com agentes biológicos resumiram-se em 

avaliar sua eficiência no controle de simulídeos. Em 1986, devido aos resultados 

promissores, iniciou-se a substituição dos organofosforados por produtos a base de Bti. 

O estado do Rio Grande do Sul foi o pioneiro no uso deste bioinseticida. Desde então, 

tornou-se a única alternativa no controle de simulídeos. Uma questão limitante é que 

embora eficaz, o inseticida bacteriano industrializado possui um “tempo de prateleira” 

menor que um inseticida não bacteriano dificultando sua comercialização (SILVA, 2007). 

 

 

2.2. Agentes encapsulantes 

 

 

Um dos principais fatores que influenciam a estabilidade de compostos 

encapsulados é a natureza do material encapsulante (ROSENBERG et al., 1990). A 

escolha do material a ser utilizado deve levar em consideração uma série de fatores, 

como: propriedades físicas e químicas do núcleo (porosidade, solubilidade etc.) e da 

parede (viscosidade, propriedades mecânicas, transição vítrea, capacidade de formação 

de filme etc.), compatibilidade do núcleo com a parede, mecanismo de controle e fatores 

econômicos (BRAZEL, 1999). Conforme a Tabela 1 segue alguns materiais 

encapsulantes muito utilizados. 
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Tabela 1. Materiais Encapsulantes 

 

 

Material 

 

Exemplos 

 

Carboidratos 

 

Amido, dextrinas, açúcar, xarope de milho, celulose. 
 

Gomas 

 

Goma arábica, alginato de sódio, carragena. 

Lipídeos 
Cera, parafina, triestearina, ácido esteárico, monoglicerídeos 

e diglicerídeos, óleos e gorduras hidrogenadas. 

Poliésteres naturais 
Poli(hidroxialcanoatos), tais como poli(3-hidridroxibutirato) 

P(3HB), poli(3-hidroxivalerato) P(3HV) e seus copolímeros. 

Polímeros sintéticos 
Poli(D,L-ácido láctico) (PDLA), poliacrilatos, copolímeros de 

polietileno-co-propileno, poli(Ɛ-caprolactona) (PCL). 
 

Polímeros 

biodegradáveis 

Poli(ácido láctico) (PLLA), Poli(ácido láctico-co-glicólico) 

(PLGA). 

 

Proteínas 

 

Glúten, caseína, gelatina, albumina. 

 

Quitosana 

 

Fonte alternativa extraída da casca de crustáceos, 

Fonte: Adaptado SUAVE et al., 2006. 

 

As principais aplicações dos polímeros degradáveis estão centradas em duas 

grandes áreas: médica e ambiental. Dentre as aplicações médicas mais importantes 

têm-se: liberação controlada de fármacos (BUZZI, 2009), reconstrução de ligamentos e 

regeneração de órgãos. Na área agrícola, as pesquisas sobre as aplicações de 

polímeros biodegradáveis estão voltadas principalmente para embalagens, liberação 

controlada de pesticidas ou inseticidas (WEIMANN et al., 2010) e filmes protetores de 

mudas (FRANCHETTI et al., 2006). 

A liberação imediata de ativos pelas formulações comercializadas levou ao 

desenvolvimento de formulações de liberação controlada dos herbicidas, de forma a 

favorecer sua eficiência e diminuir seu potencial de contaminação. Uma importante 

tecnologia nesse contexto é a utilização de sistemas nanoestruturados a partir de 

polímeros biodegradáveis (SOUZA et al., 2012).  

 Dentre os poliésteres alifáticos, os homo e copolímeros de lactato e glicolato 

(PLA, PGA, PLGA, PLLA), poli-e-caprolactona (PCL) e os poli-hidroxialcanoatos (PHA) 
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podem ser usados no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para 

encapsulação e liberação controlada de compostos bioativos (DURÁN et al., 2006). 

 

 

2.2.1. Poli (ácido láctico) (PLLA) 

 

 

O poli (L ácido láctico) (PLA) é um polímero da família dos éster alifáticos e é 

biodegradável, pois possui cadeias carbônicas hidrolisáveis (FRANCHETTI et al., 2006). 

O PLA pode ser obtido na forma semicristalina utilizando como monômero de 

partida o ácido láctico, ou ácido 2-hidroxi propanóico (MOTTA, 2002). Devido à 

quiralidade do carbono α do ácido láctico, é possível a síntese química de compostos 

enantioméricos, levógero (L-) e destrógero (D-) rotatórios, mostrados na Figura 6 

(BARBANTI et al., 2005). 

 

 

Figura 6. Estrutura química do a) L-ácido láctico e b) D- ácido láctico. 

Fonte: GUPTA et al., 2007. 

 

O homopolímero PLLA é um polímero semicristalino com uma região de 

temperatura de transição vítrea (Tg) e temperatura de fusão (Tm) nas faixas dos 55 °C e 

175 °C, respectivamente. O PLLA amorfo tem uma massa especifica de 1, 248 g/cm
3
 

enquanto o cristalino tem densidade de 1, 290 g/cm
3
 O PLLA é solúvel na maioria dos 

solventes orgânicos como o tetrahidrofurano, solventes clorados, benzeno, acetonitrila e 

dioxano (GARLOTTA, 2001). 

Com o objetivo de melhorar as propriedades físico-químicas e biológicas do 

PLLA, um dos métodos mais utilizados é a produção de blendas com diferentes 

polímeros (degradáveis ou não) (RASAL et al., 2010). Pode-se definir uma blenda 
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polimérica como sendo uma mistura física ou mecânica de dois ou mais homopolímeros 

ou copolímeros com diferentes estruturas químicas (AJJI et al., 1996). 

 

 

2.2.2. Poli (ácido láctico-co-glicolico) (PLGA) 

 

 

Poli (ácido glicólico) (PGA), poli (ácido láctico) e seu copolímeros, poli (ácido 

láctico-co-glicólico) (PLGA) são da família poliéster alifático linear e é um biomaterial 

largamente utilizado para varias aplicações médicas (BULTE et al., 2001; GAO et al., 

2004). 

O poli (ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) é relativamente hidrofóbico, instável na 

presença de umidade e biodegradável a subprodutos atóxicos (ácido láctico, ácido 

glicólico, dióxido de carbono e água), produzidos a partir de recursos renováveis 

(MOTTA, 2006). Além da biodegrabilidade, os copolímeros de PLGA apresentam 

resistência e flexibilidade. A degradação destes polímeros ocorre por hidrolise 

randômica (não enzimática), o que resulta em decréscimo da massa molecular, 

seguindo da redução das propriedades mecânicas, da fragmentação e perda de massa 

até que o polímero seja totalmente degradado (NETZ, 2004). 

A temperatura de transição vítrea (Tg) dos diferentes PLA e PLGA se encontra 

acima de 36 °C, conforme a Tabela 2, e nessas condições apresentam na forma 

cristalina. Desse modo, a cadeia se apresenta como uma estrutura relativamente rígida, 

proporcionando uma força mecânica significativa e permitindo que sejam formulados 

como sistemas de liberação de princípios ativos. Essa característica é um fato 

determinando da velocidade de degradação dos polímeros já que está relacionada ao 

grau de cristalinidade e à organização das cadeias poliméricas. Portanto, o polímero que 

apresenta maior Tg, geralmente se degrada mais lentamente (JAIN et al., 1998). 

 

Tabela 2. Propriedades dos polímeros e copolímeros derivados do ácido láctico e ácido glicólico in 

vivo. 

Polímero ou 

copolímero 

Temperatura de 

transição vítrea (°C) 

Temperatura de 

fusão (°C) 

Tempo de degradação 

aproximado (meses) 

PLGA 50:50 45 – 50 Amorfo 2 
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PLGA 75:25 60 Amorfo 2 – 4 

PLGA 85:15 45 Amorfo 5 

D,L – PLLA 57 – 59 Amorfo 12 – 16 

L – PLLA 60 – 67 172 – 174 18 – 24 

PGA 36 230 2 – 4 

* O tempo de degradação pode variar de acordo com a área de superfície, porosidade e massa molecular 

do sistema. 

Fonte: LEWIS, 1990. 

 

A taxa de degradação do PLGA varia conforme a proporção dos ácidos láctico e 

glicólico na matriz polimérica e a massa molecular do polímero. A utilização do PLGA 

tem sido extensivamente investigada como biomaterial para liberação controlada de 

fármacos e para suporte na engenharia de tecidos, já que este polímero apresenta taxas 

de degradação controláveis e excelente biocompatibilidade (NAIR e LAURENCIN, 

2007). 

 

 

2.3. Métodos de encapsulação 

 

Segundo Bansode et al. (2010), a seleção do método de microencapsulação 

depende de alguns aspectos, tais como: 

 Propriedades físico-químicas, tanto do material a encapsular como do agente 

encapsulante; 

 aplicação ou finalidade da partícula; 

 tamanho, textura e forma da partícula; 

 mecanismo de libertação do material a ser encapsulado. 

Vários métodos podem ser utilizados para encapsulação, entre os quais se 

destacam os seguintes, conforme a Tabela 3: 

 

Tabela 3. Métodos de produção de partículas 

Processos 
Método de 

Encapsulação 

 

Natureza do 

material do núcleo 

Tamanho da 

partícula (μm) 

 

Processo químico 

 

Polimerização 

 

Líquido / Sólido 

 

1 – 500 

Processo Físico 
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Spray drying  Líquido / Sólido 600 
 

Leito fluidizado 

 

Sólido 

 

> 100 

Processo Físico-

Químico 

 

Separação de 

fases 
Líquido / Sólido 3 – 5000* 

 

Emulsificação 

seguida da 

evaporação do 

solvente 

Líquido / Sólido 5 – 5000* 

* 5000 μm não corresponde ao tamanho limite, esse método também pode ser aplicado para 

macroencapsulação. 

Fonte: Adaptado de BRASILEIRO, 2011. 

 

 

2.3.1. Emulsificação seguida da evaporação do solvente 

 

A coacervação é uma técnica de encapsulação que se baseia na formação de um 

complexo insolúvel compostos por dois biopolímeros diferentes, mediante a alteração 

das condições do meio (pH, força iônica, etc) ocorrendo à deposição do complexo ao 

redor do ativo, formando um filme, responsável pela retenção, proteção e liberação do 

ativo (ALVIM et al., 2010). É considerada uma tecnologia em potencial para a 

microencapsulação de flavorizantes, Figura 7 (SINHA et al., 2004). 

Segundo Buffo et al. (2001) a coacervação envolve três fases: 

 Fase líquida que atua como veículo; 

 fase do material a ser encapsulado; 

 fase do encapsulante. 
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Figura 7. Representação esquemática do método coacervação: A – Deposição das partículas sólidas 

ou líquidas; B – Introdução da fase de separação; C – Deposição das migrogotas na superfície; D – 

Formação da membrana de revestimento. 

Fonte: SINHA et al., 2004. 

 

Segundo Martina (2005), as emulsões são dispersões coloidais formadas por 

duas fases, uma fase designada de interna, dispersa ou descontínua, e por outra que 

rodeia as gotículas, designada de externa, dispersante ou contínua. Para além destes 

dois componentes existe um terceiro designado de agente emulsivo, o qual contribui 

para tornar a emulsão mais estável, pois se interpõe entre a fase dispersa e dispersante, 

retardando assim a sua separação, e que constitui a interfase. Desta forma, trata-se de 

sistemas termodinamicamente instáveis sendo necessário um considerável aporte de 

energia para obtê-las, geralmente energia mecânica. 

Inicialmente, prepara-se uma fase orgânica, constituída por um solvente orgânico 

apolar no qual é dissolvido o polímero e incluído o principio ativo por dissolução ou 

dispersão. Prepara-se também uma fase aquosa, que contém um tensoativo do tipo 

O/A, como, por exemplo, o Poli(acetato de vinila) (PVA) (ESSA et al., 2013). Submete-

se a emulsificação, por agitação de ambas as fases, seguindo-se a exposição da 

emulsão recém preparada a uma fonte de energia elevada, como, por exemplo, o 

ultrassom ou a homogeneização a alta pressão. Por fim, promove-se a remoção do 

solvente orgânico, ocorrendo à precipitação do polímero na fase externa aquosa e 

consequente formação das partículas (WAG et al., 2013). 
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As duas principais técnicas de evaporação do solvente, a partir de uma emulsão, 

envolvem a formação de uma emulsão simples, do tipo óleo/água (O/A) ou água/óleo 

(A/O), ou de uma dupla emulsão, do tipo água/óleo/água (A/O/A), seguida pela 

eliminação do solvente. A escolha entre os dois métodos depende das características 

físicas e químicas do composto ativo a ser incorporado (MARTINA, 2005), conforme 

ilustrados na Figura 8. 

 

Figura 8. Diferentes tipos de emulsão 

Fonte: Adaptado de SALAGER, 2014. 

 

As emulsões do tipo A/O consistem em gotas de água dispersas em uma matriz 

contínua de óleo, entretanto as emulsões do tipo O/A consistem de gotas de óleo 

dispersas em água. As emulsões múltiplas do tipo A/O/A, por exemplo, são pequenas 

gotas de água alojam-se dentro de gotas maiores. Este sistema por sua vez, está 

imerso em uma matriz de água (PAL, 1999). 

O solvente orgânico presente é depois removido por evaporação sob agitação 

contínua. As micropartículas formadas são posteriormente submetidas a operações 

complementares, como a separação, a lavagem e a secagem (ZANETTI et al., 2002).  

De acordo com Ito et al., (2007), a aplicação do método de emulsão água-óleo-

água para a produção de microesferas, em matriz de PLGA, para a incorporação de 

substâncias hidrossolúveis como açúcares e alguns peptídeos e proteínas é uma boa 

estratégia. 

No caso de agrotóxicos, o efeito do encapsulamento se reflete no prolongamento 

da atividade por conta da liberação controlada dos princípios ativos. Há ainda outros 

benefícios como: a redução da volatilização, da fitoxicidade e da degradação ambiental, 

além, da questão de segurança, pois os pesticidas encapsulados reduzem o perigo de 

intoxicação a que o usuário é exposto (BRAR et al., 2006). 
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O Quadro 1 apresenta um resumo com os principais resultados obtido por alguns 

autores que estudaram a obtenção de partículas pela técnica de encapsulação 

agrotóxicos. 

 

Quadro 1. Resultados obtidos por alguns autores que estudaram encapsulamento de agrotóxicos  

Método de 

obtenção 
Compostos Estrutura obtida Resultados Referência 

Coacervação 

Fase oleosa: 

Vaselina 

líquida, éter 

etílico e 

monoleato de 

sorbitan (3 % 

m/v). Fase 

aquosa: 

Alginato de 

sódio ( 4 % 

m/v) e 

Bacillus 

subtilis. 

Vertendo em 

Cloreto de 

Cálcio (10 % 

m/v) 

Microesferas 

A encapsulação do 

esporo microbiano 

foi satisfatória que a 

composição não 

afetou a propriedade 

biológica. 

BREGNI et 

al., 2000 

Emulsificação 

O/A/O 

Fase oleosa: 

alginato de 

sólido (2 - 5 % 

m/v), óleo 

vegetal (0,2 – 

2 % m/v) e 

Span 80. 

Fase aquosa: 

Aeromonas 

Micropartículas 

Partículas com 

diâmetros inferior a 

50 mm foram obtidos 

através de um 

método de emulsão, 

resultando em 

eficácia de 

incorporação da 

bactéria. 

RODRIGUES 

et al., 2005 
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hydrophila, 

solução 

salina. Fase 

oleosa: óleo 

vegetal com 

Span 80 

 

Spray dryer 

Fusarium 

oxysporum, 

manitol, 

dextrina e 

dióxido de 

silício 

Pó 

A técnica de 

microencapsulação 

por spray dryer 

aumentou a 

estabilidade da 

enzima, mas as 

micropartículas 

apresentaram formas 

irregulares 

SANTOS, 

2012 

Nanoprecipitação 

Fase 

orgânica: 

PCL, acetona, 

Span® 60, 

Miritol e 

atrazina. Fase 

aquosa: 

Tween® 80 e 

água 

deionizada 

Nanocápsulas 

Mostrou-se eficaz 

para o preparo de 

formulações de 

nanocápsulas de 

PCL contendo o 

herbicida atrazina 

SOUZA et al., 

2012 

 

Bregni et al. (2000) estudaram microesferas incorporando, Bacillus subtilis. As 

microesferas foram preparadas pelo método de separação de fases coacervação, 

preparou-se inicialmente a emulsão primária com vaselina líquida, éter etílico e 

monoleato de sorbitan verteu-se em solução de alginato de sódio. Após a preparação, 

houve o exame microscópico para a confirmação. As microesferas foram preparadas por 

coacervação, com base no estágio intermediário de emulsão primária. As 

micropartículas foram reticuladas ao alginato de sódio vertendo em solução de cloreto 

de cálcio. Lavou as microesferas com água destilada, filtrou e secou-se em 37 ºC. 
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Assim, os estudos mostraram que o encapsulamento dos esporos do Bacillus subtilis foi 

satisfatório com alginato de sódio. 

O método de emulsificação em O/A/O foi utilizado por Rodrigues et al. (2005) 

utilizou Aeromonas hydrophila como alternativa para a imunização do sistema digestivo 

de peixes. As micropartículas foram preparadas pelo método base de emulsificação, 

empregando na fase oleosa: óleo vegetal, Span 80, fase aquosa: alginato de sódio e 

Aeromonas hydrophila e fase oleosa: óleo vegetal e Span 80 e alginato de sódio. 

Formou-se micropartículas estáveis com tamanhos inferiores 50 µm e com eficiência de 

encapsulação de 100 %. 

Santos (2012) estudou microencapsulação do fungo Fusarium oxysporum por 

meio spray drying, visando à estabilidade da formulação e investiga benefícios dessa 

técnica. Usaram-se três variáveis (temperatura, pH e a composição) e em quatro 

composições de Fusarium oxysporum puro, Fusarium oxysporum com manitol, Fusarium 

oxysporum e dextrina e Fusarium oxysporum e dióxido de silício coloida. O estudo do pó 

demonstrou que a técnica resultou grande benefício no armazenamento, estabilidade e 

propriedades físicas do encapsulado. 

Souza et al., (2012) descrevem a preparação e caracterização de nanocápsulas 

de PCL contento herbicida atrazina, observando a influência de elementos utilizados na 

fase orgânica nos parâmetros tamanho, polidispersão, potencial zeta e eficiência de 

encapsulamento. Na fase orgânica usou-se PCL, acetona, Span 60, miritol e atrazina e 

fase aquosa, Tween 80 e água deionizada, houve a dissolução dos componentes com 

auxílio do evaporador rotativo, a fim de obter uma concentração de atrazina. Nota-se a 

importância da avaliação destes parâmetros em diferentes tempos de armazenagem 

das formulações melhorando a estabilidade das mesmas. Portanto, o método de 

nanoprecipitação mostrou-se eficaz para o preparo de formulações de nanocápsulas de 

PCL contendo o herbicida atrazina, demonstrando uma técnica com potencial para obter 

sistemas mais seguros para a aplicação do herbicida no meio ambiente. 

 

 

2.4. Caracterização de materiais 

 

 

As aplicações de diferentes técnicas de análise permitem caracterizar os 

materiais. Dentre as técnicas mais utilizadas para caracterizar materiais poliméricos 



23 

 

estão às análises térmicas DSC e ATG, pois uma permite obter tais como se dá por 

diferentes técnicas de análise. 

 

 

2.4.1. Análise térmica 

 

 

A análise térmica pode ser definida como um grupo de técnicas nas quais uma 

propriedade física de uma substância é medida em função da temperatura a uma 

programação controlada de temperatura e sob uma atmosfera específica, geralmente 

em atmosfera inerte (CANEVAROLO, 2004).   

Uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo da estabilidade térmica dos 

polímeros é a análise termogravimétrica (ATG). Esta análise é definida como um 

processo contínuo que envolve a medida da variação de massa de uma amostra em 

função da temperatura e/ou tempo enquanto a amostra é submetida a uma 

programação controlada de temperatura (LUCAS et al., 2001). 

Esta técnica possibilita conhecer as alterações que o aquecimento pode provocar 

na massa da substância, permitindo estabelecer a faixa da temperatura em que elas 

adquirem composição química, fixa, definida e constante; a temperatura em que começa 

a se decompor, acompanhar o andamento de reações de desidratação, oxidação, 

combustão, decomposição, etc. (CANEVAROLO, 2004). 

A ATG é uma técnica muito utilizada na caracterização do perfil de degradação 

de polímeros e de outros materiais. A exposição à temperatura elevada pode, algumas 

vezes, alterar a estrutura química e, por consequência, as propriedades físicas dos 

materiais, conforme a Figura 9 (MOTHÉ et al., 2009).  
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Figura 9. Curva de ATG (linha cheia) e primeira derivada (linha tracejada) para o poli (acetato de vinila), 

medida feita sob nitrogênio e com taxa de aquecimento de 20 °C min-1. 

Fonte: PAOLI, 2009. 

 

A redução da massa da amostra, devido à formação de produtos voláteis durante 

a degradação a elevadas temperaturas, é monitorada em função do tempo. Quando o 

aquecimento é realizado sob atmosfera inerte ocorre degradação não oxidativa e sob 

atmosfera de oxigênio ocorre degradação oxidativa (DAL CASTEL, 2008). 

 

 

2.4.2. Análise morfológica 

 

 

As várias técnicas de microscopia eletrônica são hoje as principais ferramentas 

disponíveis para o estudo da estrutura fina e da morfologia de materiais 

(CANEVAROLO, 2004). 

O microscópio eletrônico de varredura (MEV) é, sem duvida, o microscópio 

eletrônico mais versátil, devido às suas várias características. É geralmente utilizado 

para o estudo de estruturas superficiais ou subsuperficiais de amostras com dimensões 

relativamente grandes. As imagens têm alta profundidade de foco, o que significa obter 

diferentes relevos da superfície da amostra. O MEV também produz imagens de alta 

resolução, o que garante obter alta ampliação de detalhes próximos sem perda da 

nitidez. A preparação de amostra e a obtenção de imagens são relativamente simples. A 

combinação destas características justifica o fato desta técnica ser hoje muito utilizada 

na pesquisa dos materiais (CANEVAROLO, 2004). 
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2.4.3. Determinação de densidade do material 

 

A densidade de um material reflete sua estrutura química e a sua organização 

molecular. Assim, as regiões cristalinas são mais compactas, enquanto as regiões 

amorfas são mais volumosas (VICENTE, 2009). 

Em vários processos a análise da densidade dos materiais é importante, devido à 

partícula ser medido e subdividido de acordo com seu volume e, assim, as variações na 

densidade podem causar variações no peso e dose (HICKEY et al., 2003). 

  



26 

 

3. METODOLOGIA 

 

3.1. Materiais 

 

 

 Materiais encapsulantes: Poli (ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) 75:25 %, 

poli(acetato de vinila) (PVA) e Diclorometano  grau HPLC > 99,8 % fornecidos pelo 

laboratório da Sigma Aldrich e Poli (ácido láctico) (PLLA) foi fornecido pela Natural 

Works
®

. 

 Material encapsulado: Bioinseticida bacteriano, Bacillus thuringiensis subspécie 

isralensis (Bti), produzido pelo grupo Processos Biotecnológicos da UNIVILLE, em 

cultivo submerso em regime semicontínuo, com controle de pH (mantido em 7,0), 

temperatura (30 ºC), agitação (450 - 750 rpm) e aeração (0,5 vvm). Após cultivo, o caldo 

foi centrifugado conforme proposto por Silva (2007) e a massa microbiana úmida 

conduzida para encapsulamento.  

 

 

3.2. Métodos 

 

A Figura 10 apresenta todas as etapas dos métodos que compõem este trabalho 

de dissertação.  
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Figura 10. Etapas da metodologia 

Fonte: Primária, (2014). 

 

 

3.3. Obtenção das partículas 

 

 

3.3.1. Método A 

 

 

Para a produção das partículas foi adaptada a formulação sugerida por Ito et al,. 

(2007), a qual era composta por uma fase orgânica contendo PLGA e Sunsoft 818H 

dissolvido no diclorometano, uma fase aquosa de água com dextran. Em seguida, a fase 

polimérica foi vertida sobre a solução aquosa e assim, a emulsão foi preparada com um 

homogeneizador mecânico em 10.000 rpm por 90 s. A primeira emulsão foi adicionada 

em 190 mL de 1,0 % (m/v) de PVA, e foi homogeneizado novamente em mesmas 

 

Obtenção das partículas 

 

Método A 

 

Método B 

 

Método C 

2 tensoativos + agitação 

magnética 

2 tensoativos + agitação 

magnética + sonicação 

1 tensoativo + agitação 

magnética + sonicação em 

banho de gelo 

 

Determinação da 

presença do Bti 

 

Plaqueamento 
Bti, partículas e 

sobrenadante 

 

Análise térmica 
 

Degradação térmica 

 

ATG 
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condições, formando uma emulsão água-óleo-água. A emulsão foi vertida em 100 mL de 

água destilada, e ficou em agitação a 250 rpm por 6 h em temperatura ambiente. 

Nesse processo de obtenção de partículas, inicialmente preparou-se uma 

emulsão água em óleo (A/O). Para isso, em um tubo de ensaio acrescentou-se 0,5 g de 

polímeros, 0,0752 g do tensoativo Sunsoft H818 e 8,0 mL de diclorometano, como 

solvente, levando-se ao vortex até a completa homogeneização. Em outro tubo de 

ensaio acrescentou-se 1,0 mL de água deionizada, levou-se os tubos ao agitador de 

microtubos, tipo vortex modelo VM 3000, até a homogeneização total, vertendo-se, em 

seguida, essa mistura na mistura polimérica. Como fase externa, em um Becker, coberto 

com papel alumínio, preparou-se 180,0 mL de uma solução PVA 1,0 % (m/v) com o 

auxilio de um agitador magnético, 78HW-1 (Biomixer), velocidade de aproximadamente 

500 rpm, gotejou-se a emulsão (A/O) na solução de PVA, obtendo-se uma emulsão 

água-óleo-água (A/O/A). Finalizando foi acrescentado 100,0 mL de água deionizada na 

emulsão, deixou-se 24 h sob agitação magnética em temperatura ambiente, até a 

conclusão do processo de evaporação do solvente. 

Em seguida, a mistura foi filtrada a vácuo empregando membranas 0,8 µm e 0,45 

µm previamente secas e pesadas. As membranas com o lodo da filtração foram 

acondicionadas em estufa, Q317M do fabricante Quimis
®

, pré-aquecida a 30 ºC por 1 h, 

e então pesados novamente. 

Para a produção das partículas contendo o bioinseticida acrescentou-se 0,1 g na 

primeira fase aquosa, etapa A/O. 

Como forma de avaliar se o Bti não ficou na fase externa, realizou-se o 

plaqueamento do sobrenadante das amostras contendo Bti. 

Realizou-se planejamento experimental, em que foram definidas as alterações na 

composição de cada amostra, conforme a Tabela 4. 

 

http://www.dellta.com.br/index.php?route=product/manufacturer/product&manufacturer_id=13
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Tabela 4. Planejamento experimental das amostras do método A 

Amostra 
Porcentagem de 

PLLA (%) 

Porcentagem de 

PLGA (%) 
Bti 

PLLA_sBti_A 100 - - 

PLLA_cBti_A 100 - + 

90_10_sBti_A 90 10 - 

90_10_cBti_A 90 10 + 

80_20_sBti_A 80 20 - 

80_20_cBti_A 80 20 + 

70_30_sBti_A 70 30 - 

70_30_cBti_A 70 30 + 

60_40_sBti_A 60 40 - 

60_40_cBti_A 60 40 + 

50_50_sBti_A 50 50 - 

50_50_cBti_A 50 50 + 

(-) Ausente 

(+) Presente 

 

Após a obtenção das partículas, realizou-se a porcentagem de rendimento das 

partículas, conforme a Equação 1. 

 

  
       

  
     

 

Sendo: 

M1 = Massa retida na membrana 0,8 µm; 

M2 = Massa retida na membrana 0,45 µm; 

M3 = Balanço de massa (entrada) considerou-se 2,375 (0,5 g Polímero + 0,752 g 

Sunsoft + 1,8 g PVA). 

 

 

3.3.2. Método B 

 

 

Equação 1 
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O método B, também foi baseado no método descrito por Ito et al,. (2007), tendo 

como diferencial ao método A, além da agitação magnética, a aplicação do ultrassom.  

Para este processo, inicialmente preparou-se uma mistura polimérica; em um 

tubo de ensaio acrescentou-se 0,5 g de polímero e 0,0752 g de Sunsoft H818 e foi 

dissolvido com 8,0 mL de diclorometano, levou-se ao agitador de tubos, tipo vortex, até 

a completa homogeneização, e acrescentou-se 1,0 mL de água deionizada, na mistura 

polimérica, e homogeneizou-se novamente. Em um Becker, adicionou-se 90,0 mL de 

PVA (1,0 % (m/v)) em um agitador magnético, com velocidade aproximadamente de 500 

rpm, e gotejou-se a mistura na solução de PVA, obtendo uma emulsão água-óleo-água. 

Acrescentou-se 50,0 mL de água deionizada à mistura e agitou-se aproximadamente 

por 1 h. Após, sonicar em equipamento da Bandelin, modelo sonopuls HD 2200 ponteira 

MS 75, por 1 min a 55 – 60 W, a amostra ficou em repouso aproximadamente 8 h. 

Em seguida, centrifugou-se a emulsão durante 20 min a 2200 força G e 

transferiu-se as partículas do fundo do tubo Falcon para a placa de Petri, as partículas 

foram secas na estufa a 30 °C, logo após pesou-se e posteriormente armazenou-se as 

partículas no dessecador. O sobrenadante foi centrifugado novamente e repetiram-se as 

mesmas etapas descritas anteriormente por duas vezes. 

Nas amostras contendo bioinseticida, acrescentou 0,1 g Bti na primeira fase 

aquosa. 

Realizou-se um planejamento experimental, como exemplificando a Tabela 5. 

 

Tabela 5. Planejamento experimental das amostras do método B. 

Amostra 
Porcentagem de 

PLLA (%) 

Porcentagem de 

PLGA (%) 
Bti 

PLLA_sBti_B 100 - - 

PLLA_cBti_B 100 - + 

90_10_sBti_B 90 10 - 

90_10_cBti_B 90 10 + 

80_20_sBti_B 80 20 - 

80_20_cBti_B 80 20 + 

70_30_sBti_B 70 30 - 

70_30_cBti_B 70 30 + 

60_40_sBti_B 60 40 - 



31 

 

60_40_cBti_B 60 40 + 

50_50_sBti_B 50 50 - 

50_50_cBti_B 50 50 + 

(-) Ausente 

(+) Presente 

 

Após a obtenção das partículas, realizou-se a porcentagem de rendimento das 

partículas, de acordo com a Equação 2. 

 

  
          

  

     

 

Onde: 

M1 = Massa retida na primeira centrifugação; 

M2 = Massa retida na segunda centrifugação; 

M3 = Massa retida na terceira centrifugação;  

M4 = Balanço de massa (entrada) considerou-se 2,375 (0,5 g Polímero + 0,752 g 

Sunsoft + 1,8 g PVA). 

 

 

3.3.3. Método C 

 

 

As partículas foram preparadas pela técnica de evaporação do solvente usando a 

técnica de emulsão (O/A), descrita por Gomes (2009), foi preparado nanopartículas, 

utilizando um modelo de fármaco na incorporação, o ciprofloxacina. O procedimento é 

semelhante ao descrito por Ito et al., (2007) entretanto acrescenta banho de gelo 

durante a sonificação. 

Preparou-se a mistura polimérica com de 0,1 g de polímero, em 20 ml de 

diclorometano, em um frasco com tampa para evitar a evaporação do diclorometano 

(CH2Cl2). Colocou-se a solução à temperatura ambiente sob agitação lenta e constante. 

Após dissolução completa do polímero, deixou-se o frasco em repouso absoluto por, 24 

a 28 h para relaxação das cadeias polimérica. A solução aquosa de PVA foi preparada 

num Becker, com 1,7 g de PVA em 100 mL de água destilada. Adicionou-se a mistura 

Equação 2 
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polimérica na solução de PVA e utilizou-se o sonificador de haste durante 1 min a 55 – 

60 W, para obter uma emulsão. Para evitar a evaporação do CH2Cl2 durante a utilização 

do sonificador, usou-se um banho de gelo. 

Em seguida, a emulsão foi coberta com parafilme contendo perfurações, mantido 

à temperatura ambiente sob agitação lenta e constante durante pelo menos 24 h, para a 

lenta evaporação do solvente. Após, centrifugou-se esta emulsão durante 20 min a 2200 

G e transferiu-se as partículas do fundo do falcon para a placa de Petri, as partículas 

foram secas na estufa a 30 °C, posteriormente pesou-se e armazenou-se no 

dessecador. O sobrenadante foi centrifugado novamente e repetiram-se as mesmas 

etapas descritas anteriormente por duas vezes. 

Da mesma forma que nos métodos anteriores, nas amostras contendo 

bioinseticida, acrescentou 0,1 g de Bti na primeira fase aquosa. 

Como forma de avaliar se o Bti não ficou na fase externa, realizou o 

plaqueamento do centrifugado das amostras contendo Bti. 

Realizou-se um planejamento experimental, como exemplifica a Tabela 6. 

 

Tabela 6. Planejamento experimental das amostras do método C. 

Amostra 
Porcentagem de 

PLLA (%) 

Porcentagem de 

PLGA (%) 
Bti 

PLLA_sBti_C 100 - - 

PLLA_cBti_C 100 - + 

90_10_sBti_C 90 10 - 

90_10_cBti_C 90 10 + 

80_20_sBti_C 80 20 - 

80_20_cBti_C 80 20 + 

70_30_sBti_C 70 30 - 

70_30_cBti_C 70 30 + 

60_40_sBti_C 60 40 - 

60_40_cBti_C 60 40 + 

50_50_sBti_C 50 50 - 

50_50_cBti_C 50 50 + 

(-) Ausente 

(+) Presente 
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Após a obtenção das partículas, realizou-se a porcentagem de rendimento das 

partículas, conforme a Equação 3. 

 

  
          

  

     

 

Onde: 

M1 = Massa retida na primeira centrifugação; 

M2 = Massa retida na segunda centrifugação; 

M3 = Massa retida na terceira centrifugação;  

M4 = Balanço de massa (entrada) considerou-se 1,8 (0,1 g Polímero + 1,7 g 

PVA). 

 

 

3.4. Determinação da atividade do Bti 

 

 

3.4.1. Bti puro 

 

 

Para analisar o efeito dos métodos sobre a atividade do Bti, submeteu-se o 

bioinseticida a três diferentes condições, Tabela 7. 

 

Tabela 7. Resultado global dos métodos contendo bioinseticida. 

Método Interferência no plaqueamento 

Método A O Bti não sofreu nenhuma interferência da potência ultrassônica 

Método B Sonificação por 1 min a 55 – 60 W 

Método C Sonificação por 1 min a 55 – 60 W em banho de gelo 

 

 Para verificar a influência sobre a atividade procedeu-se o plaqueamento, no 

qual, 0,1 mL do Bti, foram mantidos em solução salina 0,9 % (m/v) por 24 h sob-

refrigeração recoberto com papel alumínio. A seguir foi retirada uma alíquota de 0,1 mL 

das soluções e inoculada em 25 mL do meio Luria-Bertani (LB) + Ágar, (ANEXO 01) em 

duplicata e mantidas a 30 ºC por 24 h.  

Equação 3 
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Após 24 h, removeram-se as placas de Petri inoculadas da estufa e identificaram-

se as unidades formadoras de colônia (UFC). Posteriormente, as placas de Petri 

inoculadas foram esterilizadas e devidamente descartadas. 

 

 

3.4.2. Partículas e sobrenadante 

 

 

Para esse fim foi usado o método de plaqueamento, no qual, 0,1 mL das 

soluções sobrenadantes de cada amostra e 0,1 g de amostras, contendo Bti, foram 

mantidos em solução salina 0,9 % (m/v) por 24 h sob-refrigeração recoberto com papel 

alumínio. A seguir tirou uma alíquota de 0,1 mL das soluções e inoculada em 25 mL do 

meio Luria-Bertani (LB) + Ágar, em duplicata e mantidas a 30 ºC por 24 h.  

Após 24 h, as placas de Petri inoculadas da estufa foram deslocadas e 

identificaram-se as unidades formadoras de colônia (UFC). Posteriormente, as placas de 

Petri inoculadas foram esterilizadas e devidamente descartadas. 

 

 

 

3.5. Análises térmicas 

 

 

A análise termogravimétrica (ATG) foi realizada a uma razão de aquecimento de 

10 ºC/min, da temperatura ambiente (± 25 ºC) até 450 ºC, em cadinho de platina e 

atmosfera de nitrogênio a uma vazão de 50 mL/min. O equipamento empregado foi um 

Q50 da TA Instruments®. A massa das partículas e dos polímeros PLLA e PLGA (75:25) 

foram analisadas variou entre 5 a 10 mg. Por meio dessa técnica, foi possível 

determinar a temperatura de início de degradação (Tonset), utilizou-se a segunda 

derivada para identificar a temperatura de máxima degradação (Tmáx) e variação de 

massa em função da temperatura (% perda de massa). 

 

 

3.6. Análises físicas 
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3.6.1. Caracterização morfológica das partículas 

 

 

Inicialmente, as amostras foram secas 30 °C por 1 h e foi analisada 

morfologicamente, por meio do microscópico eletrônico de varredura (MEV) JSM 

67017F do fabricante JEOL, no laboratório de Microscopia eletrônica, da UDESC 

campus Joinville – SC, e para esse método, as amostras foram fixadas em um suporte 

metálico, por meio de uma fita adesiva de carbono dupla face e recobertas com uma fina 

cama de ouro (marca Sputter Coater, modelo Bal-Tec SCD 050) sob vácuo durante 120 

segundos. A visualização foi realizada em aumentos de 50 a 1.000 x, com uma tensão 

de 10 kV. 

 

 

3.6.2. Densidade aparente das partículas 

 

 

 

A determinação da densidade aparente das amostras foi realizada com auxílio da 

tampa do cadinho de platina, modelo T 120907 da marca TA Instruments®. Inicialmente 

realizou-se a determinação do volume interno do recipiente, por meio das medidas do 

diâmetro e altura, com o auxílio de um paquímetro, conforme a Figura 11.  

 

 

Figura 11.Diâmetro e altura interna da tampa do cadinho do ATG. 

Tampa do cadinho do ATG - Fonte: http://www.tainstruments.com, web, 2014. 
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O teste de densidade foi conduzido sob temperatura ambiente de 25 °C (± 2 °C) 

iniciou a pesagem, em uma balança analítica marca Shimadzu modelo AX200. Foram 

realizadas triplicadas, posteriormente calculou-se a média aritmética e desvio padrão de 

cada amostra analisada. 

 

 

3.7. Análise de variância (ANOVA) sobre as médias aritméticas e os desvios-

padrões das densidades aparentes das amostras. 

 

 

A análise estatística foi obtida utilizando-se o software Origin (versão 8.0), por 

meio do Teste de Tukey, o nível de confiança de 95%. Diferenças foram consideradas 

estatisticamente significantes quando p < 0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1. Determinação da técnica de produção de partículas 

 

 

Para a seleção dos métodos de produção das partículas a serem adaptadas para 

o estudo usou-se seguintes critérios: 

 Procedimento que não envolve aquecimento acima de 30 °C; 

 os métodos de preparação das partículas fossem de emulsão em A/O; 

 que conduzissem à produção de partículas com densidade inferior à da água. 

Seguindo esses critérios, a obtenção das partículas apresentam as seguintes 

características: a melhor flotabilidade, pois o produto gerado será utilizado na superfície 

de corpos hídricos; utilizaram-se composições que não afetassem o meio ambiente e 

inerte ao encapsulado, polímero e copolímero biodegradável e que houvesse o controle 

de liberação da incorporação do bioinseticida, PLLA com PLGA 75:25; usou-se PLGA 

75:25 pois tem menor peso molecular do que o PLGA 50:50.  

A partir desses critérios e propriedades desejadas, definiram-se, com base, os 

seguintes métodos, aquele descritivo por Ito et al., (2007) denominados método A e 

método B e o sugerido por Gomes (2009) denominado método C. 

Como forma de organizar a discussão dos resultados, dividiu-se a análise dos 

resultados em duas sessões, a primeira com os três métodos e suas caracterizações e 

em seguida, os mesmos métodos com o modelo de incorporação e suas 

caracterizações, quanto às suas propriedades térmicas, morfologias e físicas e a 

capacidade de incorporação do Bti. 

 

 

4.2. Caracterização das partículas de acordo com os métodos de produção e 

composição da matriz polimérica 

 

A Figura 12 apresenta os percentuais de rendimento separados por método de 

obtenção e para cada composição da matriz. 
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Figura 12. Percentual de rendimento de cada amostra, (a) método A; (b) método B e (c) método C. 

 

Observou no método A, a amostra 80_20_sBti_A apresentou o maior de 

rendimento, com aproximadamente 57,5 %, comparadas com as outras amostras e a 

amostra 50_50_sBti_A, 27,5 %, proporcionou o menor rendimento. Em seguida, no 

método B prontamente a amostra 50_50sBti_B apresentou o maior rendimento, com 

0,00 

10,00 

20,00 

30,00 

40,00 

50,00 

60,00 

R
e

n
d

im
e

n
to

 (
%

) 

(a) 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 

 

 

 

 

 

 

 

(c) 



39 

 

21,5 %, e a amostra PLLA_sBti_B com o menor rendimento, 20,0 %. Entretanto no 

método C, a amostra PLLA_sBti_C expressou o maior rendimento, com 9,5 %, 

prontamente, 90_10_sBti_C representou o menor rendimento nesse método, com 5,5 %. 

Em relação à estabilidade térmica a Figura 13 expõe as curvas de ATG dos 

polímeros (PLLA) e do copolímero (PLGA). 

 

 

Figura 13. Curvas de ATG do polímero (PLLA) e co-polímero (PLGA). 

 

O perfil de degradação térmica do PLLA e PLGA mostrou a ocorrência de 1 

evento, o PLLA apresentou o Tonset 346,9 ºC e o copolímero PLGA 75-25 o Tonset foi igual 

a 268,44 C. Estes valores foram superiores ao encontrado nas literaturas, Tonset 329,8 

C do PLLA (CHEN et al., 2003) e do PLGA o evento térmico ocorreu a partir de 247 °C 

(SALIBA, 2007). Este comportamento pode ser explicado pela diferença nas 

características do material, como por exemplo, a sua massa molar. A estabilidade 

térmica de materiais poliméricos pode variar em função da sua massa molar e estrutura 

química (LUCAS et al., 2001). 

Com relação à temperatura de degradação máxima (Tmáx) para o PLLA 

encontrou-se 367,6 ºC. 
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 Segundo Ferreira et al., (2012), esse valor enquadra-se em seu estudo, a 

temperatura máxima de degradação foi próxima de 340 e 400 °C. Já, o PLGA mostrou-

se mais baixa do PLLA com o Tmáx igual a 301,12 C. Confrontado com Saliba (2007), 

a temperatura de degradação máxima apresentou-se superior, a 254 ºC. Esse valor se 

enquadra no estudo realizado por Ferreira et al., (2012), para o qual a temperatura 

máxima de degradação de PLLA de diferentes massas molares foi entre 340 a 400 ºC. 

Já, para PLGA mostrou-se mais baixa que a temperatura do PLLA com o Tmáx igual a 

301,12 °C. Confrontado com Saliba (2007), a temperatura de degradação máxima 

apresentou-se superior, a 254 ºC.  

Na Figura 14 são apresentados os resultados obtidos na análise de estabilidade 

térmica, das composições dos métodos em estudo, método A (a), método B (b), e 

método (c). No Apêndice 02 é apresentada uma tabela com os parâmetros 

determinados a partir dessas curvas. 
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Figura 14.Curvas termogravimétricas das partículas dos métodos, (a) método A; (b) método B e (c) 

método C. 
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Para as curvas termogravimétricas registradas para as 6 amostras obtidas pelo 

método A, observaram-se que as Tonset estão entre 324 e 340 °C (50_50_sBti_A e 

80_20_sBti_A). O método B, o Tonset apresentaram entre 280 (PLLA_sBti_B) e 324 °C 

(60_40_sBti_B). No método C, a amostra 80_20_sBti_C apresentou o Tonset com 279 °C, 

já a amostra 70_30_sBti_C com 324 °C.  

Entretanto, a Tmáx no método A, oscilou entre 360 a 366 °C das amostras 

50_50_sBti_A e 90_10_sBti_A. No método B, o Tmáx apresentou entre 297 a 361 °C, 

PLLA_sBti_B e 90_10_sBti_B respectivamente. Já, no método C o Tmáx apresentou 

entre 297 a 309 °C, nas amostras 80_20_sBti_C e 60_40_sBti_C. 

A perda de massa (%) relacionada no método A foram próximos a 100 %, sendo 

que a amostra 60_40_sBti_A mostrou a maior perda de massa com 99 %, e a amostra 

PLLA_sBti_A menor perda de massa com 96 %. A perda de massa no método B, 

demonstraram-se mais baixas, entre 86 a 96 %, 80_20_sBti_B e 70_30_sBti_B. Porém 

as amostras no método C, apresentaram baixa perda de massa entre 66 a 82 %, das 

amostras PLLA_sBti_C e 70_30_sBti_C. 

Todas as amostras apresentaram comportamento semelhante apenas 1 estágio 

de perda de massa, porém o método A apresentou Tonset e o Tmáx superior dos 

método B e C. E as amostras PLLA_sBti_A, PLLA_sBti_B e PLLA_sBti_C 

proporcionaram a Tonset inferior ao polímero PLLA puro, a adição dos tensoativos, podem 

ter alterado a estrutura polimérica das amostras. 

Ao analisar os valores Tonset e Tmáx para todas as amostras obtidas pelo método A 

ao compará-los aos valores obtidos pelo método B verifica-se uma redução dessas 

temperaturas indicando menor estabilidade térmica das amostras obtidas pelo segundo 

método. 

Da mesma forma ao analisar os valores Tonset e Tmáx obtidos para as amostras 

produzidas pelos métodos B e C, ou seja, nas quais a frequência ultrassônica foi 

aplicada, verifica-se que os valores foram semelhantes. 

A Figura 15 apresenta o conjunto de micrografias, organizadas por método de 

obtenção das partículas e as composições relativas dos polímeros nas matrizes.  
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Figura 15. Caracterização morfológica das partículas com ampliação de 500 x, (a) método A; (b) método B e (c) método C.
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As micrografias obtidas pelo método A permitem verificar que às superfícies das 

amostras apresentaram lisas e com formatos esféricos. Inicialmente, as amostras 

60_40_sBti_A e a 50_50_sBti_A ficaram mais aglomeradas entre elas e visivelmente 

conseguiram manter um padrão da partículas menores do que as outras, mas vale 

ressalta que em todas as amostras apresentam tamanhos variados. 

Para todas as amostras obtidas no método B foi observado que os aglomerados 

apresentam uma forma irregular e não esférica. Nas amostras, PLLA_sBti_B, 

90_10_sBti_B, 70_30_sBti_B e 50_50_sBti_B, apresentam textura intensamente rugosa. 

Nas amostras 80_20_sBti_B e 60_40_sBti_B verificou superficialmente o aparecimento 

de algumas esferas aderidas sobre um fragmento polimérico gerado pela coagulação.  

Relataram Ito et al,. (2012), a morfologia irregular, pode surgir durante a 

coagulação das microgotas na emulsão ou pode ser pela evaporação incompleta do 

solvente, diclorometano, nas partículas. Assim, quanto mais homogêneas as partículas, 

melhor é sua fluidez e a emulsão é mais estável. 

No método C as amostras 90_10_sBti_C, 70_30_sBti_C e 60_40_sBti_C 

formaram vestígios esferas, e nas amostras PLLA_sBti_C, 80_20_sBti_C e 

50_50_sBti_C apresentou uma textura intensamente rugosa e irregular. De acordo com 

Cardoso et al. (2013), observou-se que as partículas de PLLA com PVA, apresentaram 

as mesmas características, com formato irregular e superfície rugosa. 

Os resultados apresentados para as amostras contendo PLGA, Figura 15 (b,c) 

estão de acordo com Medeiros (2013), também observou que micropartículas contendo 

PLGA em sua matriz, apresentaram superfície e estrutura rugosa e porosa. 

A forma geral das partículas pode ser afetada por uma série de fatores, como o 

peso molecular e concentração dos polímeros utilizados pela técnica de preparação, e 

como esperado, partículas obtidas pelas técnicas de emulsificação apresentam-se mais 

esféricas que aquelas obtidas por outras técnicas de microencapsulação. Cabe destacar 

ainda que, o teor de tensoativos também interfere nesse processo. Quando comparado 

com agitação mecânica, a aplicação de alta energia (sonicação) favorece o aumento a 

área superficial, reduzindo o tamanho das gotas e aumentando sua quantidade exigindo 

portanto, maior concentração de tensoativos para estabilizar a interface. Logo, a 

condição disforme identificada nas amostras obtidas por meio dos métodos B e C 

sugere a necessidade de determinar a melhor proporção de tensoativos nesses casos. 

Sabe-se que com o adequado balanço na composição o processo de sonificação leva à 
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formação de gotículas esféricas e com diâmetro bem controlado (SCHAFFAZICK et al., 

2003).  

Dentre os critérios de seleção dos métodos estava à busca por gerar partículas 

com a densidade inferior da água, Figura 16 mostra os valores médios de densidade 

aparente e respectivos desvios-padrões determinados para as amostras geradas pelos 

diferentes métodos utilizados. 

 

Figura 16. Densidade aparente das partículas e seus respectivos desvios-padrões. 

 

Observou-se para o método A, as partículas encontraram-se com densidade 

aparente entre 0,3160 g/mL e 0,5511 g/mL, as amostras PLLA_sBti_A e 50:50_sBti_A 

respectivamente. No entanto, no método B, verificou-se que a densidade aparente esta 

entre 0,1352 g/mL e 0,3494 g/mL amostras 70_30_sBti_B e 50:50_sBti_B 

respectivamente. Entretanto, observou-se que as partículas apresentaram a densidade 

aparente entre 0,1328 g/mL e 0,2454 g/mL amostras PLLA_sBti_C e 90_10_sBti_C 

respectivamente, conforme a Figura 16. 
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Notou-se que a presença do sonificador no processo (método B e C), durante a 

obtenção das partículas, auxiliou a reduzir a densidade aparente. Conforme Basedow et 

al. (1977), o efeito mais evidente da exposição de uma solução polimérica à irradiação 

ultrassônica de alta energia é a diminuição de sua viscosidade e a redução de massa 

molar. Entretanto, não há evidências de que existe interação entre a onda de som e a 

cadeia polimérica (PRICE, 2002).  

A baixa densidade registrada para as partículas é importante em virtude de se 

vislumbra a aplicação em superfície de água corrente. 

De acordo com análise de variância (ANOVA), considerando o valor de 

densidade aparente do PLLA como referencia, verificou-se que a densidade obtida pelo 

método A 90_10_sBti_A e 50_50_sBti_A apresentaram diferença estatisticamente 

significativo, p= 0,00087 e p= 0,00076 respectivamente. E as demais amostras foram 

estatisticamente iguais. 

No método B, a mesma análise verificou-se que das variáveis testadas, as 

amostras 80_20_sBti_B, 70_30_sBti_B, 60_40_sBti_B e 50_50_sBti_B apresentaram 

diferença estatisticamente significativa e a amostra 90_10_sBti_B foi estatisticamente 

igual ao PLLA_sBti_B. 

O método C, as amostras 90_10_sBti_C, 70_30_sBti_C e 60_40_sBti_C, 

apresentaram diferença estatisticamente significativa e as demais formulações foram 

estatisticamente iguais. 

Compararam-se as densidades aparente das partículas de PLLA de cada 

método, verificou-se que são diferentes estatisticamente significativas. A particularidade 

de cada método teve influencia na densidade das formulações, a influência da utilização 

do sonificador na densidade aparente em cada amostra. 

 

4.3. Caracterização das partículas com modelo de bioinseticida para incorporação 

dos métodos de produção e composição da matriz polimérica 

 

 

A Figura 17 apresenta os percentuais de rendimento separados por método de 

obtenção e para cada composição da matriz para todas as amostras contendo Bti. 
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Figura 17. Percentual de rendimento de cada amostra, com Bti, (a) método A; (b) método B e (c) método C. 

 

Analisando esses resultados pelo método de produção das partículas, a amostra 

que apresentou maior rendimento dentre todas foi a 80_20_cBti_A, com 
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aproximadamente 54 %. Entretanto a amostra 70_30_cBti_A, obteve menor rendimento, 

com 25 %. As amostras geradas pelo método B apresentaram rendimentos semelhantes 

e em torno de 22% e dentre aquelas geradas pelo método C, o rendimento foi inferior a 

11%. 

Ao comparar os resultados de rendimento de partículas obtidas na presença de 

Bti com aqueles registrados na ausência do bioativo (Figura 12) verifica-se que a 

inclusão do bioinseticida na formulação não influenciou o rendimento das amostras 

geradas pelos métodos B e C. Pelo método A, somente as amostras PLLA e 70_30, 

apresentaram queda nos rendimentos. Esses dados indicam que a presença do Bti 

exerce pouca influência sobre o rendimento e portanto, os fatores apontados na 

discussão sobre as micrografias mantêm-se relevantes. 

Após a obtenção das partículas procedeu-se os ensaios de plaqueamento tanto 

para verificar o efeito dos metodos sobre a atividade do Bti quanto para identificar se o 

bioinseticida foi efetivamente encapsulado ou permaneceu na fase externa durante a 

produção. 

Primeiramente, submeteu-se o Bti puro aos processos de agitação mecânica, de 

sonicação e banho de gelo, conforme os períodos descritos em cada método e realizou-

se o plaqueamento. Os resultados estão apresentados na Figura 18. 

 

 

   

Figura 18. Plaqueamento do agente encapsulado; (a) Bti pelo método A; (b) Bti pelo método B; (c) Bti 

pelo método C. 

 

Observou que a influência do ultrassom não afetou a atividade do bioinseticida, 

houve o crescimento microbiano do Bti puro. 

O tratamento com ultrassom pode-se aplicar sobre muitos microrganismos 

(bactérias, esporos, leveduras, protozoários e vírus) variando a sua influência de acordo 

(a)        (b)      (c) 
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com os tipos de microrganismos. Então, as bactérias gram-positivas são menos 

sensíveis ao ultrassom que bactérias gram-negativas, porém, os esporos são altamente 

resistentes à ação do ultrassom, necessitando de horas para a inativação (ARANHA et 

al., 2014). 

Uma vez confirmado que os processos físicos-mecânicos não interferiram na 

atividade do Bti procedeu-se ao ensaio de plaqueamento com as amostras particuladas 

e os respectivos sobrenadantes. Os resultados dessas análises podem ser observados 

nas Figuras 19 e 20, respectivamente. 
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Figura 19. Relação do plaqueamento das partículas, (a) método A; (b) método B; (c) método C. 

* Método B as placas de Petri permaneceram na estufa 30 ºC por 48 h. 
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Figura 20. Relação do plaqueamento dos sobrenadantes, (a) método A; (b) método B; (c) método C. 
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Na análise das partículas produzidas pelo método A (Figura 19), a amostra 

PLLA_cBti_A, apresentou baixo numero de unidades formadoras de colônia em relação 

às outras amostras do seu grupo, enquanto que as amostra 90_20_cBti_A e 

80_20_cBti_A destacam-se no numero de colônias. Ao analisar os resultados dos 

sobrenadantes (Figura 20 (a)), foi possível notar que as amostras 80_20_cBti_A, 

70_30_cBti_A, 60_40_cBti_A e 50_50_cBti_A apresentaram traços do Bti e que a 

presença de PLGA em proporção maiores que 20 % favorecem esse processo. 

 No método B, constatou-se o crescimento microbiano nas partículas, certificou-

se que as colônias ficaram maiores do que nos outros métodos, pois, dentro de 24 h na 

estufa a 30 ºC as colônias permaneceram pequenas para a fotografia, assim, ficaram 48 

h na estufa com a mesma temperatura, para crescerem as colônias e melhor 

aparecerem no trabalho. Já nos sobrenadantes das amostras, não apresentaram 

crescimento microbiano, o Bti foi inteiramente encapsulado nas partículas e a potência 

ultrassônica não afetou o bioinseticida, segundo a Figura 20 (b). 

Analisando-se os resultados de plaqueamento no método C, verificou-se que 

houve crescimento de colônias do Bti. Nas amostras da 80_20_cBti_C, 70_30_cBti_C e 

60_40_cBti_C, houve um melhor controle de liberação do Bti relativamente à demais 

amostras desse grupo e com relação aos outros métodos. A Figura 20 (c) permite 

observar que os sobrenadantes, não apresentaram colônias de Bti. Este conjunto de 

resultados sugere que a incoporação do Bti foi bem sucedida nas partículas e que esse 

não sofreu ruptura celular, quando subnetido à potencia ultrassonica do sonificador. 

Com a influência da potência ultrassonica, houve preocupação de inativar o 

bioinseticida, mas segundo Pontes (2003), a etapa de sonificação ocorre a ruptura 

celular e assim liberando os cristais cry do Bt, logo não afetou a incorporação do agente 

ativo nas partículas. 

A Figura 21, apresenta as curvas de ATG das partículas com o Bti. 
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Figura 21. Curvas termogravimétricas das partículas dos métodos com Bti, (a) método A; (b) método B e 

(c) método C. 
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No método A, as curvas termogravimétricas registradas para as 6 amostras, 

observaram-se que as amostras iniciam o Tonset entre 320 a 339 °C (70_30_cBti_A e 

PLLA_cBti_A). Prontamente no método B, o Tonset mostraram entre 247 (PLLA_cBti_B) a 

317 °C (50_50_cBti_B). Logo, no método C, a amostra 80_20_cBti_C apresentou o 

Tonset com 280 °C, já a amostra 50_50_cBti_C com 361 °C.  

Entretanto, a Tmáx no método A, oscilou entre 355 a 367 °C das amostras 

70_30_cBti_A e 80_20_cBti_A. Já, no método B o Tmáx evidenciou entre 300 a 355 °C, 

nas amostras PLLA_cBti_B e 50_50_cBti_B. No método C, o Tmáx apontou entre 297 a 

332 °C, 80_20_cBti_C e 50_50_cBti_C respectivamente.  

A perda de massa (%) relacionada no método A foram próximos e igual a 100 %, 

com PLLA_cBti_A mostrou a menor perda de massa com 96 %, e a amostra 

70_30_cBti_A com 100 % de perda de massa, mostrou boa estabilidade térmica. A 

perda de massa no método B, demonstraram entre 90 a 99 %, 90_10_cBti_B e 

50_50_cBti_B, também apresentou boa estabilidade térmica. Porém as amostras no 

método C, evidenciaram baixa perda de massa comparada aos outros métodos, entre 

81 a 88 %, das amostras 80_20_cBti_C e 50_50_cBti_C. 

Observa-se ainda que, todas as amostras aparentaram comportamento 

semelhante apenas 1 estágio de degradação. Entretanto, as Tonset e o Tmáx de 

determinadas para os resultados do método A são superiores os método B e C. 

Comparando-se os resultados de ATG para as amostras sem (Figura 14) e com 

Bti é possível verificar que a presença do Bti não influenciou a estabilidade térmica das 

amostras obtidas por meio dos métodos A e C, mas aumentou a estabilidade das 

amostras obtidas via método B. 

A Figura 22, apresenta as micrografias em relação a morfologia e o tamanho das 

partículas contendo o Bti em sua composição polimérica e métodos de obtenção de 

partículas. 
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Figura 22. Caracterização morfológica das partículas contendo bioinseticida com ampliação de 500 X, (a) método A; (b) método B e (c) método C.
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Analisando o método A, verificou-se que às superfícies das partículas 

apresentaram lisas com formatos esféricos e houve controle de tamanho das partículas. 

No método B as partículas também apresentaram formatos esféricos e lisos, porém na 

amostra 60_40_cBti_B não houve formação de esferas e teve a superfície rugosa. O 

método C não proporcionou a formação de esferas e a textura apresentou rugosa, 

exceto a amostra 90_10_cBti_C formou esferas com superfície lisa. 

Conforme Ito et al,. (2012), está morfologia irregular, pode surgir durante a 

coagulação das microgotas na emulsão ou pode ser pela evaporação incompleta do 

solvente, diclorometano, nas partículas. Assim, relatos, que quanto mais homogêneas 

as partículas, melhor é sua fluidez e a emulsão é mais estável. 

Em relação à densidade aparente das partículas, os valores médios de 

densidade e os respectivos desvios-padrões para as amostras contendo o Bti, são 

apresentados na Figura 23. 

 

 
Figura 23. Densidade das partículas com Bti e seus respectivos desvios-padrões. 
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A densidade aparente das partículas do método A, manteve-se entre 0,2899 

g/mL e 0,4211 g/mL para as amostras 70_30_cBti_A e 60_40_cBti_A respectivamente. 

No método B, a densidade aparente das amostras apresentaram 0,1395 g/mL e 0,1953 

g/mL nas partículas 60_40_cBti_B e 70_30_cBti_B, simultaneamente.  Entretanto, no 

método C, a densidade aparente das partículas mantive-se entre 0,1220 g/mL 

(PLLA_cBti_C e 60_40_cBti_C) e 0,1810 g/mL (70_30_cBti_C). 

Observou-se que as partículas contendo o Bti presente na composição, 

beneficiou a diminuição da densidade das amostras. As partículas, nos três métodos, 

apontaram densidade inferior da água, assim, favorece a estabilidade de suspensão 

para aplicação em superfície de água corrente, beneficiando a flutuação da formulação. 

De acordo com análise de variância (ANOVA) com as amostras com Bti, 

considerando o valor de densidade aparente do PLLA como referencia, verificou-se em 

todas as variáveis testadas no método A as amostras 60_40_cBti_A e 50_50_cBti_A 

mostraram diferença estatisticamente significativa, p= 0,0042 e p= 0,0220 

respectivamente. E as demais amostras foram estatisticamente iguais. 

 No método B, as amostras 80_20_cBti_B (p=0,00983) e 60_40_cBti_B 

(p=0,03068) evidenciaram diferença estatisticamente significativa, p= 0,0098 e p= 

0,0306 respectivamente. E as outras amostras foram estatisticamente iguais. 

No método C, a amostra 50_50_cBti_C apontou diferença estatisticamente 

significativa, p= 0,0175. E as outras variáveis testadas não evidenciaram diferença 

estatisticamente. 

Entretanto comparam-se as densidades aparentes das partículas de PLLA de 

cada método com Bti, verificou-se que os três métodos são diferentes estatisticamente 

significativos. 

 A Tabela 08 apresenta uma análise global dos resultados estratificados por 

método de obtenção das partículas contendo o Bti. 

 

  



59 

 

Tabela 8. Resultado global dos métodos contendo Bti. 

Caracterização Método A Método B Método C 

Rendimento 
Aproximadamente 54 

% 

Aproximadamente 20 

% 

Aproximadamente 

10 % 

Encapsulamento 

O Bti foi encapsulado 

nas partículas, mas 

apresentou traços de 

Bti no sobrenadante. 

O Bti foi encapsulado 

nas partículas, não 

apresentou traços no 

sobrenadante. 

O Bti foi 

encapsulado nas 

partículas, não 

apresentou traços 

no sobrenadante. 

Estabilidade 

térmica (ATG) 

Tonset: 320 a 339 °C 

Tmáx: 355 a 367 °C 

Tonset: 247 a 317 °C 

Tmáx: 300 a 355 °C 

Tonset: 280 a 361 °C 

Tmáx: 297 a 332 °C 

Morfologia 

Amostras esféricas, 

lisas, tamanhos 

irregulares e 

porosos. 

Amostras esféricas e 

lisas, exceto a 

amostra 

60_40_cBti_B forma 

e tamanho irregular. 

Amostras com 

formas e tamanhos 

irregulares e textura 

intensamente 

rugosa, exceto 

90_10_cBti_C 

apresentou esferas 

lisas. 

Densidade 

aparente (g/mL) 

Entre 0,28 a 0,42 

g/mL 

Entre 0,13 a 0,19 

g/mL 

Entre 0,12 a 0,18 

g/mL 

 

 Observou-se para o método A que, embora tenha proporcionado o melhor 

rendimento dentre os métodos testados, estabilidade térmica, amostras esféricas e 

densidade aparente inferior a 1,0 g/mL houve incorporação parcial do bioinseticida nas 

partículas, pois apresentaram traços do Bti no sobrenadante. Enquanto que via método 

B, houve rendimento menor do que método A, boa estabilidade térmica, amostras 

esféricas, exceto uma amostra, densidade aparente baixa e o destaque para a 

incorporação do bioinseticida nas partículas. E para o método C, houve boa 

incorporação do Bti nas partículas, baixo rendimento (comparando com as demais), boa 

estabilidade térmica, e baixa densidade aparente porém a estrutura das amostras ficou 

comprometida: formas e tamanhos irregulares. 
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Nesse sentido, tomando a síntese apresentada na Tabela 08 e a percepção de 

que um processo de produção de partículas o rendimento seja satisfatório, que haja 

pouca perda do princípio ativo no sobrenadante, entende-se que o método que permitiu 

um melhor equilíbrio entre essas condições seria o método A. 

Diante destes resultados e considerando aqueles obtidos em trabalho anterior 

(WEIMANN et al., 2012) principalmente no que se refere à densidade, as amostras 

obtidas neste estudo conseguiram atender melhor um dos critérios necessário para a 

aplicação em superfície de corpos hídricos. No entanto, ensaios de toxicidade devem 

ser conduzidos com estas amostras, também para prosseguir com as comparações. 
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CONCLUSÃO 

 

 

A partir do conjunto de resultados, verifica-se que foi possível a obtenção de 

partículas. 

Sobre os rendimentos, destaca-se o método A por ter conduzido aos maiores 

percentuais, e a amostra de composição 80_20_A que atingiu 60%. Os resultados para 

os métodos usando ultrassom foram inferiores a 20 % independente da composição da 

amostra e do bioinseticida. 

As análises de atividade do Bti puro demonstraram que essa não é abalada 

quando o bioinseticida é submetido aos processos de agitação magnética e ao 

ultrassom avaliadas junto com as amostras mostram que apenas o método A (agitação 

magnética) não houve incorporação total nas partículas, que nos método B (usando 

agitação magnética e sonificação) e método C (usando agitação magnética e 

sonificação com banho de gelo), apresentaram incorporação nas partículas e que a 

sonificação não afeta a atividade microbiana do bioinseticida. 

As análises de ATG sugerem que a formação da blenda polimérica aumentou a 

estabilidade térmica, quando comparada com o PLLA e PLGA puro. Há efeito negativo 

da aplicação de frequência ultrassônica, ou seja, reduziu a estabilidade térmica 

enquanto que a adição do Bti, nas composições, aumentou a estabilidade térmica 

quando comparada com as composições sem o bioinseticida. 

As análises morfológicas das amostras sem Bti demonstraram que o método A, 

formou esferas lisas e os método B e método C não apresentaram esferas e sim textura 

intensamente rugosas. Na presença e Bti, as composições obtidas por meio dos 

Métodos A e B mostraram-se esferas lisas enquanto que as obtidas via método C 

apresentaram formas irregulares. 

Os resultados de densidade evidenciaram que os três métodos permitiram gerar 

partículas de baixa densidade que favorecem, portanto a flotabilidade, critério a ser 

atendido neste estudo. A aplicação do ultrassom reduz a densidade das partículas. 

Tendo em vista a proposta de aplicação destas partículas para o setor de 

agrotóxicos e os critérios definidos para sua seleção e aplicabilidade, e os resultados 

obtidos, sugere-se a continuidade dos estudos incluindo estudo de atividade sobre as 

larvas, os bioensaios. 
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APÊNDICE 01 – Identificação da amostra conforme a composição e método. 

 

 

Figura 01. Identificação da composição das amostras no método A. 

 

 

Figura 02. Identificação da composição das amostras no método B. 

 

 

Figura 03. Identificação da composição das amostras no método C. 
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APÊNDICE 02 – Dados da análise de ATG do polímero (PLLA) e co-polímero 

(PLGA). 

 

Tabela 01. Dados da análise de ATG do polímero (PLLA) e co-polímero (PLGA). 

Polímero Tonset (ºC) Tmáx (ºC) % perda de massa 

PLLA 346,92 367,68 92,00 

PLGA 75-25 268,44 301,12 99,93 
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APÊNDICE 03 – Dados da análise de ATG das partículas sem Bti 

 

Tabela 01. Dados da análise de ATG das partículas do método A. 

Amostras Tonset (ºC) Tmáx (ºC) % perda de massa 

PLLA_sBti_A 336,84 364,87 96,14 

90_10_sBti_A 340,50 366,89 97,35 

80_20_sBti_A 340,80 365,60 97,65 

70_30_sBti_A 330,72 363,55 96,42 

60_40_sBti_A 326,94 360,67 99,70 

50_50_sBti_A 324,48 361,75 97,92 

 

Tabela 02. Dados da análise de ATG das partículas método B. 

Amostras Tonset (ºC) Tmáx (ºC) % perda de massa 

PLLA_sBti_B 280,64 297,37 93,64 

90_10_sBti_B 300,97 361,39 92,39 

80_20_sBti_B 298,80 322,17 86,56 

70_30_sBti_B 297,24 319,15 96,76 

60_40_sBti_B 324,71 305,84 90,09 

50_50_sBti_B 302,85 341,62 89,86 

 

Tabela 03. Dados da análise de ATG das partículas método C. 

Amostras Tonset (ºC) Tmáx (ºC) % perda de massa 

PLLA_sBti_C 281,73 301,17 66,09 

90_10_sBti_C 284,56 303,56 71,13 

80_20_sBti_C 279,38 297,76 79,36 

70_30_sBti_C 324,58 305,36 82,47 

60_40_sBti_C 290,61 309,94 78,51 

50_50_sBti_C 281,76 298,89 75,12 
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APÊNDICE 04 – Dados da análise de ATG das partículas com Bti 

 

Tabela 01. Dados da análise de ATG das partículas com Bti 

Amostras Tonset (ºC) Tmáx (ºC) % perda de massa 

PLLA_cBti_A 339,17 364,83 96,75 

90_10_cBti_A 335,03 362,81 99,53 

80_20_cBti_A 338,33 367,05 97,89 

70_30_cBti_A 320,28 355,15 100 

60_40_cBti_A 334,45 364,58 99,40 

50_50_cBti_A 332,10 364,55 97,62 

 

Tabela 02. Dados da análise de ATG das partículas com Bti 

Amostras Tonset (ºC) Tmáx (ºC) % perda de massa 

PLLA_cBti_B 247,73 300,1 93,12 

90_10_cBti_B 292,59 313,2 90,01 

80_20_cBti_B 306,02 342,83 95,52 

70_30_cBti_B 302,4 336,89 93,12 

60_40_cBti_B 314,6 354,55 94,78 

50_50_cBti_B 317,13 355,17 99,66 

 

Tabela 07. Dados da análise de ATG das partículas com Bti. 

Amostras Tonset (ºC) Tmáx (ºC) % perda de massa 

PLLA_cBti_C 288,98 306,11 81,35 

90_10_cBti_C 284,12 302,07 75,75 

80_20_cBti_C 280,17 297,38 81,1 

70_30_cBti_C 312,85 299,70 81,66 

60_40_cBti_C 292,2 331,67 62,94 

50_50_cBti_C 332,63 361,21 88,84 
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ANEXO 01 – Preparação do meio LB + Agar 

 

Tabela 01. Ingredientes e concentrações destes para a preparação do meio LB + Agar  

Ingredientes Concentração (g/L) 

Agar-agar puríssimo 20 

Cloreto de sódio 10 

Extrato de levedura 05 

Peptona de carne 10 

 

 

 


