






332

and drying to constant weight.  

Statistics 

One-way ANOVA analysis was applied to the mean 
particle size and zeta potential of different formulations 
using free NP without stabilizer as a control group. For 
direct comparison between two groups of data t-student 
test was applied.  All tests were performed in GraphPad 

®Prism 5  and a statistical significance level of 0.05 was 
adopted. 

Results 

Size of NP: production method
In the standard m-SESD method a mixture of acetone: 
ethanol 6:4 was used. However, precipitation was 
observed and was dependent on the amount of ethanol 
used (table 1). The ultimate mixture without the 
occurrence of precipitation was observed with acetone: 
ethanol 8:2. On the other hand, no polymer precipitation 
was observed in SD method. At this point an average 
size of 200-250 nm was obtained for the SD and m-
SESD 7:3 and 8:2 methods, and approximately 300 nm 
for the m-SESD/PVA method. However, comparing the 
SD/POLX with the modified m-SESD method (change 
of PVA to POLX and 1% to 4%), the m-SESD method 
was able to produce smaller particles (183.3±14.20 vs. 
231.9±5.39 nm, t-student test, p<0.05) (table 2). Also, 
additional water volume was made after nanoparticles 
production by m-SESD/POLX method to determine 
whether or not the solvent diffusion is complete. No 
differences in size were observed with the extra addition 
of water (205.35±1.34 nm vs. 183.3±14.20 nm from m-
SESD/POLX). Alternatively, a mixture of acetone: 
ethanol: DCM (2:1:1) was used. However, in this case 
extensive aggregation and precipitation was observed 
after solvent removal. The resulting particles had a size 
much greater than the ones previously obtained (51.47 ± 
11.46 µm).

Estatística 

Foi aplicada a análise one-way ANOVA ao tamanho 
médio de partícula e potencial zeta das diferentes 
formulações usando como grupo controlo as NP vazias e 
sem estabilizante. Para comparação directa entre dois 
grupos de dados foi utilizado o teste de t-student. Todas as 

® análises foram realizadas no GraphPad Prism 5 com um 
nível de significancia estatística de 0,05. 

Resultados

Tamanho da NP: método de produção
No método padrão m-SESD foi utilizada uma mistura de 
acetona: etanol de 6:4. Contudo, observou-se 
precipitação e foi dependente da quantidade de etanol 
utilizada (ver tabela 1). A melhor mistura sem ocorrência 
de precipitação foi observada com acetona: etanol de 8:2. 
No método SD não foi observada precipitação do 
polímero. Nesta fase foi obtido um tamanho médio de 
200-250 nm para o método SD e m-SESD 7:3 e 8:2, e de 
aproximadamente 300 nm para o método m-SESD/PVA. 
Contudo, comparando o método SD/POLX com o 
modificado do m-SESD (alteração do PVA 4% para 
POLX 1%), o método modificado m-SESD produziu 
partículas mais pequenas  (183,3±14,20 vs. 231,9±5,39 
nm, teste t-student, p<0,05) (ver tabela 2). Adicionou-se 
ainda uma quantidade de volume extra de água após a 
produção de nanopartículas pelo método m-SESD/POLX 
para determinar se a difusão do solvente se dá ou não de 
forma completa. De acordo com o tamanho de partícula 
não se verificaram diferenças no tamanho com a adição 
extra de água (205,35±1.,34 nm vs. 183,3±14,20 nm do 
m-SESD/POLX)  Alternativamente, foi utilizada uma 
outra mistura de acetona: etanol: DCM (2:1:1). Porém, 
observou-se grande agregação e precipitação depois da 
remoção do solvente. As partículas obtidas apresentavam 
um tamanho muito superior ao obtido anteriormente 
(51.47 ± 11.46 µm). 

Me dium/meio 
Precipitate in the dissolution pr ocess 

Precipitado durante  o pr ocesso de 
dissoluç ão 

Lar ge aggr egation after solvent 
evaporation 

Extensa agregação depois da 
evaporação do solvente 

Ace tone/Acetona 0 0 

Ace tone:Ethanol 5:5 /Ace tona:etanol 5:5 +++ ++ 

Ace tone:Ethanol 6:4 /Ace tona:etanol 6:4 ++ + 

Ace tone:Ethanol 7:3 /Ace tona:etanol 7:3 + + 

Ace tone:Ethanol 8:2 /Ace tona:etanol 8:2 0 0/+ 

Ace tone:Ethanol:DCM (2:1:1)/ 
acetona:e tanol:DCM (2:1:1) 

0 ++ 

 

Table 1 - The effect of organic phase composition on PLGA/PVA precipitation and aggregation before and after solvent 
removal; each (+) represents a qualitative visual scale
Tabela 1 - Efeito da composição da fase orgânica na precipitação e agregação do PLGA/PVA antes e depois da 
evaporação de solvente; cada (+) representa uma escala visual qualitativa
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Size of NP: Type of stabilizer 
Marked differences were observed in the mean 
particle size for NP prepared with and without 
stabilizer agent, except for those produced by the 

[11]original m-SESD method , and those with AzA. On 
the other hand, no differences were observed between 
the use of SLS or POLX as stabilizers as well as the 
addition of PEG in the organic phase. 

Tamanho das NP: Tipo de agente estabilizante 
Foram observadas diferenças significativas no 
tamanho médio de partícula preparadas com e sem 
agente estabilizante, excepto para aquelas produzidas 

[11]pelo método m-SESD original  e as que utilizaram o 
AzA. Por outro lado, não foram observadas diferenças 
entre o uso de POLX ou SLS como estabilizadores 
assim como da adição de PEG na fase orgânica. 

Parameter/Parâ
metro 

Before freeze-
drying /Antes  
da liofilização 

(n m) 

P.I./I.P. 
Zeta 

potentical/Pote
ncial zeta (mV) 

After freeze-
drying/ Depois da 
liofilização (n m) 

P.I./I.P 
Zeta 

potencial /Poten
cial zeta (mV) 

NP free of  
stabilizer / NP 

sem e stabilizante 
3 46.97±103.23 0.158±0.046 -12 .04 ±4.29 1917,45±186,61*  0.711±0.041 -- 

SD/POLX 
method/ método 

de SD/POLX 
2 31 .90 ±5.39 0.037±0.029 -5.41±1.89 308.5±55.24 0.227±0.036 -4.54±0.72 

Original m-
SESD/PVA 

method/ método 

original de m-
SESD/PVA 

307 .40 ±29.53 0.105±0.072 -0.99±2.29 422.9 0.083 -- 

m-SESD POLX 
method/ método 
m-SESD POLX 

194 .75 ±17.62 0.070±0.027 -6.75±3.24 291.15±21.85 0.224±0.048 -2.88±1.44 

Extra addition of 
water / Adição 
extra de água 

2 05 .35 ±1.34 0.091±0.016 -9. 43±0.049 -- -- -- 

m-SESD 
IBU/SLS 

method/ método 
m-SESD 
IBU/SLS 

2 34 .97 ±7.93 0.088±0.040 -66 .01 ±1.31 436.85±3.46 0.287±0.019 -86.14±0.28 

m-SESD 
IBU/POLX 

method/ método 
m-SESD 

IBU/POLX 

2 35 .53 ±8.98 0.054±0.018 -6.20±1.31 409.5±54,80 0.251±0.036 -4.44±2.96 

m-SESD 
IBU/PEG/POLX 
method/ método 

m-SESD 
IBU/PEG/POLX 

245 .13 ±26.33 0.082±0.077 -19 .95 ±1.77 585.35±213.04 0.098±0.055 -2.19±5.37 

m-SESD 
AzA/POLX 

method/ método 
m-SESD 

AzA/POLX  

2 94 .9±10.49 0.133±0.017 -4.87±3.45 379.87±29.53 0.254±0.015 -3.94±2.37 

 

Table 2 - Size, polydispersivity index and zeta potential of different formulations; The m-SESD method used a ratio of 
acetone: ethanol 8:2; * - A trimodal population was found in one of the batches.
Tabela 2 - Tamanho, indíce de polidespersividade e potencial zeta das diferentes formulações; O método m-SESD usado 
foi com um rácio de acetona: etanol 8:2; * - Foi encontrada uma população trimodal num dos lotes
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