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UM SISTEMA SIMPLES PARA PREPARACAO DE MICROESFERAS DE QUITOSANA
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SIMPLE SYSTEM FOR PREPARATION OF CHITOSAN MICROSPHERES. This article describes the construction and optimization
of an inexpensive apparatus for the production of uniform and porous chitosan microspheres. It also describes the control of the

main operational parameters and strategies for the production of uniform chitosan microspheres.
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INTRODUCAO

A quitosana ¢ um derivado da quitina, biopolimero presente
nas carapacas dos crusticeos, nos exoesqueletos dos insetos e nas
paredes celulares de fungos'?. A quitina é constituida de unidades
2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por ligagdes -
(1—-4) e quando desacetilada, quer seja por tratamento com bases
fortes quer seja por métodos microbiolégicos, resulta na estrutura
B-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, conhecida como
quitosana'?.

As propriedades da quitosana, como viscosidade, grau de
desacetilacdo, massa molar dependem das fontes de matéria-pri-
ma e métodos de fabricagdo. O grau de desacetilacdo, uma das
mais importantes propriedades quimicas desse polimero, determi-
na a quantidade de grupos aminicos na cadeia polimérica, sendo
que, uma extensdo acima de 60% de desacetilagdo, define a enti-
dade quimica quitosana>.

A quitosana nas formas de pé ou de flocos tem sido muito utili-
zada em processos de adsor¢do de fons metdlicos*!® e corantes'"3.
Todavia, nestas formas a quitosana apresenta duas grandes desvan-
tagens: solubilidade em meio 4cido, que dificulta sua recuperagdo, e
baixa drea superficial, que limita o acesso aos sitios de adsorgdo
(grupos amino) ndo expostos, diminuindo a velocidade e a capaci-
dade de adsor¢@o.Estes problemas podem ser contornados, respec-
tivamente, promovendo-se a reticulacdo da cadeia polimérica da
quitosana e sua modificagdo fisica, da forma de pé ou floco para a
forma de esferas'".

A producgdo de esferas de quitosana juntamente com a sua
funcionalizagdo propiciam a obten¢do de um material com eleva-
da capacidade de adsor¢@o de fons metdlicos, como tem sido de-
monstrado em diversas pesquisas®®?’.

Na literatura, diferentes métodos descrevendo o processo de
preparacdo de microesferas de quitosana tém sido publicados, tais
como atomizagdo®®?, emulsdo**3' e inversdo de fase®. Neste tra-
balho, as microesferas de quitosana foram preparadas pelo método
de inversdo de fase baseado no trabalho de Rorrer®>. Entretanto, a
confeccdo reprodutivel de microesferas de quitosana porosas e
uniformes por esse método depende do controle dos parimetros:
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velocidade do fluxo de gotejamento da solugdo de quitosana, velo-
cidade do fluxo de ar, didmetro da agulha do gotejador, espago
anular (espaco entre ponta da agulha do tubo ao tubo de saida de
ar) e a altura do gotejador em relacdo a superficie da solugdo
coagulante, bem como da densidade da solugdo coagulante®. As-
sim, o objetivo deste estudo foi adaptar e aperfeicoar um processo
de baixo custo para a confecgdo reprodutivel de microesferas de
quitosana porosas e com tamanhos uniformes.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e materiais

A quitosana utilizada no estudo foi cedida pela empresa Polymar
S/A, com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: granulometria
80 mesh, grau de desacetilagdo 93% determinado por titulagdo
potenciométrica, pH 7,8 (dgua de lavagem da quitosana), densida-
de 0,40 g/mL, massa molar média da quitosana de aproximada-
mente 69.000 g/mol e viscosidade da solu¢@o de quitosana (4% m/
v), em 4cido acético (5% m/v), de 630 cps (Brookfield, Modelo
DV-II+, LV Spindle S a 29 °C, USA). Acido acético e hidréxido de
sodio de grau analitico (Vetec, Sdo Paulo).

Otimizacao da metodologia de preparacio das microesferas
de quitosana

Preparacdo da solucdo e de microesferas de quitosana

Quitosana (4 g) foi dissolvida em 1 L de solugdo de 4cido acético
(5% m/v) contendo acetato de sédio na proporcdo de 1:1 em rela-
¢d0 a quantidade de quitosana adicionada. A solucdo foi inicial-
mente filtrada em tela de aco inox 40 mesh.

A solugdo assim obtida foi gotejada sobre uma solugdo de
hidréxido de s6dio 8% (m/v) com o auxilio de uma bomba peristaltica
e um compressor de ar. As microesferas de quitosana permaneceram
na solugdo de hidréxido de sédio 8% (m/v) sob agitagdo mecanica
por 16 h e depois foram lavadas com dgua destilada até pH 7.5.

Determinagdo do didmetro médio das microesferas
O didmetro médio das microesferas de quitosana foi determi-
nado pela medida de 40 microesferas em micrometro 6ptico (Baush
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& Lomb, USA), acoplado a microscépio estereoscépio Taimin TE
1L (ampliacdo: 1x). Uma segunda alternativa, de baixo custo, para
medir o diametro médio das microesferas de quitosana, seria via
utilizacdo de um paquimetro e um microscépio estereoscopio, da
seguinte forma: coloca-se o microscépio estetoscépio com fundo
preto e algumas microesferas espalhadas (olhando pela ocular bem
focalizada) e utiliza-se um paquimetro de modo a medir individu-
almente cada microesfera de quitosana, num total significativo de
amostras (40 ou mais). E importante ndo apertd-la muito com o
paquimetro. Para avaliacdo morfoldégica das microesferas de
quitosana utilizou-se a técnica de microscopia eletronica de varre-
dura (MEYV, Philips modelo SEM - XL30).

Descricdo do sistema de preparagdo de microesfera de quitosana

O sistema pratico para produgdo de microesfera de quitosana
foi construido tal qual como descrito a seguir: o gotejador foi ini-
cialmente construido tomando como base um esquema apresenta-
do por Rorrer e colaboradores® e detalhes que nao foram relatados
pelos autores no trabalho inicial. Neste foi usado vidro borossilicato
e uma agulha hipodérmica comercial (ago inox). A Figura 1 mos-
tra em detalhes a constru¢do do gotejador, o qual consta de trés
partes: um tubo de vidro interno (180 mm de comprimento total)
com extremidade cOnica esmerilhada para o encaixe de uma agu-
lha hipordémica comercial; um tubo de vidro externo (150 mm)
com saida lateral para a entrada de ar comprimido e com uma re-
ducdo (4x15 mm) na extremidade, a agulha hipodérmica comerci-
al, que pode ser intercambiada com outras de didmetros variados
0,4; 0,6; 0,8 ou 0,9 mm).

O tubo de vidro interno (que contém a agulha) € fixado e centra-
lizado através de um adaptador rosquedvel de polietileno, idéntico
aos usados para fixacdo de termOmetros em juntas de vidro
esmerilhadas. A agulha hipodérmica comercial tem sua ponta des-
bastada e polida em lixa de dgua 150 e 220.

A posicdo final da agulha deve ficar centralizada e ultrapassan-
do a extremidade da reducdo em 3,0 mm (espago anular).

O banho coagulante fica em uma cuba de vidro borossilicato
sob agitacdo constante e suave, através de uma haste com hélice de
vidro acoplada a um motor por induciio magnética sem faiscamento,
como ilustrado na Figura 2.

A solugdo de quitosana pode ser levada lentamente ao gotejador
por gravidade através de um tubo de latex conectado a um funil de
separacdo elevado a 15 mm de altura do gotejador. O uso de uma
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Figura 1. Esquema do gotejador. (A) Adaptador de polietileno; (B) tubo de

vidro interno, (C) tubo de vidro externo, (D) agulha hipordérmica. 1- Entrada
da solugdo; 2-entrada de ar; 3- saida de ar
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bomba peristéltica, com controle sensivel de fluxo, acelera o pro-
cesso em mais de 30%. O fluxo de ar pode ser fornecido por um
mini-compressor de ar direto (fluxo descontinuo) controlado atra-
vés de rotdmetro (~7 L/min). O uso de gés N, ou Ar apresenta um
melhor desempenho por ter fluxo continuo.

Figura 2. Esquema do sistema de preparagdo das miscroesferas de quitosana.
1 — Funil com solu¢do de quitosana, 2 - bomba de ar comprimido; 3 -
gotejador, 4 - agitador (motor com hélice de vidro); 5 - cuba de vidro; 6 -
solugdo coagulante e 7 - rotdmetro

Sistema para neutralizagdo das microesferas

Ap6s a preparacdo das microesferas de quitosana € necessdria a
sua neutralizagdo para posterior reticulacdo e/ou modificacdo qui-
mica. A Figura 3 descreve um sistema simples utilizado para a “la-
vagem” das mesmas. Através de uma bomba peristdltica a 4gua des-
tilada contida em um frasco de Marriott de 18000 mL € bombeada
para uma coluna onde estdo as microesferas de quitosana aprisiona-
das. O fluxo de dgua ascendente promove uma movimentagio conti-
nua das particulas retirando a solucdo alcalina de dentro destas. A
agua destilada ¢ trocada onstantemente até atingir pH 7.5.
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Figura 3. Sistema para neutralizagdo das microesferas de quitosana por
lavagem com dgua destilada em fluxo ascendente
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacdo do processo de preparacio das microesferas de
quitosana

Solugdo de quitosana

A solucdo de quitosana adequada para sua conversdo a forma
de microesferas deve ser inicialmente diluida em baixas concen-
tracdes (1-5% m/v), normalmente em dcido férmico ou acético,
cuja concentra¢do de quitosana seja suficiente para a solucdo atin-
gir uma viscosidade entre 340-630 cps a 29 °C e possuir uma den-
sidade adequada. A viscosidade da solucio estd diretamente rela-
cionada a massa molar média da quitosana®**3.

Vidrias tentativas de otimizacdo da producdo de microesferas
de quitosana foram realizadas para se obter uma relagido 6tima de
viscosidade - densidade para a solucdo de quitosana usada neste
trabalho. Esta relacdo foi elaborada preparando-se solu¢des com
diferentes concentragdes e, em seguida, testando-as no sistema. Os
resultados observados indicaram que solucdo de baixa viscosidade
produz microesferas de quitosana na forma de conchas e com bai-
xa resisténcia mecanica; solu¢do muito viscosa produz microesferas
com cauda e com alta resisténcia mecanica; solu¢do com viscosi-
dade moderada produz microesferas sem cauda e com boa resis-
téncia mecanica.

Com relacdo a otimizacdo da densidade da solugdo de quitosana,
foram testados diversos tipos de sais (cloreto de sédio, cloreto de
potéssio, cloreto de célcio, cloreto de magnésio e acetato de sédio).
Estes foram adicionados a solucdo de acido acético, em diferentes
concentragdes. O sal que apresentou o melhor resultado na correcdo
da densidade da solugdo polimérica foi o acetato de sédio na propor-
¢do quitosana:acetato de sédio (1:1)*. Para diminuir os custos da
preparagdo das microesferas de quitosana, optou-se por gerar o acetato
de sddio in situ, a partir de reagentes mais baratos (hidréxido de
sédio e dcido acético), em vez de utilizar o reagente P.A.

Solugdo coagulante

A formacgdo de microesferas de quitosana se dd pela
neutralizagdo da solu¢do dcida de quitosana por uma base forte,
tipicamente NaOH (8 a 10% m/v). Esta soluc¢io coagula a quitosana
no formato das gotas. Este mecanismo promove a formacdo de
microesferas que ficam em suspensdo na solugdo coagulante com
ajuda de uma agitacdo mecanica lenta. A uniformidade e
esfericidade das particulas de quitosana sdo conseguidas ajustan-
do-se a altura de queda das gotas, a velocidade de agitacdo e a
densidade da solucdo de quitosana, que deverd ser ligeiramente
superior a da solugdo coagulante. Neste mecanismo, quando uma
gota atinge a supertficie da solu¢do coagulante com densidade mai-
or que a solucdo de quitosana, a gota choca-se com a solucéo alte-
rando seu formato esférico, mergulhando na solugdo com geome-
tria irregular. Entretanto, para o caso ideal, onde a relagdo entre as
densidades ¢ proxima de 1:1, quando a gota atinge a superficie do
liquido ela ndo deforma e mergulha totalmente completando a co-
agulacdo de modo uniforme. Uma estratégia eficiente para ajustar
a densidade da soluciio de quitosana (como ja mencionado) € a
adic@o de acetato de s6dio®.

Funcionamento e otimizagdo do sistema de produgdo de
microesferas

A solucdo de quitosana deve ser filtrada em tela de aco inox com
malhas de 40 mesh, em seguida adicionada ao funil de separagio, que
¢ elevado para que a solucdo escoe no tubo de latex, por gravidade até
o gotejador. As gotas que se formam crescem em tamanho até cairem
com o proprio peso. A injecdo de ar flui paralelamente a agulha e
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arrasta a gota, impedindo que esta cres¢a. Quanto menor o fluxo de ar
menor a forca de arraste, permitindo um maior crescimento da gota e,
consequentemente, uma microesfera de didmetro maior. O fluxo da
solucdo de quitosana pode ser regulado por uma pinga de Mohr, aper-
tando, ou seja, estrangulando o tubo de latex que alimenta o gotejador.
Quando a solugdo esta com viscosidade ideal este ajuste € desnecessa-
rio. Entretanto, com bomba peristdltica o fluxo pode ser regulado de
modo a acelerar o processo (4,0-10 mL/min). No entanto, um fluxo
muito elevado pode formar microesferas com cauda. A regulagem
anular (espago entre a ponta da agulha ao tubo de saida de ar) ajusta a
forma de contato do ar com a superficie da gota, ajustando-se sua
esfericidade; quanto menor o espago anular mais turbulento € o fluxo
de ar, resultando em particulas ovais. Para as dimensdes deste protdti-
po este valor estd em torno 3,0 mm, ponto onde o fluxo de ar € laminar.
A distancia da superficie da solu¢do coagulante a ponta da agulha
deve ser ajustada para reduzir o choque da gota contra a superficie®. A
perfeita geometria esférica da particula é conseguida pelo ajuste de
todo o conjunto, ou seja, fluxo de solugdo, fluxo de ar, diametro da
agulha, espago anular e altura do gotejador em relagdo a solucdo
coagulante.

O rendimento deste processo € avaliado pela capacidade de con-
versdo de solugdo a microesferas de quitosana uniformes. Como qua-
se toda a solucdo de quitosana (geralmente, ha perdas durante o pro-
cesso da solugdo viscosa na tubulagdo) € convertida em microesferas,
este rendimento estd em torno de 99,9%.

O aumento da velocidade do processo de producgdo de
microesferas de quitosana pode ser conseguido aumentando-se o
nimero de agulhas hipodérmicas no sistema.

Tamanho e morfologia das microesferas de quitosana.

As microesferas de quitosana umidas, secas e re-hidratadas
apresentaram didmetro médio de 1,60 + 0,2; 0,68 + 0,08 e 0,78 +
0,14 mm, respectivamente. Destas, aproximadamente 85% das pro-
duzidas secas encontram-se com tamanho de 0,68 = 0,08 mm, as
quais foram reservadas para a realizacio dos estudos de adsor¢do
subseqiientes. A Figura 4a apresenta uma microfotografia na qual
se observam os tamanhos e as formas de algumas microesferas de
quitosana secas. Nota-se que algumas delas ndo sdo perfeitamente
esféricas, apresentando formatos ovais. Em relagdo a porosidade,
sdo observadas cavidades em sua superficie bastante irregulares

AccV  Spot Magn WD ——— 500um

5.00kV 6.0 97x 10.0 gt

Figura 4. Microfotografia das microesferas de quitosana (a). Porosidade
externa média de uma microesfera de quitosana (b)
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em suas formas e tamanhos (Figura 4b), ndo sendo possivel esti-
mar um tamanho médio para os poros das microesferas de quitosana
sem incorrer em grandes erros estatisticos.

CONCLUSOES

O sistema desenvolvido para producio de microesferas de
quitosana € reprodutivel, em escala de laboratdrio, e funciona per-
feitamente. Microesferas imidas foram obtidas com didmetro mé-
dio de 1,60 + 0,26 mm, controlando-se os pardmetros velocidade do
fluxo de gotejamento da solucdo de quitosana, velocidade do fluxo
de ar, didmetro da agulha e altura do gotejador em relago a superfi-
cie da solucdo coagulante, bem como a sua densidade. No momento
este processo estd sendo utilizado para produgdo de microesferas de
quitosana em maior escala, as quais estdo sendo usadas para estudo
de adsor¢io de metais, de 6leos e liberacdo de farmacos.
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