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Resumo

Este trabalho consistiu na preparacdo e caracterizacdo de microesferas de quitosana (MQUI), quitosana/gelatina
(MQUI/GEL), quitosana e quitosana/gelatina carregadas com cromo (MQUI-Cr e MQUI/GEL-Cr) e com magnésio
(MQUI-Mg e MQUI-GEL-Mg). As microesferas foram preparadas pelo método de emulsdo reticulada utilizando o
glutaraldeido como agente de reticulagdo. O grau de desacetilagdo (GD) da quitosana determinado por titulagdo
potenciométrica foi 78,7%. O espectro da quitosana na regido do infravermelho mostrou bandas caracteristicas para
este tipo de material. As imagens obtidas por uma camera digital acoplada a um microscépio 6ptico mostraram que as
microesferas de MQUI e MQUI-Mg apresentaram formas esféricas de tamanhos regulares e provavelmente com
didmetros em escala micrométrica. A adicdo de 20% de gelatina & quitosana, promove & formacéo de algumas
microesferas para MQUI/GEL e MQUI/GEL-Mg, mas o material passa apresentar caracteristicas esponjosa e com
aspecto de fibras que parecem insollveis. J& o material de MQUI-Cr e MQUI/GEL-Cr ndo foi possivel identificar a
presenca de microesferas, se mostrando com aspectos de materiais amorfos, pressupondo que além da gelatina, o
cromo adicionado na forma de sulfato pode ter influenciado nas caracteristicas deste material. As imagens obtidas por
Microscopia Eletronica de Varredura confirmaram os resultados obtidos por Microscopia Optica, ou seja, a presenca
da gelatina fez com que aparecesse um material fibroso e algumas microesferas incrustradas no meio deste ou
apresentaram materiais com caracteristicas amorfas.

Palavras-chave: Quitosana; Gelatina; Microesferas; Emulséo reticulada.

Abstract

This work consisted in the preparation and characterization of chitosan (MQUI), chitosan/gelatin (MQUI/GEL),
chitosan and chitosan/gelatin microspheres loaded with chromium (MQUI-Cr and MQUI/GEL-Cr) and with
magnesium (MQUI-Mg and MQUI-GEL-Mg). The microspheres were prepared by the cross-linked emulsion method
using glutaraldehyde as a cross-linking agent. The degree of deacetylation (GD) of chitosan determined by
potentiometric titration was 78.7%. The chitosan spectrum in the infrared region showed characteristic bands for this
type of material. The images obtained by a digital camera coupled to an optical microscope showed that the MQUI
and MQUI-Mg microspheres presented spherical shapes of regular sizes and probably with diameters on a micrometer
scale. The addition of 20% of gelatin to chitosan promotes the formation of some microspheres for MQUI/GEL and
MQUI/GEL-Mg, but the material starts to present spongy characteristics with the appearance of fibers that seem
insoluble. On the other hand, the MQUI-Cr and MQUI/GEL-Cr material could not identify the presence of
microspheres, showing aspects of amorphous materials, if in addition to gelatin, the chromium added in the form of
sulfate may have influenced the characteristics of this material. The images obtained by Scanning Electron
Microscopy confirmed the results obtained by Optical Microscopy, that is, the presence of gelatin caused a fibrous
material to appear, and some microspheres embedded in the middle of it or presented materials with amorphous
characteristics.

Keywords: Chitosan; Gelatin; Microspheres; Cross-linked emulsion.
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Resumen

Este trabajo consistio en la preparacion y caracterizacion de microesferas de quitosano (MQUI), quitosano/gelatina
(MQUI/GEL), quitosano y quitosano/gelatina cargadas con cromo (MQUI-Cr y MQUI/GEL-Cr) y con magnesio
(MQUI-Mg y MQUI-GEL-Mg). Las microesferas se prepararon por el método de emulsion reticulada utilizando
glutaraldehido como agente de reticulacion. El grado de desacetilacion (GD) del quitosano determinado por titulacion
potenciométrica fue del 78,7%. EIl espectro del quitosano en la region infrarroja mostr6 bandas caracteristicas para
este tipo de material. Las imagenes obtenidas por una camara digital acoplada a un microscopio 6ptico mostraron que
las microesferas MQUI y MQUI-Mg presentaban formas esféricas de tamafios regulares y probablemente con
diametros en escala micrométrica. La adicion de un 20% de gelatina al quitosano favorece la formacién de unas
microesferas para MQUI/GEL y MQUI/GEL-Mg, pero el material pasa a presentar caracteristicas esponjosas con
apariencia de fibras que parecen insolubles. Por otro lado, el material MQUI-Cr y MQUI/GEL-Cr no pudo identificar
la presencia de microesferas, mostrando aspectos de materiales amorfos, asumiendo que ademas de la gelatina, el
cromo agregado en forma de sulfato pudo haber influido en las caracteristicas de este material Las imagenes obtenidas
por Microscopia Electronica de Barrido confirmaron los resultados obtenidos por Microscopia Optica, es decir, la
presencia de gelatina hizo que apareciera un material fibroso y unas microesferas incrustadas en medio del mismo o
presentaran materiales con caracteristicas amorfas.

Palabras clave: Quitosano; Gelatina; Microesferas; Emulsién reticulada.

1. Introducéo

A microencapsulacéo é uma técnica muito utilizada no &mbito das indUstrias farmacéuticas, alimenticias, cosméticas e
entre outras. E um processo no qual ocorre formacdo de microparticulas onde um componente bioativo é envolto por um
agente encapsulante, constituido de outro material, isto possibilita o isolamento e a manutencdo das caracteristicas
fundamentas do componente bioativo encapsulado, bem como a possibilidade de controlar a sua liberacdo (Bansode, et al.,
2010; Burhan, et al., 2019; Matté & Da Rosa, 2013; Viera, et al., 2022). Outras justificativas para o emprego dessa técnica nas
diversas areas da industria, sdo: capacidade de melhorar a aparéncia de uma substancia, reduzir a inteiragdo do agente bioativo
encapsulado com o meio onde seré aplicado, reduzir a velocidade de disseminagdo do agente ativo do interior da célula para o
meio, promover a liberagcdo controlada, mascarar odores e sabores desagradaveis, entre outras (Melo & Constant, 2021;
Rodrigues, et al., 2012; Pereira, et al., 2018).

As microparticulas poliméricas podem ser denominadas de microesferas ou microcapsulas, diferindo com relacéo a
estrutura final da particula, conforme representado na Figura 1. As microcdpsulas apresentam uma parede polimérica de
espessura variavel, contendo um nicleo totalmente isento de material polimérico, sendo que o farmaco pode estar presente na
parte interna ou no revestimento. As microesferas, por outro lado, sdo constituidas por uma matriz polimérica com
caracteristicas morfologicas semelhantes em toda a extensdo, na qual o farmaco encontra-se distribuido (Matté & Da Rosa,
2013; Moura, 2012). As microparticulas podem apresentar tamanhos varidveis entre 1 a 1000um e ser ou ndo de origem
biodegradavel (Singh, et al., 2010).
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Figura 1 - Representacdo esquematica de uma microcépsula (A) e de uma microesfera (B).
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Fonte: Tewes, et al. (2006).

Apesar de existirem diversos métodos de obtencdo de microparticulas, e cada um deles apresentarem maneiras e

técnicas especificas a fundamentacdo do processo de formacdo pode ser considerado comum a todos 0s métodos existentes
(Brasileiro, 2011; Venkatesan, et al., 2009; Ozkan, 2019). Diversos métodos tém sido utilizados na preparacdo de
microparticulas, tais como o método de coacervardo ou precipitagdo, gelificagdo ionotropica, spray drying, emulsdo simples e a
emulsdo reticulada; (Brasileiro, 2011; Ozkan, 2019; Nunes, et al., 2015; Melo & Constant, 2021).
Dentre os varios materiais utilizados na funcdo de formar microparticulas atualmente, destaca-se a quitosana (Azevedo, et al.,
2007; Laranjeira & Favere, 2009; Ali, et al., 2022; Liu, et al., 2022), diversos estudos tém sido realizados, destacando-se a
liberacdo controlada de diclofenaco de sédio em microesferas de quitosana com diferentes agentes reticulantes (Goncalves, et
al., 2011); sistemas microparticulados e de filmes a base de quitosana e corante natural cUrcuma (Parize, 2009).
Desenvolvimento de microparticulas de quitosana reticulada com glutaraldeido para liberagéo de ibuprofeno (Ofokansi, et al.,
2013), entre outros sistemas que vem sendo descritos amplamente na literatura (Barroso, et al ., 2020; Nascimento &
Lombello, 2016; Silva, et al., 2022), a versatilidade da quitosana se apresenta em diversas areas completamente distintas como
na agricultura, cosmética, farmacéutica, engenharia de tecidos, entre outras (Felipe, et al., 2017; Shariatinia, 2018; Ali, et al.,
2022; Liu, et al., 2022).

1.1 Quitosana

A quitosana é um biopolimero derivado da quitina (Figura 2) encontrado em invertebrados marinhos, insetos, fungos e
leveduras (Battisti & Campana Filho, 2008; Rinaldo, 2006). A estrutura quimica da quitina consiste em varias unidades
monomeéricas do tipo 2-acetoamido-2-deoxi-D-glicose combinadas entre si por ligagdes  — (1 — 4). A quitosana é obtida pela
N-desacetilacdo da quitina, quer seja por tratamento com bases fortes ou por métodos microbiolégicos, resultando na estrutura

B-(1 — 4) - 2-acetoamido-2-desoxi-glicopiranose (Rinaldo, 2006; Campana Filho & Signini, 2001).

Figura 2 - Estrutura quimica: (A) quitina e (B) quitosana.
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Fonte: El Knidri et al. (2018).
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As propriedades da quitosana, como pureza, viscosidade, grau de desacetilacdo, peso molecular e estrutura do
polimero, dependem das fontes de matéria-prima e métodos de fabricagio (Campana Filho, et al., 2007; Silva, et al., 2006).
Neste ambito, é valido ressaltar que o polimero obtido deve ser caracterizado adequadamente, pois estas propriedades podem
influenciar na biodegradabilidade do mesmo, principalmente na acessibilidade enzimatica, influenciando na hidrélise do
polissacarideo (Muxika, et al., 2017). A principal caracteristica que pode afetar a propriedade da quitosana na maioria das
aplicacGes, como por exemplo, em sistemas de liberacao de farmaco é o grau de desacetilacdo (El Knidri, et al., 2018; Silva et
al., 2006; Rinaldo, 2006; Muxika, et al., 2017; Moore & Roberts, 1980) uma vez que controla a fracdo de grupos amino livres
que podem estar disponiveis para interagir com 0s grupos reativos dos farmacos em solucdo. Outros fatores como
cristalinidade, afinidade pela 4gua e massa molar também podem influenciar no processo de liberacdo do farmaco (Laranjeira
& Favere, 2009). A quitosana possui diferentes grupos funcionais, como hidroxilas e aminas, que podem sofrer reacdo com
outros grupamentos quimicos, aumentando sua eficiéncia e capacidade de adsor¢do e liberacdo de farmacos (Azevedo, et al.,
2007).

A quitosana € uma fibra natural de origem animal, e como as outras fibras, ndo possui valor cal6rico, ndo é digerivel e
ndo fornece energia ao organismo. Assim como, auxilia na reducdo de toxinas, favorece a redugdo de consumo de alimentos,
pela satisfagdo parcial que as fibras fornecem a reducéo dos niveis de colesterol e dos niveis de risco de doencas cardiacas,
além de outros beneficios (Kurtz, et al., 2010; Reis, 2005)

O processo de absorcéo das gorduras pela quitosana se da quando a fibra é ingerida antes da ingestéo dos alimentos.
Quando chega ao estdmago, a fibra em contato com meio acido, se solubiliza, transformando-se em gel. Este gel apresenta
condicBes adequadas para atrair e capturar as gorduras presentes nos alimentos ingeridos, levando-as em direcdo ao intestino,
onde a quitosana é solidificada formando um envoltério em torno das gorduras, ndo permitindo assim sua absorcdo pelo
organismo (Azevedo, et al., 2007; Pereira, 2016).

Em média, a quitosana tem capacidade de ligar-se de 8 a 10 vezes seu peso em gorduras, 0 que representaria 8 gramas
de gordura para cada grama de quitosana. Considerando a ingestdo de 3 gramas diariamente de quitosana, é possivel eliminar
em torno de 24 gramas de gorduras, o que equivale aproximadamente a uma redugdo de 240 kcal na dieta diria. 1sso significa
gue mantendo a dieta e incluindo a ingestdo da quitosana, é possivel se obter uma perda gradual de peso. A perda de peso
ocorre devido ao processo que o organismo busca de utilizacdo da reserva energética corporal para compensar o déficit
causado pela absorcdo das gorduras pela fibra. Porém, s6 se observara resultado se ndo houver compensacéo caldrica através
da ingestdo de alimentos ricos em aglcar ou massas, sobre o que a fibra ndo tem qualquer acdo (Pereira, 2016)

A microencapsulagdo de compostos bioativos, como os nutracéuticos, ou os funcionais, é outra &rea que também

chama atencdo para a aplicacdo das microesferas. Estes alimentos podem ser probidticos e prébioticos, alimentos sulfurados,
nitrogenados, pigmentos e vitaminas, compostos fenélicos, &cidos graxos poliinsaturados e fibras. (Moraes & Colla, 2006)
A preparagdo de microesferas de quitosana reticuladas é uma estratégia para incrementar a capacidade de adsorcdo da
quitosana, uma vez que as microesferas possuem uma area superficial cerca de 100 vezes maior do que a quitosana em flocos
(Penha, et al., 2020; Barros, et al., 2006; Torres, et al., 2005). A reticulacdo das cadeias de quitosana com o reagente
bifuncional glutaraldeido torna o polimero insolivel em meio &cido e melhora a sua resisténcia a degradagdo quimica e
bioldgica (Gonsalves, et al., 2011).

A associacdo de polissacarideos com polimeros sintéticos é investigada na busca por materiais que apresentem suas
propriedades originais reforcadas ou mesmo fornecer novas funcionalidades, que influenciem suas caracteristicas fisicas,
quimicas, mecanicas e reoldgicas. Algumas propriedades de polissacarideos como abundéncia, biodegradabilidade,

biocompatibilidade e ndo toxicidade tem favorecido as escolhas desses polimeros na preparacéo de biomateriais (Berger, et al.,
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2004). Neste sentindo, espera-se que, a associa¢do da quitosana com gelatina possa ser benéfica e auxiliar na sua capacidade de

absorver gorduras e auxilio na redugdo de peso.

1.2 Gelatina

Gelatina é uma proteina obtida a partir da desnaturacdo do colageno (Figura 3) que tem gerado grande interesse na
preparacdo de materiais para uso biomédico devido as propriedades como, biocompatibilidade e bioadesividade. No entanto,
devido a solubilidade de matrizes de gelatina em meio aquoso, a interacdo com outros polimeros e reticulagcdo tem sido

proposta para melhorar suas propriedades fisico-quimicas (Berger, et al., 2004)

Figura 3 - Representacdo processo de hidrolise do colageno em gelatina.

Hidrolise
Térmica/ Quimica

—

Colageno Gelatina

Fonte: Flores (2018).

A desnaturacdo (perda total da estrutura tridimensional) do coldgeno (Figura 4) para obtencdo de gelatina
normalmente é feita a partir do coladgeno de pele ou osso de boi e porco. As proporcdes de peptideos e a massa molar da
gelatina dependem da natureza do processo quimico de desnaturacdo (Rao & Thomas, 1988; Almeida & Santana, 2010). Por
ser um polimero versétil tanto fisica como quimicamente, e apresentar propriedade significantes como solubilidade, poder
gelificante, capacidade de aeracdo e de interacdo com outras substancias como a quitosana, a utilizacao da gelatina aparenta ser
tentador (Gomez-Guillén, et al., 2011; Rocasalbasa, et al., 2013).

Em virtude de todos as caracteristicas. Pois assim como muitos outros polimeros, a quitosana apresenta desvantagens
como baixa resisténcia mecénica e flexibilidade. Sendo assim, uma interacdo entre os polimeros quitosana e gelatina visa a
melhoria das propriedades fisico — quimicas do produto. Diversos estudos mostram a versatilidade dos compostos de quitosana
e gelatina utilizados como biomateriais (Yang, et al., 2010; Rocasalbasa, et al., 2013). Hidrogeis de quitosana e gelatina
apresentaram maior flexibilidade, maior capacidade de absor¢do de &gua e melhor atividade antimicrobiana do que os
hidrogéis de gelatina, mostrando maior potencial na aplicacdo de materiais para cicatrizacdo de feridas (Yang, et al., 2010).

Os minerais escolhidos para este estudo foram o cromo e magnésio, a ideia é desenvolver um material que associe a
capacidade da quitosana na forma de microesferas em auxiliar na reducéo de peso corporal potencializada com a adicdo dos
minerais. Pois 0 cromo esta relacionado com o metabolismo de carboidratos e gorduras, e esse seria 0 mecanismo de agdo no
(Volpe, 2013; Naithani, et al., 2014).

O objetivo deste trabalho consistiu na preparacéo e caracterizacdo de microesferas de quitosana e quitosana/gelatina

carregadas com 0s minerais cromo e magnésio utilizando o método de emuls&o reticulada.
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2. Metodologia
2.1 Desacetilacdo da quitosana comercial

Este procedimento foi realizado a fim de obter uma quitosana com maior grau de desacetilacdo. A reacdo de
desacetilacéo foi realizada em meio alcalino com solugéo de hidréxido de sodio 50% (Campana Filho, et al., 2007; Damian, et
al., 2005). A quitosana comercial foi previamente dissolvida em éacido acético e adicionada vagarosamente em solucéo de

hidréxido de sodio, para obtencdo de uma suspensdo finamente dividida, segundo a reacdo mostrada na Figura 4.

Figura 4 — Reacéo de desacetilacdo da quitina
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Fonte: Muxika et al. (2017).

2.2 Grau de desacetilacéo da quitosana

O grau de desacetilacio da quitosana foi estimado a partir de titulacdo potenciométrica, foi realizado para analisar a
eficiéncia da desacetilacdo da quitosana (Biskup, et al., 2012.; Garcia, et al., 2020). O método pontenciométrico foi publicado
por Broussignac (1972) e Muzzarelli (1978). Para o procedimento, aproximadamente 0,59 de quitosana foi dissolvido em 30
ml de HCI 0,1 mol/L a temperatura ambiente, sob agitacdo magnética até a completa homogeneizacdo, posteriormente
acrescentou 150 ml de &gua destilada para otimizar o procedimento da titulacdo. A partir da titulagdo dessa solugdo com uma
solugdo de hidréxido de sodio 0,1 mol/L previamente padronizada, obteve-se a primeira derivada da primeira curva de pH em
fungdo do volume de base que forneceu dois pontos de inflexdo estes que permitiram determinar o volume de hidroxido de

sodio necessario para a desprotonacdo dos grupos aminos da quitosana.

2.3 Espectroscopia de infravermelho

Para a obtencdo do espectro de infravermelho da quitosana, foi preparada uma pastilha com 120mg de KBr e 40mg de
quitosana previamente seca em estufa a 80°C por 12 horas. A amostra foi analisada na regido entre 400-4000 cm™.
(Espectrofotdmetro FTIR, Série 4000-JASCO). O espectro de infravermelho foi comparado com o espectro de uma amostra

padrdo de quitosana.

2.4 Preparacdo das microesferas de quitosana
2.4.1 Preparacdo da solucdo de tolueno saturado com glutaraldeido (GA) - (GST)

A solucdo de GST foi preparada de acordo com o método de Longo, et al., 1982. Colocou-se 30 ml de solucdo de GA
25% em 30 ml de tolueno. A mistura foi entdo agitada por 1 hora usando um agitador magnético e mantida em repouso por um
periodo de 24 horas para estabilizagdo. A camada superior de tolueno saturado com GA foi entdo separada usando funil de

decantac&o.
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2.4.2 Preparagdo de microesferas de quitosana e quitosana/gelatina carregadas com os minerais cromo e magnésio

As microesferas de quitosana (MQUI), microesferas de quitosana carregadas com cromo (MQUI-Cr) e microesferas
de quitosana carregadas com magnésio (MQUI-Mg) foram obtidas a partir da adaptacdo do método descrito por Thanoo, et al.,
1992. As microesferas foram preparadas pelo método de emulsdo reticulada utilizando o glutaraldeido como agente de
reticulacdo (Jameela & Jayakrishnan, 1995; Ofokansi, et al., 2013).

Para produzir as MQUI, dissolveu-se 1g de quitosana em 50 mL de solucdo aquosa de &cido acético 5% (v/v)
contendo 1mL de tween (fase dispersa). Para obtencdo de MQUI-Cr e MQUI-Mg, adicionou-se na fase dispersa aquosa 3¢
sulfato de cromo e 5¢g cloreto de magnésio, correspondendo a 0,22g de cromo e 0,58g de magnésio respectivamente. Apds a
completa homogeneizacdo, esta solucdo de quitosana contendo os minerais foi adicionada na fase oleosa constituida por 40mL
de parafina, 25mL de éter de petroleo e 1,5g de surfactante (Span 80) para formar uma emulsdo de dgua em dleo (w/0). Apos
20 minutos de agitacdo em agitador magnético, iniciou a adicdo do agente de reticulacdo (GST). O procedimento consistiu ha
adicdo de 1mL (gota a gota) de GST, apds 10 min mais 1mL até completar 10mL no total. Quando finalizou a adi¢éo o sistema
permaneceu em agitacdo por mais 4h. Foram obtidos trés lotes de microesferas, MQUI, MQUI-Cr e MQUI-Mg. As
microesferas MQUI, foram preparadas para servir de comparacdo em relagdo as microesferas carregadas com minerais. O
esquema sintetizando todas as etapas do procedimento experimental pode ser visualizado na Figura 5.

As microesferas de quitosana/gelatina MQUI/GEL foram obtidas a partir do mesmo procedimento descrito acima,
utilizando uma proporcéo de gelatina em relacdo a quitosana de 20%. Foram obtidos trés lotes de microesferas, MQUI/GEL
(Branco), MQUI/GEL-Cr, MQUI/GEL-Mg. Foi feito também um lote de microesferas na proporcao de 10% de gelatina (0,1g)
e 90% de quitosana (0,99).

Assim, as microesferas endurecidas foram separadas por centrifugacdo e lavadas diversas vezes com éter de petréleo,
uma vez com acetona e uma vez com solucdo aquosa de bissulfito de s6dio 5% para remogdo do GA residual, e em seguida
foram lavadas inimeras vezes com quantidades grandes de agua gelada e finalmente lavadas com acetona (Jameela &

Jayakrishnan, 1995). As microesferas assim obtidas foram colocadas para secar em um dessecador em temperatura ambiente.

Figura 5 - Esquema do procedimento experimental para obten¢do das MQUI, MQUI-Cr e MQUI-Mg.

Adicio
3g sulfato de Cr gota a gota
5 ﬂ {\ =0,22gde Cr —1ml cada {\
(£ 2 o EG
e 5g cloreto de Mg = =
=0,58z de Mg

v
Fase dispersa

Homogeneizacio

Adicdio gota a gota . .
T ST - ik
- b _

/
\J

Fase oleosa

Centrifugacio
| (Emuls3o W/O) i

Lavagens

Secagem
Obtengdo do material

Fase dispersa homogeneizada
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Fonte: Autores.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.30915

Research, Society and Development, v. 11, n. 8, €36111830915, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.30915

2.5 CaracterizacGes das microesferas
2.5.1 Microscopia Optica
Os didmetros das microesferas foram medidos utilizando uma cémera digital com micrémetro Olympus SC30

acoplado ao fotomicroscopio Optico Olympus CX-41.

2.5.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)
A observacdo da superficie das microesferas de QUI/GEL, QUI/GEL-Cr e QUI/GEL-Mg ap6s secagem foi realizada

utilizando um microscopio eletrénico de Varredura - JSM-610LV. As amostras recobertas com carbono em um metalizador
Bal-Tec SCD-050.

3. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo da quitosana
3.1.1 Grau de desacetilacio da quitosana
A titulagdo foi realizada em presenca de um excesso de HCI. De acordo com a Figura 6 podem ser identificadas trés
regides no grafico de pH em funcdo do volume de base. A primeira regido (1) corresponde ao volume de hidroxido de sodio
necessario para a neutralizacdo do acido em excesso. A segunda regido (2) corresponde a neutralizacdo dos prétons dos grupos
aminos da quitosana. A terceira regido (3) corresponde ao volume de base em excesso. Com esses dados foi possivel obter o
grafico da primeira derivada pH/V no qual € possivel a identificacdo de dois picos que correspondem aos dois pontos de
inflexdo. Pela diferenca desses pontos obteve-se 0 volume de base necessario para neutralizar os grupos amino passiveis de
protonacg&o cujo valor foi utilizado para calcular o Grau de Desacetilagéo (GD). O resultado obtido foi 78,67% de desacetilacdo
da quitosana. Esse GD maior que 50% indicam que a desacetilacdo da quitosana comercial foi eficiente, ou seja, houve uma
substituicdo relevante dos grupos -COCHjs pelo —H. O grau de desacetilacdo foi determinado (Biskup, et al., 2012) a partir da
equacdo 1:
_ Nygony % (V2-V1) x 161
M

GD

= 100 Equacdo (1)

Onde:

NNaOH: Concentragdo de NaOH (mol/L)

V1: Volume em litros de NaOH para neutralizar o excesso de HCI

V2: Volume em litros de NaOH usados para neutralizar a amostra de quitosana protonada
M: Massa da amostra (g)

161: Massa molar do monémero (CgH1104N)


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.30915

Research, Society and Development, v. 11, n. 8, €36111830915, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i8.30915

Figura 6 — Curva de titulagdo potenciométrica da quitosana desacetilada.
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Fonte: Autores.

3.1.2 Espectroscopia de infravermelho

O espectro de infravermelho da quitosana mostrado na Figura 7 apresentou as seguintes bandas caracteristicas:
estiramento axial de -OH entre 3417 cm, (esta banda se encontra sobreposta a banda de estiramento N-H), deformagéo axial
do C=0 do grupo amida por volta de 1659,45 cm™, deformagcéo angular de N-H por volta de 1555,31 cm™, deformacéo angular
do —CN de amida por volta de 1537,95 cm™, deformagdes angulares de CH3 por volta de 1386,68 cm™ e bandas caracteristicas

de polissacarideos entre 900-1200 cm*. Essas bandas sdo muito semelhantes as encontradas na literatura (Yang et al., 2010).

Figura 7 - Espectro de Infravermelho da Quitosana.
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Fonte: Autores.

3.2 Preparacdo das microesferas de quitosana

A Figura 8 (A, B e C) apresentam as fotografias das microesferas MQUI/GEL, MQUI/GEL-Cr e MQUI/GEL-Mg
respectivamente. Observando essas fotografias, pode-se averiguar que os materiais possuem um aspecto esponjoso em uma
parte e, a outra parte apresenta um material na forma de granulos e de pé bastante fino. Este aspecto esponjoso que essas
microesferas apresentaram provavelmente é devido a presenca da gelatina, pois comparando com as microesferas de quitosana
sem a gelatina, MQUI (Figura 8D), de quitosana carregada com cromo, MQUI-Cr (Figura 8E), e com magnésio, MQUI-Mg
(Figura 8F), podemos notar que estas microesferas ndo mostraram este aspecto esponjoso, e sim um aspecto somente de pé e

granulos e, aparentemente apresentam tamanhos menores.
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Figura 8 - Fotografias das microesferas secas: A) MQUI/GEL B) MQUI/GEL-Cr C) MQUI/GEL-Mg.
D) MQUI E) MQUI-Cr F) MQUI-Mg

Fonte: Autores.

Estas microesferas foram obtidas pelo método da emulsao reticulada (Berger, et al., 2004; Rokhade, et al., 2007). Este
método utiliza o grupo amino funcional reativo da quitosana para a ligagdo cruzada com grupos aldeidos do glutaraldeido
(agente de reticulagdo). Neste método, uma emulsdo agua-em-6leo (W/O) foi obtida por adicdo da solugdo aquosa de
quitosana/gelatina em uma fase oleosa contendo parafina e éter de petréleo. A solucdo de quitosana ou quitosana/gelatina em
acido acético foi estabilizada utilizando o surfactante hidrofilico tween e na fase oleosa adicionou o surfactante span 80, que é
um tensoativo lipofilico, sendo desta forma solGvel em dleo, para estabilizacdo da mesma. A emulsdo estavel, assim formada,
foi reticulada por meio da adicdo de GST para endurecer e precipitar as particulas. A quantidade de GST adicionada foi
baseada em um estudo feito por Ofokansi, et al., 2013. Neste estudo 0s pesquisadores mostram que esta quantidade era

suficiente para obtencdo de microparticulas com tamanhos e esfericidade mais uniformes (Ofokansi, et al., 2013).

3.3 Caracterizacdo das microesferas
3.3.1 Microscopia Optica

A Figura 9 apresentam as microfotografias obtidas por microscopia Optica nas quais se observam os tamanhos e as
formas de algumas microesferas de quitosana sem gelatina MQUI (A e B). Nota-se, que o material seco é esférico,
apresentando alguns formatos ovais, porém mantendo as caracteristicas de microesferas, mas com tamanhos bastantes
irregulares. A Figura 9 (C, D, E e F) apresenta as imagens das microesferas de quitosana com 20% de gelatina. Pode-se
observar que o material apresenta algumas microesferas incrustadas em meio do material esponjoso. Este aspecto pode ser
atribuido a presenca da gelatina visto que as microesferas somente de quitosana ndo se mostraram com este aspecto de esponja.
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Figura 9 - Imagens obtidas por microscopia éptica: A) e B) MQUI, C), D), E) e F) MQUI/GEL

Fonte: Autores.

Na imagem dos materiais de quitosana com gelatina e cromo (MQUI/GEL-Cr), mostrado na Figura 10B, observa-se
um material com caracteristicas amorfas e ndo sendo possivel observar a presenca de microesferas. Este comportamento talvez
possa ser atribuido a presenca da gelatina somado com o efeito do sal proveniente da adicdo do cromo na forma de sulfato,
material este que provavelmente ndo saiu totalmente no processo de lavagem. Estas caracteristicas estdo de acordo com as
apresentadas pelo material de quitosana e cromo (MQUI-Cr) mostrado na Figura 10A, embora este apresenta aspecto de

microesferas, estas possuem tamanhos muito irregulares, aparentando que estdo envoltas por material amorfo.

Figura 10 - Imagens obtidas por microscopia optica: A) MQUI-Cr, B) MQUI/GEL-Cr.

Fonte: Autores.

A Figura 11B apesenta as microesferas de quitosana/gelatina com magnésio (MQUI/GEL-Mg). Este material mostrou
um comportamento similar ao apresentado pelas microesferas de quitosana e gelatina sem o mineral (MQUI/GEL) mostrado na
Figura 9 C, D, E e F, ou seja, o material apresenta algumas microesferas incrustadas no meio do material esponjoso. Este
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aspecto pode ser atribuido a presenca da gelatina visto que as microesferas somente de quitosana e magnésio (MQUI-Mg) nao

se mostraram com este aspecto de esponja (Figura 11A).

Figura 11 - Imagens obtidas por microscopia dptica: A) MQUI-Mg, B) MQUI/GEL-Mg.

Fonte: Autores.

3.3.2 Microscopia Eletroénica de Varredura

As micrografias de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das microesferas de quitosana (MQUI) estdo
mostradas na Figura 12 A. A imagem mostra que a quitosana apresentou morfologia de microesferas, porém ndo estavam
homogéneas e nem uniformes. Por comparacdo com imagens de microesferas de quitosana encontradas na literatura (Barroso
et al., 2020) nota-se que as imagens obtidas neste trabalho sdo semelhantes para este tipo de material, portanto, mesmo com
essas variagdes no tamanho e na morfologia, pode se comprovar o sucesso desse sistema para a obtencdo de microesferas de
quitosana. A Figura 12 B mostra a imagem de MEV para as microesferas de quitosana/gelatina (MQUI/GEL). Pode-se
observar que o material apresenta microesferas dispersas ou incrustradas no meio do material com a presenca de fibras. Este
material fibroso provavelmente é devido a presenca da gelatina visto que as microesferas somente de quitosana (MQUI) ndo se
mostraram com este aspecto de fibras. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos previamente a partir da microscopia

oOptica.

Figura 12 - Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura: A) MQUI, B) MQUI/GEL.

Fonte: Autores.

As imagens mostradas na Figura 13A e 13B deveriam mostrar um material na forma de microesferas constituido de

quitosana (MQUI-Cr) e quitosana/gelatina carregadas com cromo (QUI/GEL-Cr). Porém as imagens de MEV mostraram um
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material com caracteristicas amorfas e ndo sendo possivel observar a presenca de microesferas. Este comportamento ja
demostrado a partir da microscopia Optica pela Figura 10 talvez possa ser atribuido a presenca da gelatina somado com o efeito
do sal proveniente da adicdo do cromo na forma de sulfato, material este que provavelmente ndo saiu totalmente no processo

de lavagem.

Fonte: Autores.

A imagem de MEV apresentada na Figura 14A para o material MQUI-Mg mostram algumas microesferas dispersas
num material amorfo provavelmente seja o sal ainda presente. A Figura 14B mostra as MQUI/GEL-Mg, o material apresenta
algumas microesferas incrustadas no meio do material fibroso, material este que provavelmente pode ser atribuido a presenca
da gelatina. Este material mostrou um comportamento similar ao apresentado pelas MQUI/GEL. As imagens de MEV para as

MQUI/GEL-Mg corroboram com os resultados obtidos por microscopia Optica para esse material (Figura 11).

Figura 14 - Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura: A) MQUI-Mg, B) MQUI/GEL-Mg.

Amostra C

Fonte: Autores.

4. Concluséao

Foi possivel obter microesferas de quitosana (MQUI) e quitosana/gelatina (MQUI/GEL), quitosana e
quitosana/gelatina carregadas com cromo (MQUI-Cr e MQUI/GEL-Cr) e com magnésio (MQUI-Mg e MQUI-GEL-Mg).
As imagens obtidas de microscopia Optica e confirmadas pelas imagens de MEV mostraram microesferas de MQUI e

MQUI-Mg apresentaram formas esféricas de tamanhos regulares e provavelmente com diametros em escala micrométrica.
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As imagens também mostraram que a adicdo de 20% de gelatina a quitosana, promove a formacdo de algumas
microesferas para MQUI/GEL e MQUI/GEL-Mg, mas o material passa apresentar caracteristicas esponjosa e com aspecto de
fibras que parecem insollveis. Para o material de MQUI-Cr e MQUI/GEL-Cr ndo foi possivel identificar a presenca de
microesferas. Estes materiais se mostraram com aspectos de materiais amorfos, pressupondo que além da gelatina, o cromo
adicionado na forma de sulfato pode ter influenciado nas caracteristicas deste material.

Os materiais obtidos com a adicdo de gelatina a quitosana ndo se mostraram satisfatérios, ou seja, houve uma
obtencdo de microesferas, porém incrustadas no material esponjoso, diferentemente do material obtido somente com a
quitosana. Pode-se asseverar que o método da emulsdo reticulada é funcional, porém a presenca da gelatina interferiu
negativamente na producéo das microesferas.

Para trabalhos futuros, a ideia é otimizar a metodologia de produgdo de microesferas de quitosana pelo método da
emulsdo reticulada e posteriormente realizar estudos de toxicidade com elas. Caso essas microesferas ndo apresentem

toxicidade, utiliza-las para estudos de encapsulacdo de farmacos.
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