
   

Polímeros: Ciência e Tecnologia

ISSN: 0104-1428

abpol@abpol.org.br

Associação Brasileira de Polímeros

Brasil

Josué, Atche; Laranjeira, Mauro C. M.; Fávere, Valfredo T.; Yukiko Kimura, Irene; Pedrosa, Rozangela

C.

Liberação Controlada da Eosina Impregnada em Microesferas de Copolímero de Quitosana e

Poli(ácido acrílico)

Polímeros: Ciência e Tecnologia, vol. 10, núm. 3, 2000, pp. 116-121

Associação Brasileira de Polímeros

São Paulo, Brasil

Disponível em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=47013623007

   Como citar este artigo

   Número completo

   Mais artigos

   Home da revista no Redalyc

Sistema de Informação Científica

Rede de Revistas Científicas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal

Projeto acadêmico sem fins lucrativos desenvolvido no âmbito da iniciativa Acesso Aberto

http://www.redalyc.org/revista.oa?id=470
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=47013623007
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=47013623007
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=470&numero=13623
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=47013623007
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=470
http://www.redalyc.org


116Polímeros: Ciência e Tecnologia, vol. 10, nº 3, p. 116-121, 2000

A
R
T
I
G
O

T
É
C
N
I
C
O

C
I
E
N
T
Í
F
I
C
O

Liberação Controlada da Eosina Impregnada
em Microesferas de Copolímero de

Quitosana e Poli(ácido acrílico)
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QUITECH, Departamento de Química, UFSC

Rozangela C. Pedrosa
Departamento de Bioquímica, UFSC

Resumo: Microesferas de quitosana com grau de desacetilação  médio de 85,6%  foram enxertadas com
poli(ácido acrílico) para aplicação como sistemas de liberação controlada de fármacos. O corante eosina
impregnado nas microesferas de quitosana modificada foi utilizado como marcador para estudo in vitro de
liberação de fármacos. As microesferas de quitosana foram obtidas pelo método de inversão de fases com
NaOH, seguidas de reticulação com glutaraldeído, redução com cianoboroidreto de sódio e enxertia com
poli(ácido acrílico) na presença de uma solução de nitrato de cério (IV) amoniacal como iniciador redox. Os
estudos in vitro de liberação da eosina a partir de microesferas de quitosana, mostraram que o corante foi
liberado em função do tempo a pH 6,8 e 9,8 que simulam as condições fisiológicas do trato gastrointestinal,
enquanto que nenhuma eosina foi liberada a pH 1,2.

Palavras-chave: Microesferas de quitosana, liberação controlada, poli(ácido acrílico), eosina.

Controlled Release of Eosin Impregnated in Microspheres of Chitosan/Poly(acrylic acid) Copolymer

Abstract: Chitosan microspheres obtained by coacervation-phase separation, cross-linked with
glutaraldehyde and grafted with poly(acrylic acid) were used as the basis of  in vitro studies on the controlled
release of eosin. Microspheres impregnated with an aqueous solution of the dye depicted a time-dependent
release of eosin at pH values of 6.8 and 9.8, typical of the gastrointestinal tract. No eosin release could be
observed at 1.2 pH.
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Introdução

Nesses últimos anos, tem-se constatado um notá-
vel crescimento em torno da criação de novos sistemas
de liberação de fármacos. Durante esse período, a in-
dústria farmoquímica se destacou no uso e no aprovei-
tamento de matérias primas de baixo custo e fácil acesso
para o desenvolvimento de novos materiais poliméricos,
o que permitiu o uso de várias técnicas para encapsu-
lamento de muitos compostos em sistemas de
multipartículas, como microesferas e microcápsulas,

no intuito de proteger, estabilizar, mascarar os sabores
indesejáveis ou modificar as propriedades de libera-
ção[1]. Os sistemas de multipartículas têm suscitado
um grande interesse nas formulações orais por apre-
sentarem muitas vantagens, tais como dose única, va-
riabilidade do tempo de trânsito no trato gastrointestinal
e a possibilidade de mistura de fármacos de diferentes
propriedades de liberação [2,3].

A quitosana (Figura 1), polissacarídeo obtido pela
hidrólise alcalina da quitina[4], age como floculante em
tratamentos de efluentes líquidos e como resina quelante
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na remoção de metais pesados[5-7]. Este polissacarídeo
vem sendo usado como sistema polimérico na libera-
ção de fármacos, tais como prednilisolona[8],
albumina[9] e melatonina[10]. Sua biocompatibilidade
foi comprovada em implantes como biomaterial nos
tecidos vivos[11] e a sua baixa toxicidade foi verificada
em animais (DL50: dose letal em ratos 16g/kg). Estas
propriedades permitiram o emprego da quitosana em
formulações farmacêuticas e médicas[12,13]. Comprimi-
dos encapsulados por quitosana se comportam como
géis em soluções de baixo pH e são adequados para
liberação de fármacos solúveis em água[14]. Outros tra-
balhos descreveram que as formulações orais revestidas
de quitosana flutuam e intumescem gradualmente em
solução de pH 1,2[15] .

 Salienta-se, ainda, que a quitosana e seus deriva-
dos apresentam algumas vantagens importantes com
relação às atividades farmacológicas, atuando como
antiácido, antiúlcera, protegendo a mucosa gástrica e
inibindo a adesão das bactérias nas células epiteliais
bucais e vaginais [16] .

O objetivo deste trabalho foi desenvolver
microesferas a partir do copolímero de quitosana e
poli(ácido acrílico)[17,18], como uma matriz para sis-
temas de liberação controlada de fármacos. A eosina
(Figura 2), corante solúvel em água, com elevada
absortividade molar na região do visível, foi usada
como marcador para o estudo in vitro de liberação de
fármacos em diferentes soluções tampão, simulando
o trato gastrointestinal. Este corante apresenta uma

massa molar de 691,87g/mol, relativamente peque-
na, comparável aos dos fármacos como diclofenato
de sódio, ácido acetil salicílico e rifampicina.

Experimental

Materiais e métodos

Quitina, ácido acrílico (grau de pureza 98%),
eosina (grau de pureza 98%) foram obtidas da Sigma
Chemical Company e utilizadas sem purificações pré-
vias.

 As medidas de absorção e a emissão das amos-
tras contendo o corante eosina foram realizadas no
espectrofluorímetro Perkin Elmer (England) LS-5B.
As soluções aquosas foram preparadas com água
ultrapura, obtida por Milli-Plus de Millipore (USA).

As soluções tampão de pH 9,8 foram obtidas por
diluição do tampão tris- (hidroximetil)-aminometano 0,1
mol/L e seu pH foi ajustado com HCl 0,1 mol/L; as
soluções de pH 6,8 foram obtidas pela mistura de 15,45
mL de solução de Na2HPO4 0,2 mol/L e 4,55 mL de
solução de ácido acético 0,2 mol/L e as de pH 1,2 (solu-
ção tampão Clark-Lubs) pela mistura de 50,0 mL de
KCl 0,2 mol/L e de 64,5 mL de HCl 0,2 mol/L.

A fluorescência da eosina é observada em 520 nm,
após excitação em 490 nm. Uma boa linearidade da
curva padrão de fluorescência para a eosina foi encon-
trada na faixa de concentração 7,5X 10-9 - 7,5X10-8

mol/L. A equação (1) representa a regressão linear dos
pontos experimentais obtidos de absorbância (Abs) em
função da concentração (C):

Abs = 0,08897 + 0,21247C, Rc = 0,99839 (1)

Preparação da quitosana
A quitina (50,0 g) foi submetida à reação de

desacetilação pelo método de Broussignac, sob atmos-
fera de nitrogênio[19]. A quitosana obtida foi seca em
estufa a 50 °C, dissolvida em ácido acético 3% (m/v)
e filtrada em cadinho sinterizado com porosidade
média para eliminar resíduos insolúveis em ácido
acético. A quitosana foi precipitada em NaOH 1 mol/L,
filtrada, lavada com água e seca novamente a 50 °C.

O grau de desacetilação médio (% GD ) foi deter-
minado por titulação condutimétrica, empregando um
condutivímetro Micronal (modelo B330) e um
titulador automático Schott Geräte (modelo T80/20).
Uma amostra de 200 mg de quitosana foi transferida

Figura 1. Quitosana
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para um béquer de 600 mg, contendo 450 mL de so-
lução de NaCl 0,001 mol/L, 5,0 mL de HCl 1, 0 mol/L
e após a dissolução do polímero, a titulação foi
conduzida com adição de NaOH 0,100 mol/L a cada
20 segundos, sob atmosfera de nitrogênio[20].

Preparação das microesferas de quitosana e enxertia
com poli (ácido acrílico)

A quitosana (4,0 g) foi dissolvida em 100,0 mL
de ácido acético 5% (m/v). A solução polimérica de
quitosana foi gotejada com auxílio de uma bomba
peristáltica (Ismatec) sobre uma solução de NaOH 2
mol/L. As microesferas formadas foram deixadas du-
rante 30 minutos numa solução de NaOH 2 mol/L
sob agitação para completar a precipitação, poste-
riormente lavadas até meio neutro e colocadas em
contato com uma solução de glutaraldeído, cuja pro-
porção foi de 1,5 mL por grama de microesferas. A
mistura reacional foi mantida durante 24 horas sob
temperatura ambiente para completar a reação de
reticulação. Após lavagem com água destilada, as
microesferas foram suspensas em uma solução de
cianoboroidreto de sódio 1 mol/L durante 48 horas, à
temperatura ambiente, para redução dos grupos imino.

Numa segunda etapa, as microesferas reticuladas
(2,50 g) foram colocadas num balão de 250,0 mL de
3 bocas, contendo 50,0 mL de água milli-Q e 10,0
mL de ácido acrílico sob atmosfera de nitrogênio.
Após 1 hora e 30 minutos, foi adicionado 8 mL, de
solução de nitrato de cério (IV) amoniacal 0,1 mol/L
dissolvido em ácido nítrico 1 mol/L, e o sistema
reacional foi mantido sob atmosfera de nitrogênio
durante 3 horas[21]. A reação foi interrompida pela
adição de uma pequena quantidade do agente redutor
hidroquinona e, em seguida, o material foi lavado
com água para eliminar o excesso de ácido acrílico
que não reagiu e o homopolímero poli(ácido acrílico)
formado na reação de enxertia. Um outro experimen-
to foi realizado usando-se a mesma quantidade de
microesferas mas sem adição de ácido acrílico para
determinar, por diferença de massa, o grau de enxertia.

Na terceira etapa, as microesferas funcionalizadas
foram colocadas numa solução aquosa de concentração
1 mol/L de eosina em pH 6,8 durante 24 horas para
impregnação e posteriormente filtradas e secas a vácuo.

Caracterização das microesferas modificadas
As amostras de microesferas quitosana modifi-

cadas foram pulverizadas para análise através da

espectroscopia na região do infravermelho (FTIR).
Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando-se
aparelho Perkin Elmer Modelo FT-PC-16. As amos-
tras foram prensadas com KBr na forma de pasti-
lhas.

As microesferas secas foram caracterizadas por
microscopia eletrônica de varredura em relação ao
tamanho médio, porosidade e morfologia. As amos-
tras foram colocadas em estabes, recobertas de ouro
e micrografadas num microscópio eletrônico de var-
redura (Philips - modelo XL30). O diâmetro médio
de 1,52 ± 0,20 mm foi determinado a partir da média
de 20 microesferas, utilizando-se medidas dos diâ-
metros nos eixos vertical e horizontal de cada
microesfera.

Determinação da quantidade de eosina em microesferas
Dez amostras (40,0 mg cada) de microesferas de

quitosana contendo eosina foram colocadas em tubo
de ensaio com 5,0 mL de água Milli-Q em banho
termostatizado a 37 °C. Após uma hora de contato no
meio aquoso as microesferas foram trituradas com
auxilio de bastão de vidro. Posteriormente, os con-
teúdos dos tubos foram centrifugados e os sobre-
nadantes retirados para determinar a quantidade de
eosina liberada no meio aquoso. Este procedimento
foi repetido várias vezes com as amostras trituradas
até a extração total da eosina das microesferas. Isto
foi comprovado quando do sobrenadante testado não
apresentou absorção no comprimento de onda máxi-
mo de 520 nm.

Estudo de liberação “in vitro” da eosina
Amostras (40,0 mg) de microesferas de quitosana

contendo eosina foram suspensas em 10,0 mL de so-
luções tampão de pH 1,2; pH 6,8; pH 9,8 e mantidas
sob agitação em banho termostatizado de 37 °C, si-
mulando as condições do trato gastrointestinal[22].

A determinação da quantidade de eosina liberada
das microesferas foi realizada retirando um volume
do sistema de liberação em pH 1,2 de 30 em 30 mi-
nutos até duas horas para simular as condições de
tempo de trânsito estomacal. As amostras foram reti-
radas no pH 6,8 de 2 horas até 6 horas e no pH 9,8 de
6 horas até 12 horas para simular as condições de
trânsito intestinal e cecal, respectivamente.

As alíquotas tomadas permitiram determinar a
quantidade de matéria em mols de eosina, liberados
em função do tempo a diferentes pH estudados.
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Resultados e Discussão

O grau médio de desacetilação (% GD ) de
85,6% ou 5,32 mmol de grupos amino/g de
quitosana, foi calculado a partir de três titulações
condutimétricas de quitosana com solução padrão
de NaOH 0,0887 mol/L.

A reticulação das microesferas com glutaraldeído,
seguida da redução dos grupos imino, foi necessária
para inibir a solubilização do copolímero em solu-
ções ácidas com pH < 1,5.

O grau de enxertia (%GE) calculado a partir da
equação (2) é apresentado na Tabela 1:

100x
P

PP
%GE =

1

12 −
(2)

Onde P1 é a massa de microesferas não enxertadas e
P2 a massa de microesferas enxertadas.

A Tabela 1 apresenta os graus de enxertia com
diferentes massas de microesferas de quitosana. Os
valores encontrados referem-se a média de cinco de-
terminações para cada grau de enxertia determinado.
O valor médio encontrado foi de 54,6 ± 2,0%.

Os espectros na região do infravermelho da
quitosana e da quitosana enxertada com poli(ácido
acrílico) são ilustrados na Figura 3.

Observa-se nos dois espectros as presenças das
bandas na região de 3400 cm-1, que corresponde ao
estiramento OH de hidroxilas, 2900 cm-1 atribuída ao
estiramento C-H, 1600 a 1670 cm-1 correspondente
ao estiramento C=O da amida I, pois a quitosana não
está completamente desacetilada e 1590 cm-1 banda
atribuída à deformação NH2.

 Nota-se na Figura 3b a presença da banda em
1731 cm-1 correspondente ao estiramento C=O do gru-
po carboxílico, ausente no espectro da quitosana. Esta
banda confirma a enxertia do poli(ácido acrílico) so-
bre a quitosana. Também é observado neste espectro
uma banda de intensidade forte de 1390 cm-1, corres-
pondente ao estiramento C - N de amina secundária,

ausente no espectro da quitosana, confirmando a re-
dução do grupos imino da base de Schiff. Uma outra
banda em 1543 cm-1, ausente na quitosana, pode ser
atribuída ao estiramento da ligação C=N, o qual
corresponderia a alguns grupos imino não reduzidos.

Microscopia eletrônica de varredura
A impregnação da eosina em microesferas de

quitosana enxertada com poli(ácido acrílico) foi con-
firmada visualmente pela coloração avermelhada ca-
racterística do corante eosina, na superfície e no
interior (seção transversal) das mesmas.

As micrografias de microscopia eletrônica de var-
redura da seção transversal da microesfera de quitosana
modificada contendo ou não eosina são ilustradas na
Figura 4.

Nesta figura são observadas morfologias diferen-
tes para seções tranversais das microesferas impreg-
nadas com eosina (Figura 4b) e microesferas sem
eosina (Figura 4a). A morfologia das microesferas
sem eosina na seção transversal, apresenta-se na for-
ma de escamas e compactada, enquanto que nas
microesferas impregnadas com eosina a morfologia é
alterada para uma forma de grânulos poligonais. Esta

Tabela 1. Grau de enxertia em função das massas de microesferas
quitosana

)gm(anasotiuQ )%(aitrexneeduarG

3,99 2,1±9,45

7,803 1,1±3,45

313 1,1±5,45

Figura 3. Espectro no infravermelho da quitosana (3a) e da quitosana
modificada (3b)
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diferença na morfologia pode ser atribuída à grande
solubilidade da eosina na matriz polimérica.

Liberação “in vitro” da eosina
O perfil da curva de liberação de eosina em fun-

ção do tempo de contato das microesferas de quitosana
a diferentes pH 1,2; 6,8 e 9,8 (Figura 5) mostrou ser
exponencial, embora não tenha sido realizada uma
análise cinética para cada pH.

A Figura mostra que a pH 1,2, o qual simula o trân-
sito estomacal, não ocorreu a liberação da eosina duran-
te o intervalo de tempo de 0 até 2 horas. Enquanto que a
pH 6,8 (simulando o trânsito intestinal) o estudo se es-
tendeu de 2 até 6 horas e nesse intervalo foi observado
que 44,1% da eosina foi liberada. Finalmente a pH 9,8
(simulando o trânsito cecal) e no intervalo de tempo de
6 até 12 horas, a liberação foi de 99,1%.

Para valores de pH elevados a quitosana possui
uma baixa densidade de carga ao contrário do poli(ácido
acrílico). O pKa da quitosana que corresponde a cadeia
principal do copolímero quitosana/poli(ácido acrílico)

é aumentado pela presença do poliânion poliacrilato
(cadeias ramificadas enxertadas), sugerindo que o gru-
po carboxílato induz a ionização do grupo amino da
quitosana[13]. O copolímero estudado pode ser compa-
rado a um protenóide polipeptídico tendo um grande
número de grupos carboxílicos na sua cadeia[23]. As-
sim, um protenóide pode ser carregado tanto positiva-
mente como negativamente, dependendo do pH do
meio, visto que os grupos amino são protonados
(-NH3

+) em meio ácido enquanto os grupos carboxílicos
são ionizados (- COO-) em meio alcalino.

Os dados de liberação da eosina impregnadas nas
microesferas durante as 2 horas no fluído gástrico,
confirmam que apesar da pequena permeabilidade das
microesferas de quitosana neste meio, não ocorreu
nenhuma liberação do corante, devido à pouca solu-
bilidade da eosina a qual está protonada neste meio,
mas também ao fato do poli(ácido acrílico) ser não
ionizados em pH 1,2[24].

O copolímero é esperado intumescer em pH aci-
ma de 6,3, que é o pKa da quitosana. No pH 6,8
praticamente a metade dos grupos amino da quitosana
estariam protonados, enquanto o poli(ácido acrílico)
estaria praticamente ionizado, afetando as proprieda-
des de intumescimento e da liberação da eosina pelas
microesferas.

No entanto, a pH 9,8 todos os grupos carboxílicos
apresentam-se ionizados e os grupos amino completa-
mente desprotonados. A grande liberação da eosina nes-
te meio, depende além da sensibilidade do copolímero
ao pH, das características de intumescimento do
copolímero reticulado e da grande solubilidade da eosina
no meio alcalino. Por outro lado, o intumescimento do
copolímero na sua forma ionizada pode ser atribuído
pela diferença nas pressões osmóticas devido à eosina
ionizada na microesfera e na solução tampão[25].

Figura 4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV): (b) da seção trans-
versal da microesfera de quitosana modificada contendo eosina; (a) da
seção transversal, modificada sem eosina.
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Conclusões

Neste estudo foram preparadas microesferas de
quitosana reticuladas com glutaraldeído e enxerta-
das com poli(ácido acrílico) para incorporar o
corante eosina como modelo de fármaco de baixa
massa molar.

As análises de microscopia eletrônica de varre-
dura indicam que a eosina foi impregnada na superfí-
cie e no interior das microesferas funcionalizadas com
poli(ácido acrílico).

As microesferas de quitosana-poli(ácido acrílico)
apresentaram-se sensíveis ao pH e foram efetivas
como sistema de liberação in vitro de eosina em fun-
ção do tempo. Estes resultados sugerem que o siste-
ma de liberação estudado poderá ser útil para a
administração oral de fármacos.
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