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RESUMO

As microcapsulas de alginato de calcio, como também as gotas ou pérolas ou os sistemas
matriciais, representam um dos carreadores mais usados mundialmente na imobilizagéo
de enzimas e proteinas bem como de drogas de liberagdo controlada. Neste trabalho foi
abordado o processo de obteng¢ao de microparticulas de alginato por técnica de gotejamento
utilizando cloreto de calcio no processo chamado gelificagdo ibnica. Foram analisadas
diferengas na morfologia das microparticulas e distribuigdo do material nucleo, e de que
forma estas sé&o influenciadas por variagdes nas condigdes de elaboracao da técnica como
altura e angulo da seringa, velocidade de agitagéo, além da concentracdo de alginato.
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ABSTRACT

Microparticles of sodium alginate, as well as drops or pearls or matrix systems, are among
the most widely used carriers for the immobilization of enzymes and proteins as well as for
the controlled release of drugs. This work discussed the process to obtain microparticles of
alginate by dripping technique using calcium chloride in a process called ionic gelation. The
microparticles morphology and distribution of core material are influenced by preparation
conditions technique such as height and angle of the syringe, stirring speed, and the
concentration of alginate.
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1. INTRODUGAO

As microcapsulas de alginato de calcio, como também as gotas ou pérolas ou
os sistemas matriciais, representam um dos carreadores mais usados mundialmente
na imobilizagdo de enzimas e proteinas bem como de drogas de liberagéo controlada
(WAN; HENG; CHANG, 1992, SUGAWARA; IMAI; OTAGIRI, 1994; FUNDUEANU et
al. 1999; GONCALVES, et al., 2005; YOO et al. 2006).

Dentre os diversos métodos de produgao de microcapsulas esta o processo
por gelificagao idnica que € simples e de baixo custo, ocorrendo quando uma solugao
polimérica de alginato de sddio contendo o material nucleo é gotejada sobre uma solugao
ibnica em concentragdes adequadas, podendo-se obter niveis de encapsulamento e
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capsulas de diferentes formas e tamanhos (MUKAI-CORREA et al., 2005). Este método
resulta na formacgao instantédnea de microparticulas que encapsulam células ou drogas
dentro de uma rede tridimensional (VOS et al., 2009; DRAGET et al, 1997).

Alginato, um dos polissacarideos anidnicos lineares, consiste de 3 - 1,4 - D- acido
manurdnico (bloco - M) e a - 1,4 — L - &cido gulurénico (bloco - G), derivados de algas
marrons como a Laminaria digitata e L. hyperboria (YOO et al. 2006). Suas propriedades
gelificantes s&o provenientes de ligagao cooperativa dos cations divalentes localizados
entre os blocos homopoliméricos de residuos de guluronato ou blocos — G. Os ions
calcio estao localizados dentro de cavidades eletronegativas, tipo ovos em uma caixa de
ovos e desta semelhancga surgiu o termo modelo “caixa de ovo”. As interagdes idnicas
entre os blocos guluronato e os ions Ca conduzem a formagao de um gel termoestavel
forte cujas propriedades dependem largamente das caracteristicas do polimero e do
meétodo de preparagdo (FUNDUEANU et al. 1999, VOS et al., 2009).

Em estudos desenvolvidos por FUNDUEANU et al. (1999) observou-se que o
grau de substituicdo € quase total se as microparticulas forem deixadas na presencga de
ions Ca por 1 hora. Sobre o efeito do pH do meio de inchamento sobre as caracteristicas
das microparticulas isoladas observou-se que em solucdo acida a pH 3 resultou em
substituicdo parcial de ions calcio com protons. Neste pH o conteudo de calcio diminuiu
para DS (“Swelling Degree” ou grau de inchamento) de 20%. A presenca residual de
ions Ca na microparticula foi atribuida ao Ca alocado dentro da estrutura “caixa de
ovo” e, de fato, 20% representa a freqiéncia de blocos de acido gulurénico. Em outras
palavras, apos o tratamento em pH baixo, os ions Ca permaneceram somente nas
cavidades eletronegativas dos blocos G, por fornecerem um complexo mais estavel. O
tratamento das microparticulas com uma solugéo a pH mais baixo (pH 2 e 1), ocasiona
o deslocamento total do calcio da rede polimérica; apos este tratamento, mesmo que os
ions calcio ndo contribuam mais na estabilizagao das microparticulas elas mantém sua
estrutura macroscopica com propriedades mecanicas semelhantes aquelas cruzadas
ionicamente. Esta propriedade foi explicada considerando a formacéo de pontes de
hidrogénio que fornecem uma estrutura estavel ao sistema. Aumentando novamente
o pH para 3,25 e 3,75 e tratando as microparticulas com quantidades progressivas de
solugdo de NaOH 0,1N conduz a um aumento progressivo na sua porosidade e, se
um excesso de NaOH é acrescentado ocorre completa dissociacido e solubilizacao.
Aos mesmos resultados chegaram ACARTURK e TAKKA (1999) citados em YOO et al.
(2006) sobre a influéncia do pH na estabilidade das microparticulas, onde “estruturas
em gel de alginato sao relativamente estaveis em pH acidico, mas incham facilmente
e desintegram sob condigdes alcalinas suaves”.

Particulas obtidas pelo método de gotejamento sdo secas por processos de
congelamento, exposi¢ao ao ar e tratamento com misturas agua/etanol que influenciam
nas caracteristicas morfologicas superficiais da microparticula (FUNDUEANU et al.,
1999).

Quanto ao processo de obtencdo, as microparticulas de alginato podem ser
preparadas, entre outros, por método de emulsificagao, ligagao cruzada com epicloridrina
e por técnica de gotejamento utilizando cloreto de calcio no processo chamado gelificagéo
idnica. As microparticulas preparadas pelo método de emulsificagao e gelificagéo idnica
sao caracterizadas por poros menores que as preparadas por outros métodos devido a
alta concentracéo de polimero na solugdo como também ao processo de secagem que
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conduz a estruturas compactas. Além disso, estas particulas apresentam uma superficie
uniforme devido as condi¢gdes suaves de preparo, como uma estrutura em croché.
ApOs secas as microparticulas preparadas por técnica de gotejamento nao rehidratam
e, consequentemente, ndo incham significativamente e mantém a estrutura compacta.
Todos estes fatores sdo importantes pois englobam propriedades de permeabilidade,
resisténcia mecanica, propriedades de superficie e condi¢cdes de estocagem (VOS et
al ., 2009; SILVA et al ., 2003; HILDEBRAND; TACK, 2000; FUNDUEANU et al, 1999).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Alginato de sddio FMC U.S. BioPolymer, Cloreto de calcio (Pharmaspecial
/ grau farmacéutico), Agua deionizada e destilada, Oleo de oliva (Purifarma / grau
farmacéutico), Corante “fat red” (Sigma Chemical), Agitador magnético, Agitador em
hélice, Balanca analitica, Banho-maria elétrico, Microscopio optico, Seringa de vidro
com agulha (BD), Estufa elétrica.

2.2 METODOS

As microparticulas de alginato de sédio foram produzidas usando técnica de
gotejamento de solugdo de alginato e material nucleo sobre solugédo de cloreto de
calcio, sendo esta a base para a formacao das particulas. Foram preparadas solugdes
de alginato de s6dio em concentragdes de 0,3% (solugdo A) e 0,5% (solugéo B) e entéo
foi adicionado 3% de 6leo de oliva (material nucleo) em relagdo a solugéo, previamente
corado com corante lipofilico “fat red”, sob condi¢gdes controladas como vigorosa
agitacdo magnética e temperatura de 60°C. A solucdo A foi gotejada sobre solugdes
de cloreto de calcio a 0,25%, 1,0% e 2,0%, as quais foram mantidas sob agitagéo
em agitador em hélice a 250rpm. O mesmo processo foi realizado para a solugéo B.
Em seguida as particulas foram lavadas abundantemente com agua destilada sobre
tamis 60 mesh e entdo secas em estufa entre 35 - 40°C por 1 hora sobre placa de
Petri. Uma segunda técnica, sugerida por FUNDUEANU (1999) consistiu em gotejar
as solugdes A e B em cloreto de calcio com auxilio de seringa de vidro em angulo de
90°, respeitando-se a distancia de 6,0 a 7,0cm entre a ponta da agulha e a solugao
de cloreto. Ao final do gotejamento as microparticulas permaneceram em repouso por
uma hora na solugao de cloreto de calcio e em seguida foram lavadas abundantemente
com agua destilada sobre tamis 60 mesh e entdo secas em estufa entre 35 - 40°C por
1 hora sobre placa de Petri.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram que variagdes nas condi¢gdes de elaboragao
da técnica levam a diferengas na morfologia das microparticulas e na distribuicdo do
Oleo quando considerados altura e angulo da seringa de gotejamento, velocidade de
agitacao e diferentes concentragdes de polimero.

Nos primeiros experimentos onde estes parametros ndo foram considerados,
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observou-se que, quanto a altura de gotejamento, distancias menores conduziram a
formacgao de microparticulas caracterizadas por caudas curtas, forma oval, agregadas
e com incorporagao de oOleo bastante variada, enquanto a distancias maiores uma
deformacgéo mais acentuada das particulas obtidas foi observada. Em testes realizados
dentro dos parametros pré-estabelecidos, evidenciou-se uma melhora quanto as
caracteristicas morfoldgicas, ou seja, as particulas se mostraram aproximadamente
esféricas e sem agregagao entre as mesmas. Quanto a distribuicdo do material nucleo,
este apresentou multinucleagdes de forma regular, em algumas particulas mais
centradas (Figura 1A) e em outras mais deslocadas (Figura 1B e 1C) além de apresentar
melhor distribuicdo quando comparado ao primeiro experimento (Figura 2 A e B).

FIGURA 1 - MICROCAPSULAS DE ALGINATO DE SODIO 0,3% E CLORETO DE CALCIO 1,0%, VISAO
AO MICROSCOPIO OPTICO em aumento de 10x. A— Multinucleagéo centrada; B e C — Multinucleacdes
deslocadas nas particulas.

FONTE: o autor (2010)

; A i {‘/ ‘ e ,
FIGURA 2 - MICROCAPSULAS DE ALGINATO DE SODIO 0,3% E CLORETO DE CALCIO 1,0%;
tamanho natural. A— particulas de alginato 0,3% e cloreto de calcio 1,0% sem considerar os pardmetros
experimentais definidos. B - particulas de alginato 0,3% e cloreto de calcio 1,0% seguindo os parametros
experimentais definidos.
FONTE: o autor (2010)
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Dados ndo mostrados revelam que a alta rotagao ndo permite uma adequada
formagao das microparticulas, as quais apresentam caudas longas e alta agregacéo.
Portanto, determinou-se a rotacao de 250 rpm, para fins de estudo. Contudo, velocidades
altas sob agitagdo em Ultra-Turrax da ordem de 15.000 rpm é aconselhavel para
homogeneizar bem o 6leo na solugao de alginato, o que resulta em distribuicdo mais
uniforme, mas n&o elimina a nucleacao.

Os resultados obtidos estdo de acordo com FUNDUEANU et al. (1999) que
selecionou como distancia 6tima entre o orificio da agulha e a superficie da solugao
de cloreto de calcio o valor de 6 cm.

A partir das condi¢gdes controladas de angulagao, altura e rotagao, as
microparticulas que obtiveram um melhor aspecto foram as preparadas a partir de
0,3% de alginato e 1% de cloreto de calcio. A fim de estabelecer qual concentragcéo
mostrava a melhor formagéao das particulas, foi aumentada a concentragao do alginato
de sddio de 0,3% para 0,5%. Conforme a Tabela 1, nota-se que as diferengas entre
as concentragdes seriam acerca do tamanho e da distribuicdo do éleo. Nas particulas
com 0,5% de alginato houve um ligeiro aumento de tamanho da particula, entretanto
a distribuicdo do d6leo foi melhor que a de menor concentragdo. Supostamente isto
ocorre porque em concentragdes maiores de alginato, o material nucleo consegue se
manter de maneira mais homogénea na solugao por esta estar mais espessa, o que
levaria a pensar que a melhor concentragéo seria a de 0,5% de alginato. Apesar das
particulas preparadas a 0,3% e 0,5% de alginato conseguirem facilmente liberar o seu
conteudo quando pressionadas na pele, no seu estado de inchamento, a formacéao de
residuo de alginato de calcio mostrou-se levemente maior na concentracao de 0,5%,
0 que € esperado.

TABELA 1: Comparagao de microparticulas de alginato de sédio em diferentes concentragdes em
solugao de cloreto de calcio a 1,0%.

Solugao de Alginato 0,3%; Solugao de Alginato 0,5%;
CaCl, 1,0% CaCl, 1,0%
Tamanho 1,5mm ~2,0mm
Morfologia Aproximadamente esféricas, Aproximadamente esféricas,
regular regular
Agregacéao Nenhuma Nenhuma
Distribuigcdo do dleo Multinucleadas, pouco Multinucleadas, regular
irregular
Incorporagao do éleo Alta Alta

FONTE: O autor (2010)

4. CONCLUSAO

O método de microencapsulamento por gotejamento € um método simples,
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reprodutivel e rapido. A otimizagao da técnica através de medidas simples de
controle experimentais mostraram-se importantes na melhora e desenvolvimento das
microcapsulas. Levando em consideragao os parametros experimentais, a melhor
formacgao de particulas foi obtida na concentracéo de 0,5% de alginato, apesar do
residuo levemente superior de alginato de calcio que permaneceu sobre a pele.

Futuros estudos podem ser realizados em relagao a textura, aplicabilidade,
facilidade de liberagao do 6leo, capacidade de encapsulamento e presenca ou niao
de residuo sobre a pele.
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