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RESUMO

Neste trabalho avaliou-se as modificagoes das membranas
de quitosana tratadas por plasma de hidrogénio. A introdu-
¢do de membranas poliméricas em plasma permite a forma-
¢do de varios radicais livres e a inser¢do de grupos funcio-
nais, principalmente com gases ndo formadores de filmes
como é o caso do hidrogénio. As espécies ativas presentes
no tratamento sdo responsadveis pelas modificagdes superfi-
ciais que ocorrem no material. Membranas de quitosana fo-
ram tratadas durante lhora em atmosfera de hidrogénio,
com pressdo de 6 mbar, corrente 0,094 e fluxo de 16
cm’/min de hidrogénio. Durante o tratamento realizou-se o
diagnostico por espectroscopia de emissdo otica das espé-
cies ativas presentes no plasma. As modificagdes superfici-
ais foram caracterizadas por microscopia de for¢a atomica
e molhabilidade. Além disso, realizaram-se ensaios de ab-
sor¢do e permeagdo em relagdo ao farmaco sulfamerazina
de sodio. As amostras tratadas apresentaram-se mais rugo-
sas (5,062nm) e hidrofilicas(41,98°). Quanto ao teste de
permeabilidade as membranas tratadas apresentaram uma
permeagdo constante (2,362107g cm’.min-') indicando que
as mesmas podem ser usadas em sistema de liberagdo de
farmacos.

ABSTRACT

In this study we evaluated the modification of chitosan
membranes treated by hydrogen plasma. The introduction
of polymeric membranes in plasma allows the formation of
several free radicals and the insertion of functional groups,
mainly with non-forming films gases such as hydrogen. The
active species present in the treatment are responsible for
surface modifications that occur in the material. Chitosan
membranes were treated for 1 hour in hydrogen atmos-
phere, with pressure of 6 mbar, current 0.09 A and flow of
16 cm’/min of hydrogen. During treatment the diagnosis
was carried out by optical emission spectroscopy of active
species present in plasma. The surface modifications were
characterized by atomic force microscopy and wettability.
In addition, assays were performed absorption and permea-
tion in relation to drug sulfamerazina sodium. The treated
samples were more rough (5.062 nm) and hydrophilic
(41.98°). The test permeability membranes treated showed a
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permeation constant (2,362107g cm’.min”) indicating that
they can be used in drug delivery system.

1. INTRODUCAO

Nesses ultimos anos, a indastria farmoquimica tem-se desta-
cado pelo uso e aproveitamento de matérias primas de baixo
custo e facil acesso, como por exemplo, os materiais poli-
méricos. Esses estdo sendo utilizados na liberagao controla-
da de farmacos [1].

Dentre esses materiais podemos citar as membranas polimé-
ricas. Polimeros biodegradaveis naturais e/ou sintéticos es-
tao sendo utilizados na fabricacdo destas membranas, mas
apenas alguns tém demonstrado biocompatibilidade. Entre
os polimeros que se destacam pela excelente biocompatibi-
lidade estdo os polissacarideos. Como exemplo tem-se a
quitosana que devido a sua abundancia, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e baixa toxicidade tem-se destacado en-
tre os polimeros polissacaridicos utilizados em sistemas car-
readores de farmacos [2,3].

Além disso, a quitosana foi um dos biopolimeros mais cita-
dos em um estudo de monitoramento tecnoldgico e merca-
dologico de biopolimeros, obtendo o 2° lugar dentre os bio-
materiais mais citado e em ntimero de patentes [4].

As membranas de quitosana possuem uma boa resisténcia
mecénica aliada a uma permeabilidade molecular seletiva.
Devido a estas caracteristicas, membranas de quitosana es-
tdo sendo utilizadas em: empacotamento de alimentos, pele
artificial, cicatrizacdo de ferimentos, sistemas de liberagdo
de farmacos e outras aplicagdes. A permeabilidade das
membranas de quitosana ¢ afetada por varios fatores como:
espessura do filme, grau de desacetilagdo, massa molar e
grau de molhabilidade [5].

Atualmente esfor¢os tém sido utilizados para modificar o
grau de molhabilidade das membranas, ajustando a superfi-
cie hidrofilico-hidrofobica, com o objetivo de alterar a per-
meabilidade. A modificacdo da permeabilidade das mem-
branas de quitosana ¢ de suma importancia no estudo do tra-
tamento de 4gua para ultrafiltragdo (hemodialise) e liberagao
de farmacos [6].

O tratamento por plasma tem-se mostrado como uma técnica
particularmente interessante para transformar membranas
poliméricas. Essa técnica altera somente a natureza quimica
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e morfoldgica da superficie das mesmas, sem a necessidade
de adicionar outro polimero ou modificar as propriedades
volumétricas do material [6].

Com o objetivo de avaliar os efeitos do plasma de hidrogé-
nio nas membranas de quitosana, a fim de alterar as suas
propriedades de superficie e sua permeabilidade, realizou-se
este trabalho.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

A quitosana (Polymar Ltda, Fortaleza, Brasil) usada neste
trabalho apresentou grau de desacetilagdo em torno de 90%

segundo o fabricante. Sua massa molar (Mv = 2,0 x 10°
Da) foi determinada pelo método de viscosimetria, utilizan-
do a equagdo de Mark-Howink-Sakurada [7,8]. O farmaco
sulfamerzina de sodio (MM= 286,8 gmol”', Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) foi usado como recebido.

2.2 PREPARACAO DAS MEMBRANAS

A quitosana em p6 foi dissolvida em solucdo aquosa de aci-
do acético 0,35 mol/L, sob agitagdo constante. Apds um pe-
riodo de 24h a solugdo passou por duas filtragdes e um vo-
lume de 27 ml da solugdo de quitosana foi entdo adicionado
as placas de Petri e estas colocadas em estufa a 50°C para
evaporagdo do solvente. Depois de retiradas da estufa, as
membranas formadas ficaram imersas em uma solucgdo
aquosa de 1,25 mol/L de NaOH. Em seguida as mesmas fo-
ram lavadas com 4gua destilada em abundancias para remo-
¢ao dos residuos de sal. E por fim na ultima etapa realizou-
se o estiramento e secagem das membranas a temperatura
ambiente, por 24 h.

2.3 TRATAMENTO POR PLASMA

O equipamento utilizado para tratar as membranas de quito-
sana foi desenvolvido no laboratorio de processamento de
materiais por plasma da UFRN e encontra-se ilustrado na
Figura 1.

Durante o tratamento das membranas de quitosana utlizou-
se como gas de trabalho o hidrogénio no fluxo de
16cm*/min. Pressdo de trabalho em 6,0 mbar, corrente 0,09
A, durante 1 hora.

2.4 DIAGNOSTICO DO PLASMA

Para investigar as espécies presentes no plasma, o diagnosti-
co por espectroscopia oOptica foi realizado por um sistema
composto de um espectrometro de emissdo Acton Spectra-
pro 2500i com comprimento focal de 500 mm, resolugdo
espectral minima de 0.05nm.

Neste trabalho foi utilizado a rede de 1800g/mm e uma fibra
otica de 5Sm de comprimento que interliga a luz proveniente
do plasma ao monocromador. Um fotodiodo de silicio de
10mm de didmetro com resposta optica entre 200-1100nm
foi utilizado como detector.
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A fibra optica foi posicionada proximo ao reator, apontando
diretamente para a descarga luminescente. Os espectros de
emissdo adquiridos foram comparados com os valores en-
contrados no branco de dados de transi¢do atomica disponi-
vel.

Entrada de Gas

Flange Superior ee— //

(anodo) y

Membrana ——@

T—{_‘f’crodn

Vidro de Borossilicato

Elétrodo

{catoda)
Izolante elémico
(pedra sabiao)

Flange Inferior ———

/

(Saida de gas)

Sensor d ssi :
enzpride/Preasto Termopar “Bomba de vacuo

Figura 1 - Desenho esquematico do reator a plasma utilizado
para tratamento de membranas de quitosana [9].

2.5 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

As amostras tratadas e ndo tratadas foram analisadas por
microscopia de for¢a atdmica (MFA), buscando-se caracte-
rizar a topografia das mesmas e identificar as mudancas que
pudessem ser atribuidas ao tratamento por plasma. Imagens
tanto em duas como em trés dimensdes foram capturadas.
Também foram realizadas medidas de rugosidade da super-
ficie das membranas.

As imagens de MFA foram obtidas em um microscopio da
shimadzu, modelo SPM-9600 (Japao), utilizando modo di-
namico numa taxa de varredura de 1Hz. Areas aleatorias de
5 um x 5 um foram escaneadas e analisadas pelo programa
SPM Maneger Versao 3.4 (Japao).

2.6 MEDIDAS DE ANGULO DE CONTATO

As medidas de angulo de contato, baseadas na técnica de
gota séssil, foram realizadas em um aparato desenvolvido no
Laboratério de processamento de materiais por plasma (lab-
plasma), o qual se baseia na determinacdo do angulo de con-
tato através de medidas de didmetro da base da gota ¢ da al-
tura da mesma.

O aparato usado para medir o dngulo de contato esta ilustra-
do na Figura 2. O mesmo ¢ composto de uma base movel,
com movimentos no sentido vertical, uma microcamera,
uma pipeta de volume regulavel, e uma fonte de luz difusa.
As amostras foram colocadas sobre a base plana e em se-
guida foi depositado uma gota de 10 pl dos seguintes liqui-
dos: agua destilada, formamida e glicerol, sobre a superficie
das membranas. O software utilizado para isolar as imagens
foi o Pinnacle Studio Quickstart versdo 8 e o software utili-
zado para calcular o angulo de contato foi o surftens.
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2.7 ENSAIO DE ABSORCAO

A quantidade de agua absorvida pelas membranas foi de-
terminada pela imersdo destas em agua destilada a tempera-
tura ambiente por 24h. As membranas de quitosana tratadas
e ndo tratadas por plasma foram pesadas em uma balanga
analitica e em seguida imersas em 4gua destilada. Acompa-
nhou-se a porcentagem de ganho de massa através da pesa-
gem da amostra em diferentes tempos. O ganho percentual
de massa M foi calculado através da relagdo (Eq. 1):

="M 100 (1
m

s

onde m, e m,, representam respectivamente as massas das
membranas imida e seca.
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Figura 2 - Ilustracao do equipamento utilizado para
determinacio do angulo de contato [10].

2.8 ENSAIO DE PERMEACAO

O farmaco modelo escolhido para ser permeado foi a sul-
famerazina de sddio, em virtude de algumas de suas caracte-
risticas como solubilidade em dgua e absor¢do na regido do
ultravioleta.

O ensaio de permeagdo consistiu em colocar a membrana
em estudo presa firmemente entre dois compartimentos A e
B de uma célula de permeagao (Figura 3) em formato de U
feita de PVC. No compartimento A, colocou-se 230,0 ml de
solvente puro (dgua destilada) e no compartimento B, colo-
cou-se 230,0 ml da solugdo de farmaco na concentracdo de
0,017 mol/L. Ambos os compartimentos foram submetidos a
agitacdo constante. A célula de permeacdo estava imersa em
banho termoestatico constante de 30°% 0,1°C.

Uma bomba peristaltica foi usada para fazer a conex@o entre
a célula de permeagdo e o espectrofotdmetro através de um
tubo de silicone obtendo-se assim um sistema de fluxo con-
tinuo. Uma das extremidades do tubo de silicone foi coloca-
da no compartimento A do sistema de permeagdo onde a
aliquota foi retirada, levada até a cubeta de quartzo do es-
pectrofotometro e continuamente devolvida ao comparti-
mento A. A medida de absorbancia foi feita no comprimento
de onda (1) de 260 nm, pois a sulfamerazina de sodio tem
sua banda de absor¢ao neste ponto. Obteve-se um grafico da
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permeacdo, pegou-se um ponto desse grafico e calculou-se
através da lei de Lambert- beer (Eq. 2).

A=¢gbc 2

onde A ¢ absorbancia, & ¢ absortividade molar da solugéo,
b o caminho 6tico, ¢ é a concentragao.
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Figura 3 - Esquema da célula de permeacao [11].

3. RESULTADOS
3.1 DIAGNOSTICO DO PLASMA

A Figura 4 representa um tipico espectro de OES do plasma
de hidrogénio. Nesta figura ¢ observado picos correspon-
dentes as transi¢oes radiativa do atomo de hidrogénio exci-
tado. Esses picos de hidrogénio sdo conhecidos como as li-
nhas espectrais de Balmer [12]. Predominantemente o me-
canismo para a produgdo de hidrogénio ¢ a dissociacdo da
molécula de hidrogénio por impacto de elétrons [13]. Além
do hidrogénio também, ¢ observado atomo de nitrogénio
que pode ser oriundo da amostra, ja que a quitosana possui
em sua estrutura o grupo amino (- NH-).

O plasma gerado a partir do gas hidrogénio néo resulta na
deposicdo de filmes, e o impacto ou a reagdo quimica de
ions do plasma com o material resulta na formagao de sitios
ativos na superficie modificando, portanto suas proprieda-
des superficiais como rugosidade, textura e grau de molha-
bilidade.

3.2 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA

Através das imagens obtidas por AFM (Figura 5) obtivemos
o valor da rugosidade natural da membrana de quitosana
(Tabela 1) e observou-se também a textura desse material.
Sua superficie apresentou-se com picos pequenos € pontia-
gudos, distribuidos de forma homogénea.

Ap6s o tratamento com plasma de hidrogénio, a superficie
passou a apresentar vales e picos dispersos. Os picos apre-
sentaram-se mais pontiagudos e mais altos, do que na amos-
tra ndo tratada (Figura 6). Com o tratamento houve também
um aumento da rugosidade do material (Tabela 1).

As modifica¢des observadas no material tratado estdo rela-
cionadas com as espécies presentes durante o tratamento.
Através do OES constatou-se a presenga de atomos de hi-
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drogénio, estes sdo leves e, portanto possuem grande mobi-
lidade, essa mobilidade por sua vez proporciona o impacto
das espécies presentes no plasma com a amostra em trata-
mento, esse impacto provoca deformagdes no material, mo-
dificando a textura e rugosidade.
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Figura 4 - Espectroscopia de emissio o6tica de hidrogénio.
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Figura 5 - Microscopia de forca atdmica das amostras nio tra-
tadas.

Tabela 1 - Valores de rugosidade e altura maxima do picos

Membrana  Rugosidade (Ra)  Altura dos picos (nm)
QUINT 3.426 nm 34,80
QUI H, 5.062 nm 246,12

246,12nm

5.000m

QUIH;

QULH,

Figura 6 - Microscopia de forca atdbmica das amostras tratadas.

3.3 MEDIDAS DE ANGULO DE CONTATO

Na Figura 7 observam-se as medidas de angulo de contato
para as membranas ndo tratadas e tratadas por plasma de hi-
drogénio. A amostra tratada apresentou uma molhabilidade

Revista Brasileira de Aplicagées de Vacuo

maior do que a ndo tratada. O aumento dessa molhabilidade
¢ atribuido a modificagdes quimicas que pode ter ocorrido
no material. As espécies de hidrogénio e nitrogénio encon-
tradas no diagndstico do plasma estdo relacionadas ao au-
mento da coordenada polar da tensao superficial que torna o
material mais hidrofilico.

O impacto dessas espécies com o material provoca a forma-
¢do de sitios ativos como, por exemplo, radicais livres, tor-
nando a superficie ativada, esta pode sofrer um rearranjo
molecular e a inser¢@o de grupos funcionais, neste caso gru-
pos funcionais hidrofilicos, como afirma Chen Jie-Rong
et.al. [14] em seu trabalho de tratamento de filmes de poliés-
ter com plasma de hidrogénio.

120,00 -
100,00 1
£0,00 4

80,00 1

40,00 1

Anmgulo de Contato

20,00 1

0,00 A T \
NT H2
W AGUA 0 FORMAMIDA OGLUCEROL

Figura 7 - Angulo de contato das amostras nio tratadas (NT) e
tratadas com hidrogénio (H,).

3.4 ENSAIO DE ABSORCAO

Analisando a Figura 8 que apresenta o grafico de ganho de
massa das membranas observa-se que tanto a membrana néo
tratada e tratada com hidrogénio apresentou um ganho de
massa superior a 100%, o que ¢ uma indicacdo da forte afi-
nidade desse polimero pela agua, isso ¢ devido aos grupos
amino (- NH-) e hidroxila (-OH-) que estdo na estrutura da
membrana e ddo a quitosana um carater hidrofilico.
Observando a Figura 8 percebe-se que houve poucas dife-
rengas no ganho de massa entre as membranas tratadas e
ndo tratadas apesar de que as membranas tratadas com
plasma de hidrogénio apresentaram um grau de hidrofilici-
dade maior como visto nos testes de medidas de angulo de
contato.

3.5 ENSAIO DE PERMEACAO

Todos os experimentos de permeagdo do farmaco sulfame-
razina de sodio foram feitos em duplicatas e apresentaram
boa reprodutibilidade (Figura 9). Durante os ensaios tam-
bém nao foi observado nenhum desvio na reta, isso é um in-
dicativo de que ndo houve nenhuma interagdo do farmaco
com a membrana (Figura 10)
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Figura 8 - Grifico representativo do ensaio de absorcao das
amostras tratadas e nio tratadas.
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Figura 9 - Grifico do ensaio de permeacio das membranas nio
tratadas (a) e das membranas tratadas (b).

Na Figura 11 e Tabela 2 sdo apresentados os valores de
permeabilidade do farmaco sulfamerazina de sodio calcula-
dos para os dois tipos de membranas estudadas. Na Figura 9
observou-se pouca diferenga entre a permeabilidade das
membranas tratadas e ndo tratadas.
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Figura 10 - Permeabilidade das membranas nio tratadas (NT)
e das membranas tratadas (H,).

Tabela 2 - Permeabilidade das membranas

Membrana P(10° g cm’. min”)  Desvio Padrio
QUI 2,218 0,014
QUI H, 2,362 0,074

4, CONCLUSAO

O tratamento por plasma de hidrogénio ¢ uma técnica efici-
ente na modificacdo das propriedades superficiais como ru-
gosidade e molhabilidade. As membranas tratadas apresen-
taram uma permeagao constante, indicando que essas podem
ser usadas em sistemas de liberagdo de farmacos, entretanto
pode-se afirmar que ndo existe diferenga de permeagao entre
as membranas estudadas. O aumento da molhabilidade pode
ser um indicativo de aumento de biocompatibilidade do ma-
terial, para confirmar tal aumento de biocompatibilidade as
membranas podem ser submetidas a testes in vitro para ava-
liagdo de citotoxicidade e adesdo celular.
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