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I Artigo cientifico

Metodologia simplificada para preparacao de biofilmes de quitosana

Simplified methodology for preparing chitosan biofilms

Resumo. A busca por tecnologias alternativas e sus-
tentdveis tem se tornado cada vez mais necessaria.
Muitas dessas novas tecnologias ja sdo estudadas e
avaliadas por diversos centros universitarios brasilei-
ros. A quitosana é um biopolimero, derivada de fontes
renovaveis, sendo o potencial substituto para muitos
polimeros sintéticos, possuindo diversas aplicacdes
comerciais, sendo um dos biopolimeros mais estuda-
dos do Brasil. Muitos laboratérios e centros de ensino,
porém, ndo possuem equipamentos ou condigdes para
estudar esse biopolimero. Desta forma, o objetivo do
trabalho foi desenvolver uma metodologia simplificada
e de baixo custo para a preparacdo de biofilmes de
quitosana. Varios centros de ensino e laboratérios po-
derdao produzir esse biopolimero, contribuindo, desta
maneira, para a disseminacao do conhecimento e es-
tudo sobre esse material em varios ambitos. Com es-
ta finalidade, o experimento foi realizado com altera-
¢des na preparacdo inicial do gel de quitosana, modi-
ficando a quantidade e concentragdo do acido usado,
além da alteragdo do tempo necessario para a forma-
cao completa do gel de quitosana, utilizando poucos
recursos e materiais laboratoriais. Além da alteragdo
na metodologia de confeccdo do gel, o trabalho apre-
sentou um molde de filme em polietileno sobreposto
em placa de Petri para a formagao dos biofilmes, sen-
do uma alternativa aos moldes de Teflon®, diminuin-
do os custos. Os biofilmes formados apresentaram ca-
racteristicas regulares, similares a outros biofilmes de
quitosana confeccionados de formas mais elaboradas.
Comprova-se, assim, a eficiéncia da metodologia ela-
borada neste trabalho para a confecgao de biofilmes
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de quitosana. Palavras-chave: Biopolimero; método
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Abstract. The search for alternative and sustainable
technologies has become increasingly necessary.
Many of these new technologies have been studied
and evaluated by several Brazilian universities. Chi-
tosan is a biopolymer derived from renewable sources
and the potential replacement for many synthetic pol-
ymers, having various commercial applications; it is
one of the most studied biopolymers in Brazil. How-
ever, many laboratories and learning centers do not
have equipment or conditions to study this biopoly-
mer. Therefore, the present study points out a simpli-
fied and low cost methodology for the preparation of
chitosan biofilms; thus, various learning centers and
laboratories could produce this biopolymer, contrib-
uting to the dissemination of knowledge and study of
this material in several areas. For such purpose, the
experiment was performed with changes in the initial
preparations of chitosan gels, modifying the amount
and concentration of acid used, and changes in time
required to complete chitosan gel formation, with the
use of few resources and laboratory materials. Be-
sides the technical change to make the gel, the work
presents a cast polyethylene film overlaid on a Petri
dish for the formation of biofilms, being an alternative
to Teflon® molds, with cost reduction. Biofilms pro-
duced had regular features, similar to other chitosan
biofilms made more elaborately. We have proved,
then, the efficiency of the developed methodology for
chitosan biofilms preparation. Keywords: Biopoly-
mer; alternative methodology; biofilms preparation.
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Introducao

Cada vez mais se torna necessario o uso de recursos alternativos e renovaveis, diminuindo os im-
pactos ambientais causados pelo homem, buscando tecnologias mais sustentaveis. A quitosana é o se-
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gundo polissacarideo mais abundante da natureza; é encontrado nos crustaceos, em exoesqueletos de
alguns insetos e na parede celular de muitos fungos e algas (HUERTA et al., 2012). A quitosana é um
biopolimero estruturado por ligacdes [3-(1—4)-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose, derivado da desace-
tilacdo da quitina, que é constituida de unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose unidas por li-
gacoes [B-(1-4).

A quitosana possui propriedades singulares devido ao grau de desacetilagdo submetida e a massa
molecular do biopolimero; consequentemente, os biofilmes de quitosana também terao propriedades
intrinsecas de acordo com o tipo de quitosana inicial utilizada. Desse modo, cada tipo de quitosana
possui um preparo diferencial na formacdo de biofilmes. A qualidade e as propriedades da quitosana
final, tais como pureza, viscosidade, grau de desacetilagdo, massa molecular e estrutura polimorfa po-
dem variar grandemente dependendo das condi¢des em que a reagao ocorre (SANTOS, 2006).

Existem diferentes metodologias na preparacao de biofilmes de quitosana, sendo alguns preparos
complexos e dificeis, descritos por Mark (1990), Dureja e colaboradores (2001), Nunthanid (2001),
Zhang e colaboradores (2002); cada uma dessas técnicas agrega caracteristicas diferentes nos biofil-
mes formados. Os filmes de quitosana Tipo Base de Schiff modificados por Huerta e colaboradores
(2012) é um exemplo de modificacdo na formacao de biofilmes de quitosana, fazendo com que esta te-
nha propriedades Unicas, diferentemente dos demais biofilmes.

Muitos centros universitarios brasileiros (UFSCar, UFSC, UFRN, UFC, UFPE e USP) realizam pes-
quisas utilizando biofilmes de quitosana e analisando suas aplicagdes, ja que esses biofilmes sdo deri-
vados de fontes inesgotaveis e renovaveis, como casca de camardo, exoesqueleto de alguns insetos e
parede celular de fungos e algas, com diversas aplicacdes, sendo, também, potenciais substitutos para
varios polimeros sintéticos.

A producao global anual de cascas de camardo, lagostins, lagostas, caranguejos etc., calculada em
peso seco, esta estimada em 1,44 milhdes de toneladas (KNORR, 1991).

Por ser um polimero, a quitosana possui um potencial de aplicacdo multidimensional desde apli-
cacdes na area alimenticia a aplicagdes em nutrigdo, biotecnologia, ciéncias dos materiais, drogas e
produtos farmacéuticos, agricultura e protecdo ambiental; recentemente, também na terapia genética
(AZEVEDO et al., 2007).

As proporgdes de participacdo no mercado mundial da quitosana sdo: 50% nutracéuticos, 17%
agentes floculantes, 10% usos em alimentos, 5% uso em cosméticos, 5% agricultura, 6,5% nas indus-
trias téxteis e de papel e 6,5% na industria farmacéutica e médica (KRISTBERGSON, 2003).

Outra caracteristica importante deste biopolimero é a sua degradabilidade. Pode-se afirmar que a
biodegradabilidade ndo é apenas um requerimento funcional, mas também um atributo ambiental
muito importante (KESTER & FENNEMA, 1986). Vikhoreva e colaboradores (2002) concluiram que os
biofilmes de quitosana atingem a biodegradagdo no solo no periodo de cinco a sete dias, sem impactos
ambientais.

Muitos centros de ensino, como escolas técnicas e de ensino médio, ndo possuem acesso a materi-
ais adequados para modificagdes poliméricas e biopoliméricas, ndo podendo, assim, realizar estudos e
pesquisas com estes materiais.

A quitosana é um dos polimeros mais estudados no Brasil, porém a falta de metodologias simples
para a sua modificacdo e confec¢do de materiais poliméricos dificulta a difusdo de conhecimento e es-
tudos destes materiais em varios centros de ensino.

O objetivo deste trabalho é criar uma metodologia simples, utilizando materiais de facil aquisicao,
de forma a ser facilmente reproduzida em qualquer ambiente didatico. O trabalho contribui, desta
forma, para a formacdo educacional em laboratérios didaticos com baixos recursos, de forma a ampliar
o conhecimento sobre biopolimeros, especificamente a quitosana, uma possivel alternativa tecnolégica
para a substituicdo de polimeros feitos a base de fontes ndo renovaveis a custos elevados.
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Materiais e métodos

2.1 Quitosana

A quitosana utilizada no desenvolvimento deste trabalho foi adquirida da empresa Purifarma (Sao
Paulo - SP), sendo derivada da casca de camardo com as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: 90%
de grau de desacetilagdo (correspondentes a 5,6.10-3 mols de grupos amino por grama de biopolime-
ro), granulometria de 80 mesh, pH de 7,5 e densidade de 0,38 g.mL-! (MARTINS, 2005).

0 preco da quitosana pode variar conforme a empresa fornecedora. O preco cotado para a quito-
sana no respectivo experimento é de R$ 52,00/500 g de pé de quitosana. A quitosana pode ser facil-
mente adquirida, sendo vendida por varias empresas como a Purifarma Ltda., Polymar S.A., Bionatus
Ltda., Tiaraju Ltda., entre outras empresas que vendem quitosana no mercado nacional.

2.2 Preparacao do gel de quitosana

Para a preparacao do gel de quitosana dissolveram-se 2 g de quitosana em 100 mL de acido acéti-
co a 5% (5 mL de CH3COOH em 95 mL de H»0). Ao colocar quitosana no acido acético é necessario mis-
turar a solu¢do com um bastonete de vidro até que toda quitosana seja misturada com o acido. Em se-
guida, a solu¢do formada seguiu em agitacdo constante durante 24 horas, sendo tampada para evitar a
volatilizacdo da solucdo acida durante o periodo. Na auséncia de agitador magnético, foi testada uma
forma alternativa de preparacdo do gel de quitosana: dissolveram-se 2 g de quitosana em 120 mL de
acido acético 5% (5 mL de CH3COOH em 95 mL de H20). A mistura formada foi agitada manualmente
com um bastonete de vidro até o ponto de homogeneiza¢do, quando ndo mais havia a presenca de
grumos do biopolimero observado visualmente. Neste ponto, todo o pé de quitosana encontrava-se
dissolvido no acido, formando o gel inicial de quitosana. Em seguida, a solucdo foi deixada sobre re-
pouso por um periodo de 48 horas, tampada e na auséncia de luz para evitar o aquecimento e catalisa-
¢do das reacdes quimicas de hidrolise das moléculas de quitosana. Este periodo de repouso é necessa-
rio para a formagao completa do gel.

2.3 Preparacao das superficies para formacao de biofilme

Os biofilmes de quitosana geralmente sdo formados em moldes com superficies de Teflon®, facili-
tando sua retirada.

0 vidro é um material inapropriado para a formacao do biofilme; isto se deve a superficie do vidro
que contém silandis em suas terminac¢des Si-OH, os quais tém uma interacdo muito forte com os gru-
pos amino da quitosana, além da interacdo da silica por afinidade com relacdo aos grupos OH do bio-
polimero, dificultando a retirada; consequentemente, ocorre o rompimento ou ma formacgao do biofil-
me (HUERTA et al., 2012).

Desta forma, o experimento utilizou dois moldes para a formagao do biofilme de quitosana. Um
deles foi um molde de Teflon® apropriado para a preparacdo dos biofilmes.; o outro foi um molde
preparado utilizando vidro (placa de Petri) e polietileno. Este tltimo molde torna-se uma forma alter-
nativa para laboratoérios didaticos.

Utilizaram-se placas de Petri preenchidas com um filme de polietileno para que nao houvesse a in-
teracdo do biofilme de quitosana com a superficie de vidro, servindo como suporte para a formacgao do
biofilme. O material plastico de polietileno é facilmente comprado em mercados (utilizado para envol-
ver alimentos).

2.4 Confeccao dos biofilmes de quitosana

Depois de realizadas todas as outras etapas, o gel foi adicionado com uma bureta de 20 mL de titu-
lacdo nos seus respectivos moldes (placas de Petri contendo os filmes de polietileno), com uma altura
de aproximadamente 3,5 mm na placa de Petri, titulando-se 20 mL do gel em cada placa.

Em seguida, os moldes devem ser secados em temperatura ambiente na auséncia de luz. O periodo
de secagem pode variar, dependo da temperatura ambiente e da umidade relativa. No entanto, o mes-
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mo processo pode ser reproduzido em estufa controlada a 30°C. Apds o periodo de secagem, os biofil-
mes de quitosana foram separados do polietileno.

2.5 Neutralizacao dos biofilmes

ApOs a secagem, os biofilmes recém-formados apresentavam um potencial hidrogenidénico (pH)
acido, devido a solugdo de acido acético utilizado para a obtengdo do gel; portanto, fez-se a neutraliza-
¢do com a imersdo dos biofilmes em uma bacia plastica contendo agua destilada. Rapidamente, os bio-
filmes eram retirados e colocados para secar em temperatura ambiente. A quitosana é facilmente
rompida ao entrar em contato com a dgua, por isso esse processo deve ser meticuloso para ndo causar
sua fragmentacao ou deformacdo. A reticulacdo que envolve ligagdes cruzadas nas cadeias biopolimé-
ricas é uma alternativa para aumentar a resisténcia e tenacidade.

Resultados e discussao

O gel preparado utilizando-se a metodologia proposta apresentou boa viscosidade, além de facil
homogeneizacdo. As concentracoes utilizadas foram ideais para a formacao do gel de quitosana, sem a
necessidade de agitacdo magnética, sendo que o gel formando apresentou as mesmas caracteristicas
de outros géis de quitosana confeccionados de formas diferentes (MARUCA et al., 1982; MARK, 1990;
MARTINS, 2005). Cada gel de quitosana ira variar nas suas propriedades devido a caracteristica inicial
da prépria quitosana utilizada, sendo que alguns géis devem passar por processos de filtracdo e adigao
de outros reagentes (DIAS et al., 2008). Entretanto, o gel formado no experimento, com concentracio e
volume maior de acido acético (CH3COOH) e tempo de repouso prolongado, demonstrou ndo haver a
necessidade de filtracdo ou adicdo de outros reagentes, apresentando caracteristicas de viscosidade
regulares, produzindo um biofilme com propriedades fisicas e estruturais para diferentes tipos de a-
plicagoes.

As superficies moldadas com polietileno (Fig. 1) também se mostraram uma forma alternativa
como molde para a confecc¢do dos filmes de quitosana. Sua preparagdo deve ser meticulosa, evitando
ao maximo mas formagdes ou ondulacdes na superficie; essa técnica, porém, possibilita a formacgao de
biofilmes de quitosana com varios moldes diferentes, ndo apresentando o problema de aderéncia no
vidro, facilitando sua retirada sem se romper do molde (Fig. 2).

Figura 1. Superficies de placas de Petri moldadas com polietileno para a formacgdo e secagem dos biofilmes de quitosana.
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Figura 2. Biofilme de quitosana confeccionado nas placas de Petri com polietileno. O biofilme nao apresentou nenhum rom-
pimento pela retirada do molde.

A estrutura elaborada com filmes de quitosana suportado em polietileno apresentou uma remo-
¢do por decalque similar ao destaque de figuras adesivas; isso ocorre devido a estrutura da quitosana
(Fig. 3), cujas interagdes de grupos funcionais ndo sdo formadas, gerando duas camadas distintas fa-
cilmente destacadas.

H H
. H HO. NH, &
o OH,C 0 -
H H
H H \ &
dl CHoH O
HO ™, NH T H

Figura 3. Estrutura quimica da quitosana.

Mesmo com a superficie de Teflon® é necessario ter cuidado quando da remog¢ao para ndo danifi-
car o biofilme; os custos para a obtencdo de placas de Teflon® sdo maiores ao se comparar com 0s
moldes apresentados neste trabalho.

As propriedades fisicas dos biofilmes de quitosana formados nos moldes de Teflon® descritas por
Huerta e colaboradores (2012) sdo similares as estruturas fisicas dos biofilmes formados nos moldes
revestidos com polietileno, ndo apresentando nenhuma irregularidade ou ma estruturacido que des-
qualifique os biofilmes de quitosana confeccionados desta forma.

Uma desvantagem da técnica é que qualquer dobramento do filme de polietileno serd uma defor-
macdo presente no biofilme de quitosana; com isso, toda a preparagdo do molde com polietileno deve
ser precisa e minuciosa, evitando essas mas formacgoes.

Todos os biofilmes confeccionados por estd metodologia apresentaram as mesmas caracteristicas,
com propriedades regulares, demonstrando que esta técnica é reprodutivel.

O biofilme lavado com agua destilada também apresentou propriedades regulares similares aos
biofilmes nio lavados. Apesar disso, destacaram-se caracteristicas singulares, tais como a mudanga de
coloragdo, sendo que o filme lavado com dgua destilada apresentou uma transparéncia maior que o bi-
ofilme nao lavado (Fig. 4).
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Figura 4. Comparacdo dos biofilmes de quitosana neutralizados (a esquerda) e nio neutralizados (a direita) com agua desti-
lada.

Outra caracteristica importante é a reducdo do pH &cido inicial do biofilme, sendo que muitas ve-
zes esse pH acido pode ter efeitos negativos ou insatisfatérios no uso do biofilme em certas aplicagdes.
Tentativas preliminares em reduzir o pH da solu¢do de quitosana resultaram na formacao de géis ndo
satisfatorios para revestimento (ASSIS et al., 2002). A imersao e retirada do biofilme em agua destilada
demonstraram ser possiveis alternativas para neutralizar o pH do biofilme de quitosana.

@) consideracbes finais

Os biofilmes formados neste trabalho apresentaram caracteristicas similares a outros biofilmes
confeccionados de formas mais elaboradas, mostrando uma regularidade em suas principais caracte-
risticas.

Mesmo sendo simples, este método provou ser eficiente, produzindo biofilmes regulares, com ca-
racteristicas importantes como transparéncia, neutralidade de pH, sendo essas caracteristicas impor-
tantes para aplica¢des tecnolégicas.

0 experimento também pode ser usado em aulas praticas de ensino médio e técnico, ja que neces-
sita de um minimo de recursos e todos os materiais podem ser facilmente adquiridos. Portanto, este
trabalho apresenta uma metodologia simples e de facil reproducdo para a preparacdo de biofilmes de
quitosana.
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