Obtinerea si caracterizarea de suporturi biocompatibile
sub forma de microparticule si filme de chitosan-alginat
cu ureaza imobilizata
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This study focuses on the preparation and characterization of the microparticles and films from
chitosan,alginate and alginate/chitosan in relation to their application as supports for the urease
immobilization. These enzymes are imobilized by using the following adsorbtion on solid supports methods:
direct immersion of the support into enzymatic solutions; direct attachment of the carbodiimide derivate or
sodium citrate activated supports. Carbodiimide activated supports have proved to be the most appropriate
imobilization procedure. In this case the immobilization yields exceed 70%.
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Numerosi polimeri sunt utilizati in practica pentru a fi
obtinute proteze ce potinlocui parti ale corpului sau pentru
a ajuta la restaurarea functiilor vitale [1].

Chitosanul si alginatul, polimeri polizaharidici naturali
si relativ simplu de procesat, sunt cei mai utilizati pentru
realizarea de suporturi biocompatibile [2] pe care se pot
imobiliza substante active diverse care sunt ulterior
eliberate controlat [3,4]. Suporturile pe baza de chitosan,
alginat sau amestecuri din cei doi polimeri pot fi obtinute
sub forma de pelicule sau microparticule [5]. Dintre toate
variantele de pelicule polimerice obtinute (neporoase,
microporoase, asimetrice, compozite si dinamice), cele
asimetrice obtinute prin procesul inversiei de faza sunt cele
mai uzuale [6]. Realizarea acestor pelicule implica dizolvarea
polimerului intr-un solvent sau intr-un amestec de solventi.
Solutia obtinuta se extinde pe un suport de sticla, metalic sau
textil negonflabil, dupa care are loc precipitarea prin una din
cele patru tehnici: precipitare din faza de vapori, prin
evaporare controlatd, termicd, imersie-precipitate [7].

Tehnicile de preparare a suporturilor biocompatibile sub
forma de microparticule pe baza de chitosan si alginat au fost
dezvoltate dupa anii 1980. Trei din cele mai cunoscute metode
sunt: denaturare chimica [8], insolubilizare intr-o solutie cu
pH bazic [9,10], metoda pulverizarii uscate [11].

In cadrul acestei lucrdri este prezentata obtinerea si
caracterizarea unor microparticule si filme din chitosan, alginat
sau amestec de chitosan-alginat, care au fost testate ca
suporturi pentru imobilizarea ureazei.

Partea experimentala

Pentru prepararea de suporturi biocompatibile sub
forma de microparticule s-au utilizat ca polimeri chitosanul
si alginatul de sodiu (ALDRICH).

Microparticulele de chitosan au fost preparate prin
dizolvarea chitosanului intr-o solutie de acid acetic 2%. Intr-
o prima varianta (MC1) a fost obtinuta o solutie polimerica
de chitosan (3% concentratie masica), iarin cea de-a doua
varianta (MC2) s-a utilizat chitosan (1,5% concentratie
masicd) si polietilenglicol - PEG (1,5%) pentru cresterea
vascozitatii. Tot in cea de-a doua variantd s-a adaugat
glicerol (10%) ca porogen. Solutiile polimerice au fost tinute
sub agitare continua timp de 3-4 h pana la obtinerea unei
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solutii omogene, dupa care au fost turnate in picatura intr-o
solutie, agitata continu, de hidroxid de sodiu (5%, respectiv
99), in care precipita instantaneu formandu-se microparticule.

Microparticulele din alginat, respectiv din amestec de
alginat/chitosan au fost obtinute prin dizolvarea alginatului
de sodiu in apa distilata (solutie de concentrantie 5%), iar
dupa omogenizarea solutiei aceasta a fost turnata in
picaturd, cu ajutorul unei seringi, intr-o solutie de clorura
de calciu 0,2 M pentru obtinerea microparticulelelor de
alginat, respectiv intr-un amestec de solutie clorura de
calciu 0,2M cu solutie 1% chitosan in acid acetic (raport
volumetric 2:1) pentru obtinerea microparticulelelor de
alginat/chitosan.

Microparticulele au fost caracterizate din punct de
vedere structural prin microscopie electronica de baleiaj
SEM, cu ajutorul unui aparat Scanning Electron Microscope
Philips XL-20, la 20 kV.

Procedeul de lucru utilizat pentru obtinerea suporturilor
biocompatibile sub forma de film a fost inversia de faza,
tehnica de evaporare controlata.

Au fost obtinute urmatoarele tipuri de filme pe baza de
chitosan:

M1 - 1% chitosan in sol. acid acetic 1%;

M2 - 1% chitosan in sol. acid acetic 1% + 1% PEG;

M3 - 1,5% chitosan in sol. acid acetic 2% + 2% PEG;

M5 - 1,5% chitosan in sol. acid acetic 2% + 1,5% PEG +

glicerol.

In recepturile de preparare a acestor filme
polietilenglicolul (PEG 20000) s-a introdus ca aditiv pentru
cresterea viscozitatii, iar glicerolul ca porogen.

Pentru obtinerea filmelor, solutiile au fost aplicate sub
forma unei pelicule direct pe o suprafatd neteda (sticla),
cu ajutorul unui tragator (“doctor blade”) cu fanta de 0,4
mm, apoi s-a evaporat solventul la o temperatura de 50°C,
timp de cca. 4 h. Dupa evaporare peliculele formate sunt
tratate cu o solutie de hidroxid de sodiu 5% timp de 50 - 60
min la 80°C, iar in final peliculele sunt spdlate extensiv cu
apa distilata pentru indepartarea hidroxidului in exces.

Peliculele au fost caracterizate din punct de vedere al
structurii si ultrastructurii cu ajutorul aparatului Coulter
Porometer (porozitate) si al microscopiei electronice de
bal)eiaj (Scanning Electron Microscope Philips XL-20, la 20
kV).
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Suporturile preparate au fost utilizate pentru
imobilizarea ureazei (urea amidohidrolaza EC 3.5.1.5),
enzima care catalizeaza reactia de hidrolizare a ureei.
Determinarea activitatii enzimatice a solutiilor de enzima
libera si imobilizata s-a facut cu reactiv Nessler [12].
Randamentul de imobilizare al ureazei pe suporturi a fost
determinat prin dozarea activitatii enzimatice prin metoda
Nessler initial si la 24 h dupa imobilizare. Enzima a fost
imobilizata prin adsorbtie pe suport solid, utilizand suportul
solid ca atare sau reticulat cu metil-p-toluen sulfonat N-
ciclohexil-N’(2-morfolinoetil)-carbodiimida 0,02 g/mL si
respectiv cu citrat de sodiu 2,5% [13].

Rezultate si discutii

Dimensiunile si structura morfologica a suporturilor
obtinute sub forma de microparticule a fost pusa in evidenta
prin microscopie electronica SEM.

Microgramele (fig. 1-3) pun in evidenta o structura mai
poroasa in cazul microparticulelor MC2 la care concentratia
solutiei polimerice este de 1,5% (fatda de 3% in cazul
microparticulelor MC1) si au in compozitie glicerol, ca
porogen.

Microparticulele din chitosan obtinute au avut un
diametru mediu de 1-1,5mm, iar cele de alginat, respectiv
alginat/chitosan un diametru mediu de 0,8-1 mm.

Fig.1 Micrograma particulelor sferice din chitosan - MC1 -
vedere pe suprafata membranei

Fig.2 Micrograma particulelor sferice din chitosan - MC2 -
vedere pe suprafata membranei

Fig.3 Micrograma particulelor sferice din alginat/chitosan-
vedere pe suprafata membranei

Caracteristicile structurale ale suporturilor sub forma de
filme preparate sunt prezentate in tabelul 1.

Se observa din datele prezentate in tabelul de mai sus
influenta aditivului (PEG) si a concentratiei solventului
(acidul acetic). Astfel, se constata ca solutiile in care intra
PEG formeaza in procesul de peliculizare un strat uniform
care-si mentine forma timp indelungat. Din punct de
vedere structural, pentru o concentratie mai mare de 1%
PEG se obtin filme rezistente, in timp ce solutiile polimerice
in care se introduce PEG intr-o concentratie mai mica sau
egala cu 1% formeaza filme transparente (cu diametre ale
porilor < 0,2 pm).

De asemenea, concentratia solventului influenteaza
tipul de pelicula obtinuta: o concentratie de 1% conduce
la formarea de filme transparente, in timp ce utilizarea unei
concentratii de 2% duce la obtinerea de filme
semitransparente, respectiv la cresterea diametrelor
porilor peliculei.

Un alt factor care conduce la cresterea diametrului
porilor peliculei este cel de-al doilea aditiv porogen
introdus, si anume glicerolul. Prin modificarea acestor
parametrii se poate dirija procesul de obtinere a peliculelor
astfel incat dimensiunile porilor filmelor sa fie adecvate
utilizarilor ulterioare.

Distributia marimii porilor corespunzatoare filmului M5
este de tip distributie gaussiana (fig.4).

M5
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Fig.4 Distributia marimii porilor- film M5

Tabelul 1 5

CARACTERISTICILE FILMELOR PE BAZA DE CHITOSAN
Nr Tip film dmin | 9max dmed Nr.total Observatii
crt pm um um pori/em’x(10°)
1 M1 - - <02 - Film rezistent (transparent)
2 M2 - - <0,2 - Film rezistent (transparent)
3 M3 0,3 0,606 0,355 4,48 Film rezistent (semitransparent)
4 M5 0,251 0,444 0,457 11,03 Film rezistent (semitransparent)
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Fig.5 Micrograma filmului M5 - vedere transversala
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Fig.6 Curba de etalonare pentru dozarea activitatii enzimatice a ureazei

Tabelul 2
RANDAMENTUL DE IMOBILIZARE A UREAZEI PE SUPORTURILE BIOPOLIMERICE

Nr. | Tip suport Tip de activare Masa de | A.Esupori A.E. specif|Randament de

crt. suport,mg, UV/ UlVmg imobilizare
suport suport %

1 Microparticule | derivat de carbodiimida 56,4 1,38 0,02 87

2 din alginat citrat de sodiu 56,7 0,95 0,01 60

3 imersare directa 59 1,28 0,02 81

4 Microparticule | derivat de carbodiimida 39,6 1,21 0,03 76

5 din chitosan citrat de sodiu 40,5 1,15 0,02 72

6 (MC2) imersare directa 34 0,99 0,02 62

7 Microparticule| derivat de carbodiimida 36 14 0,039 89

8 din citrat de sodiu 34,6 0,02 0,0005 12,6

9 alginat/chitosan imersare directa 35 0,91 0,026 57

10 | Suport  plan | derivat de carbodiimida 31,9 1,33 0,042 84

11 | (film) citrat de sodiu 30,6 1,26 0,041 80

12 M2) imersare directa 46,7 0,85 0,01 53

13 | Suport plan derivat de carbodiimida 29 1,4 0,03 89

14 | (film) citrat de sodiu 32 1,13 0,035 71,5

15 M5) imersare directa 31 1,13 0,036 71,5

OBS. Randamentul de imobilizare s-a exprimat ca raport intre A.Eguport Si AEinwodusa

Micrograma corespunzatoare filmului M5 (fig.5) pune
in evidentd structura asimetrica a acestui film, cu existenta
distincta a celor doua straturi componente (strat activ dens
cu o grosime de 10-20 wm si strat macroporos cu o grosime
de 150-200 um).

Pentru dozarea activitatii ureazei a fost realizata curba
de etalonare (fig.6) utilizand o solutie de sulfat de amoniu
preparat in acid sulfuric cu dilutii diferite, peste care se
adauga reactiv Nessler si se colorimetreaza la 436nm /12.
De mentionat ca activitatea initiald a ureazei a fost
determinata ca fiind 3.97 Ul/mg, iar peste fiecare tip de
suport s-au addugat 2 mL solutie de enzima 0.2 mg/mL
(AEintro e = 1.58 Ul/proba, unde s-a notat cu AE activitatea
enzimaticd).

Randamentele obtinute la imobilizarea ureazei au
depins de mai multi factori, asa cum este prezentat in
tabelul 2.

Din datele prezentate in tabelul 2 se observa ca cele
mai bune randamente de imobilizare ale ureazei au fost
obtinute in cazul variantelor in care suporturile
(microparticule din alginat/chitosan, respectiv pe
membrana din chitosan) au fost activate cu metil-p-toluen
sulfonat N-ciclohexil-N’(2-morfolinoetil)-carbodiimida.

Rezultate comparative privind randamentele de
imobilizare au fost prezentate in literatura de specialitate
pentru ureaza imobilizata pe membrane compozite pe
baza de chitosan [14] sau pe microparticule de chitosan
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[15], ureaza imobilizata in microparticule de alginat [16],
pectinaza imobilizata pe suporturi de alginat de sodiu [17].

Concluzii

Pot fi obtinute prin procedee simple si rapide
microparticule sau filme din chitosan, alginat sau
amestecuri ale celor doi polimeri.

Suporturile biocompatibile obtinute au prezentat
caracteristici structurale bune ce le recomanda la
imobilizarea ureazei, dar si pentru alte enzime.

Au fost obtinute randamente de imobilizare a ureazei
cuprinse in intervalul 76 - 89% in cazul variantelor in care
suportul a fost activat cu metil-p-toluen sulfonat N-
ciclohexil-N’(2-morfolinoetil)-carbodiimida.

Ureaza imobilizata pe diferite suporturi are aplicatii
biomedicale in analiza ureei din sange, detectarea ureei
in domeniul agricol si in apele reziduale, detectarea ureei
in lapte si produsele din lapte falsificate cu uree.

Multumiri: Lucrarea a fost finantatd partial din proiectul nr. 06-400106-
Program Biostar.
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