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Obþinerea ºi caracterizarea de suporturi biocompatibile
sub formã de microparticule ºi filme de chitosan-alginat

cu ureazã imobilizatã
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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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Numeroºi polimeri sunt utilizaþi în practicã pentru a fi
obþinute proteze ce pot înlocui pãrþi ale corpului sau pentru
a ajuta la restaurarea funcþiilor vitale [1].

Chitosanul ºi alginatul, polimeri polizaharidici naturali
ºi relativ simplu de procesat, sunt cei mai utilizaþi pentru
realizarea de suporturi biocompatibile [2] pe care se pot
imobiliza substanþe active diverse care sunt ulterior
eliberate controlat [3,4]. Suporturile pe bazã de chitosan,
alginat sau amestecuri din cei doi polimeri pot fi obþinute
sub forma de pelicule sau microparticule [5]. Dintre toate
variantele de pelicule polimerice obþinute (neporoase,
microporoase, asimetrice, compozite ºi dinamice), cele
asimetrice obþinute prin procesul inversiei de fazã sunt cele
mai uzuale [6]. Realizarea acestor pelicule implicã dizolvarea
polimerului într-un solvent sau într-un amestec de solvenþi.
Soluþia obþinutã se extinde pe un suport de sticlã, metalic sau
textil negonflabil, dupã care are loc precipitarea prin una din
cele patru tehnici: precipitare din fazã de vapori, prin
evaporare controlatã, termicã, imersie-precipitate  [7].

Tehnicile de preparare a suporturilor biocompatibile sub
formã de microparticule pe bazã de chitosan ºi alginat au fost
dezvoltate dupã anii 1980. Trei din cele mai cunoscute metode
sunt: denaturare chimicã [8], insolubilizare într-o soluþie cu
pH bazic [9,10], metoda pulverizãrii uscate [11].

În cadrul acestei lucrãri este prezentatã obþinerea ºi
caracterizarea unor microparticule ºi filme din chitosan, alginat
sau amestec de chitosan-alginat, care au fost testate ca
suporturi pentru imobilizarea ureazei.

Partea experimentalã
Pentru prepararea de suporturi biocompatibile sub

formã de microparticule s-au utilizat ca polimeri chitosanul
ºi alginatul de sodiu (ALDRICH).

Microparticulele de chitosan au fost preparate prin
dizolvarea chitosanului într-o soluþie de acid acetic 2%. Într-
o primã variantã (MC1) a fost obþinutã o soluþie polimericã
de chitosan (3% concentraþie masicã), iar în cea de-a doua
variantã (MC2) s-a utilizat chitosan (1,5% concentraþie
masicã) ºi polietilenglicol - PEG (1,5%) pentru creºterea
vâscozitãþii. Tot în cea de-a doua variantã s-a adãugat
glicerol (10%) ca porogen. Soluþiile polimerice au fost þinute
sub agitare continuã timp de 3-4 h pânã la obþinerea unei
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soluþii omogene, dupã care au fost turnate în picãturã într-o
soluþie, agitatã continu, de  hidroxid de sodiu (5%, respectiv
9%), în care precipitã instantaneu formându-se microparticule.

Microparticulele din alginat, respectiv din amestec de
alginat/chitosan au fost obþinute prin dizolvarea alginatului
de sodiu în apã distilatã (soluþie de concentranþie 5%), iar
dupã omogenizarea soluþiei aceasta a fost turnatã în
picãturã, cu ajutorul unei seringi, într-o soluþie de clorurã
de calciu 0,2 M  pentru obþinerea microparticulelelor de
alginat, respectiv într-un amestec de soluþie clorurã de
calciu 0,2M cu soluþie 1% chitosan în acid acetic (raport
volumetric 2:1) pentru obþinerea microparticulelelor de
alginat/chitosan.

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

Procedeul de lucru utilizat pentru obþinerea suporturilor
biocompatibile sub formã de film a fost inversia de fazã,
tehnica de evaporare controlatã.

Au fost obþinute urmãtoarele tipuri de filme pe bazã de
chitosan:

M1 - 1% chitosan în sol. acid acetic 1%;
M2 -  1% chitosan în sol. acid acetic 1% + 1% PEG;
M3 - 1,5% chitosan în sol. acid acetic 2% + 2% PEG;
M5 - 1,5% chitosan în sol. acid acetic 2% + 1,5% PEG +
        glicerol.
În recepturile de preparare a acestor filme

polietilenglicolul (PEG 20000) s-a introdus ca aditiv pentru
creºterea viscozitãþii, iar glicerolul ca porogen.

Pentru obþinerea filmelor, soluþiile au fost aplicate sub
forma unei pelicule direct pe o suprafaþã netedã (sticlã),
cu ajutorul unui trãgãtor (“doctor blade”) cu fanta de 0,4
mm, apoi s-a evaporat solventul la o temperaturã de 50°C,
timp de cca. 4 h. Dupa evaporare peliculele formate sunt
tratate cu o soluþie de hidroxid de sodiu 5% timp de 50 - 60
min la 80°C, iar în final peliculele sunt spãlate extensiv cu
apã distilatã pentru îndepãrtarea hidroxidului în exces.

Peliculele au fost caracterizate din punct de vedere al
structurii ºi ultrastructurii cu ajutorul aparatului Coulter
Porometer (porozitate) ºi al microscopiei electronice de
baleiaj (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),
enzimã care catalizeazã reacþia de hidrolizare a ureei.
Determinarea activitãþii enzimatice a soluþiilor de enzimã
liberã ºi imobilizatã s-a fãcut cu reactiv Nessler [12].
Randamentul de imobilizare al ureazei pe suporturi a fost
determinat prin dozarea activitãþii enzimatice prin metoda
Nessler iniþial ºi la 24 h dupã imobilizare. Enzima a fost
imobilizatã prin adsorbþie pe suport solid, utilizând suportul
solid ca atare sau reticulat cu metil-p-toluen sulfonat N-
ciclohexil-N’(2-morfolinoetil)-carbodiimidã 0,02 g/mL ºi
respectiv cu citrat de sodiu 2,5%  [13].

Rezultate ºi discuþii
Dimensiunile ºi structura morfologicã a suporturilor

obþinute sub formã de microparticule a fost pusã în evidenþã
prin microscopie electronicã SEM.

Microgramele (fig. 1-3) pun în evidenþã o structurã mai
poroasã în cazul microparticulelor MC2 la care concentraþia
soluþiei polimerice este de 1,5% (faþã de 3% în cazul
microparticulelor MC1) ºi au în compoziþie glicerol, ca
porogen.

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

Caracteristicile structurale ale suporturilor sub formã de
filme preparate sunt prezentate în tabelul 1.

Se observã din datele prezentate în tabelul de mai sus
influenþa aditivului (PEG) ºi a concentraþiei solventului
(acidul acetic). Astfel, se constatã cã soluþiile în care intrã
PEG formeazã în procesul de peliculizare un strat uniform
care-ºi menþine forma timp îndelungat. Din punct de
vedere structural, pentru o concentraþie mai mare de 1%
PEG se obþin filme rezistente, în timp ce soluþiile polimerice
în care se introduce PEG într-o concentraþie mai micã sau
egalã cu 1% formeazã filme transparente (cu diametre ale
porilor  < 0,2 μm).

De asemenea, concentraþia solventului influenþeazã
tipul de peliculã obþinutã: o concentraþie de 1% conduce
la formarea de filme transparente, în timp ce utilizarea unei
concentraþii de 2% duce la obþinerea de filme
semitransparente, respectiv  la creºterea diametrelor
porilor peliculei.

Un alt factor care conduce la creºterea diametrului
porilor peliculei este cel de-al doilea aditiv porogen
introdus, ºi anume glicerolul. Prin modificarea acestor
parametrii se poate dirija procesul de obþinere a peliculelor
astfel încât dimensiunile porilor filmelor sã fie adecvate
utilizãrilor ulterioare.

Distribuþia mãrimii porilor corespunzãtoare filmului M5
este de tip distribuþie gaussiana (fig.4).

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

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

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

Tabelul 1
CARACTERISTICILE FILMELOR PE BAZÃ DE CHITOSAN

Fig.4 Distribuþia mãrimii porilor- film M5
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Micrograma corespunzãtoare filmului M5 (fig.5) pune
în evidenþã structura asimetricã a acestui film, cu existenþa
distinctã a celor douã straturi componente (strat activ dens
cu o grosime de 10-20 μm ºi strat macroporos cu o grosime
de 150-200 μm).

Pentru dozarea activitãþii ureazei a fost realizatã curba
de etalonare (fig.6) utilizând o soluþie de sulfat de amoniu
preparat în acid sulfuric cu diluþii diferite, peste care se
adaugã reactiv Nessler ºi se colorimetreaza la 436nm /12.
De menþionat cã activitatea iniþialã a ureazei a fost
determinatã ca fiind 3.97 UI/mg, iar peste fiecare tip de
suport s-au adãugat 2 mL soluþie de enzimã 0.2 mg/mL
(AEintrodusa =1.58 UI/probã, unde s-a notat cu AE activitatea
enzimaticã).

Randamentele obþinute la imobilizarea ureazei au
depins de mai mulþi factori, aºa cum este prezentat în
tabelul 2.

Din datele prezentate în tabelul  2 se observã cã cele
mai bune randamente de imobilizare ale ureazei au fost
obþinute în cazul variantelor în care suporturile
(microparticule din alginat/chitosan, respectiv pe
membranã din chitosan) au fost activate cu metil-p-toluen
sulfonat N-ciclohexil-N’(2-morfolinoetil)-carbodiimidã.

Rezultate comparative privind randamentele de
imobilizare au fost prezentate în literatura de specialitate
pentru ureaza imobilizatã pe membrane compozite pe
bazã de chitosan [14] sau pe microparticule de chitosan

Fig.5  Micrograma  filmului M5 – vedere transversala

Fig.6  Curba de etalonare pentru dozarea activitãþii enzimatice a ureazei

[15], ureaza imobilizatã în microparticule de alginat [16],
pectinaza imobilizatã pe suporturi de alginat de sodiu  [17].

Concluzii
Pot fi obþinute prin procedee simple ºi rapide

microparticule sau filme din chitosan, alginat sau
amestecuri ale celor doi polimeri.

Suporturile biocompatibile obþinute au prezentat
caracteristici structurale bune ce le recomandã la
imobilizarea ureazei, dar ºi pentru alte enzime.

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

Ureaza imobilizatã pe diferite suporturi are aplicaþii
biomedicale in analiza ureei din sânge, detectarea  ureei
in domeniul agricol ºi în apele reziduale, detectarea ureei
in lapte ºi  produsele din lapte falsificate cu uree.

Mulþumiri: Lucrarea a fost finanþatã parþial din proiectul nr. 06-400106–
Program Biostar.
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