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RESUMO - O PHMB é um dos agentes antimicrobianos mais promissores da atualidade
devido a sua eficicia contra um amplo espectro de bactérias, podendo ser impregnado a
varios produtos, como curativos. A adsor¢do por via Umida é um dos métodos de
impregnagdo mais comuns. Neste trabalho, estudou-se a adsor¢do de PHMB em
membranas porosas de quitosana-alginato destinadas ao tratamento de lesbes de pele.
Empregou-se uma ampla faixa de concentracbes de solucbes aquosas de PHMB (de
4,0x10" a 7,6x10 mol/L), para as quais foi determinada a isoterma de adsorcdo a 37°C.
Os dados obtidos foram ajustados pelos modelos de Freundlich e Zhu e Gu (1989).
Observou-se que a capacidade de adsor¢cdo aumentou ao longo de todo o experimento,
possibilitando impregnar grandes quantidades de PHMB (méaximo experimental obtido de
cerca de 6 g/g nas condicBes testadas). Foi observado um comportamento tipico de
isoterma de Langmuir a baixas concentracdes, a partir do qual o sistema seguiu um
comportamento de multiplos platds, caracteristico da adsor¢do de alguns surfatantes em
interfaces sélido/liquido.

1. INTRODUCAO

O PHMB (polihexametileno biguanida) é um polimero que pode se apresentar na forma cationica
abaixo de pH igual a 10,96 (O’Malley et al., 2006). Este composto tem excelente atividade
antimicrobiana e pode ser incorporado a uma variedade de produtos, incluindo curativos, solucdes de
limpeza de lentes de contato, produtos para assepsia cirlrgica, tecidos, sabonetes, cosméticos e
produtos para limpeza de piscinas (Gao e Cranston, 2008; Arch Biocides, 2008; De Paula et al., 2011).
A variedade de possibilidades de aplicagdes do PHMB se deve ao fato de ele ser solivel em &gua,
estavel ao calor, inodoro, compativel com ampla faixa de valores de pH (entre 1,0 e 9,0), além de
apresentar baixa toxicidade, custo razoavel e ser de baixo impacto ambiental (De Paula et al., 2011). A
estrutura quimica do PHMB é mostrada na Figura 1.
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Figura 1 — Formula estrutural do PHMB (Gao e Cranston, 2008).
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Neste trabalho, estudou-se a adsor¢do de PHMB em membranas porosas de quitosana-alginato
(Q-A), objetivando-se 0 uso do material obtido para o tratamento de lesfes de pele. A quitosana e 0
alginato sdo polissacarideos biocompativeis e biodegradaveis de baixo custo que podem formar
complexos idnicos estaveis em determinadas condi¢es de pH. Tais complexos podem ser moldados
na forma de membranas densas. A adicdo de um surfatante biocompativel, como o Pluronic F68,
durante o preparo da mistura polimérica sob agitacdo provoca o surgimento de bolhas de ar, que ficam
retidas na estrutura formada. Apos a secagem do material, € possivel obter membranas porosas com
boa capacidade de absor¢do de fluidos e caracteristicas adequadas para a cobertura direta de lesdes de
pele (Bueno e Moraes, 2011). A aplicabilidade de tais dispositivos poderia ser aumentada pela adi¢édo
de PHMB, tornando os curativos particularmente atrativos no caso de necessidade de controle de
microrganismos presentes em feridas infectadas.

Um dos métodos mais comuns de incorporacao de agentes ativos a dispositivos biomédicos é a
incorporacdo a Umido, que consiste em mergulhar o dispositivo pronto em uma solucdo do agente
ativo, o qual é adsorvido pelo material. Idealmente, se a matriz do dispositivo interagir com o agente
bioativo, pode-se ter maior controle sobre sua cinética de liberacdo ap6s o intumescimento em meios
fisiol6gicos do que nos casos em que se verifica a simples retencao fisica.

O PHMB apresenta comportamento tipico de surfatante devido a sua estrutura anfifilica. A
estrutura alternada de segmentos hidrofilicos e hidrofobicos faz com que as moléculas de PHMB se
arranjem de maneira especifica em solucdo aquosa, na qual os segmentos hidrofobicos de
hexametileno se direcionam para o centro de uma esfera, e os segmentos hidrofilicos protonados de
biguanida se direcionam para fora de uma esfera. O resultado é uma estrutura similar a uma micela
tipica, mas formada por segmentos de uma cadeia polimérica, e ndo por moléculas independentes
adjacentes (De Paula et al., 2011). Assim, este fato deve ser levado em considera¢do no estudo de
adsorcéo do PHMB.

Em geral, a adsorcdo de um surfatante a um sélido pode ser governada por forcas eletrostaticas,
covalentes, ligagdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, dependendo do tipo de sistema em
questdo. A energia total de interacdo na adsorcdo é normalmente o resultado cumulativo de algumas ou
de todas estas forcas. A isoterma de adsorcdo de um surfatante pode ser classificada basicamente em
trés tipos, de acordo com o seu formato: tipo Langmuir (L), tipo S (S), ou tipo dois platés (L-S), com
caracteristicas de ambas as isotermas anteriores (Zhang e Somasundaran, 2006). A equacao proposta
por Zhu e Gu (1989) é um modelo geral para a adsorcéo de surfatantes em interfaces solido-liquido e
engloba esses trés tipos de isotermas. Este modelo é mostrado na Equagéo 1.

A klc(i+ kZC“J
1+k,Cll+k,Cc"?)

- ®

onde: g é a quantidade de surfatante adsorvida por unidade de massa do adsorvente; Omax € a
capacidade maxima de adsorcdo do adsorvente; C é a concentracdo de surfatante no equilibrio; k; é a
constante de equilibrio da primeira etapa da adsorcao, quando ha a interacdo direta entre o surfatante e
a superficie adsorvente; k, é a constante de equilibrio da segunda etapa da adsorcéo, na qual ocorre a
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formacdo de hemimicelas (agregados de moléculas que se estruturam formando uma monocamada
sobre a superficie solida em decorréncia da interacdo entre as moléculas de surfatante adsorvidas e as
moléculas de surfatante em solucdo) a partir da concentracdo hemimicelar critica (CHC), etapa esta na
qual ocorre um aumento significativo da quantidade de moléculas adsorvidas; e n é um parametro que
se refere ao numero de agregacao nas hemimicelas, ou seja, o nimero de moléculas por hemimicela.

Os parametros da Equacdo 1 podem assumir diversos valores. Um dos casos que simplificam
esta equacdo é quando k; tende a zero e n tende a um, o que faz com que a mesma se reduza a uma
isoterma tipo Langmuir, como mostrado na Equacéo 2.

qmaxk1C
= 2
a 1+k,C @)

A adsorcdo de surfatantes em interfaces sélido-liquido, em particular do PHMB em celulose
(Blackburn et al., 2006), pode ser também descrita pelo modelo de Freundlich, que prevé a formacéo
de mdltiplas camadas em decorréncia de interacBes entre as moléculas adsorvidas. Este modelo
descreve bem os sistemas de adsorcdo altamente heterogéneos, cuja superficie adsorvente possui
distribuicdo irregular de energia, 0 que possivelmente seria 0 caso de matrizes de quitosana
complexada com alginato. Na isoterma de Freundlich, mostrada na Equacdo 3, k é o coeficiente de
adsorcdo de Freundlich e m indica qualitativamente a reatividade dos sitios de ligacdo do adsorvente.

q=kc'" ?3)

Neste trabalho, as equacdes de Zhu e Gu (1989) e Freundlich foram empregadas para modelar o
sistema de adsor¢do de PHMB em membranas porosas de Q-A destinadas ao tratamento de lesdes de
pele. O objetivo do trabalho foi compreender o mecanismo de adsorcao do agente antimicrobiano em
solucdo aquosa na matriz polissacaridica, o qual € um dos métodos de impregnacdo mais comuns e
pode aumentar a eficacia das membranas no tratamento de feridas contaminadas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparo das membranas

Para o preparo das membranas de Q-A, utilizou-se quitosana obtida de camardo, com grau de
desacetilacdo de 95 + 1 % determinado por titulacdo (lote n° 068K00851) ¢ alginato de sddio de baixa
viscosidade (lote n° 106K0113), ambos da Sigma Chemical Co. Utilizou-se também Pluronic F68 da
Sigma Chemical Co., cloreto de calcio dihidratado e hidroxido de sodio da Merck KGaA e acido
acético glacial da Synth®.

Para a obtencdo das membranas, 90 mL de solucdo de quitosana a 1% (m/v) em acido acético a
2% (m/v) foram adicionados a 180 mL de solucéo de alginato a 0,5% (m/v) contendo Pluronic F68 a
0,02% (m/v). A adicdo foi feita com auxilio de uma bomba peristaltica (Minipuls 3, Gilson), a uma
vazdo de 200 mL/h. A reacédo entre os polimeros ocorreu em um reator de aco inoxidavel encamisado
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sob agitacdo a 500 rpm (agitador mecanico Q-251D, Quimis) e a 25°C (banho termostatico Q-214M2,
Quimis). Ao término da mistura entre as solu¢fes, aumentou-se a taxa de agitacdo para 1000 rpm e a
mistura foi agitada por 10 min. Em seguida, adicionou-se NaOH a 1M para elevar o pH a
aproximadamente 5,3, mantendo-se a agitacdo do sistema por mais 10 min. Por fim, foram adicionados
3,6 mL de solucdo de CaCl, a 2% e o sistema permaneceu sob agitacdo por mais 10 min. A mistura
obtida foi dividida igualmente em termos méassicos em duas placas de Petri de poliestireno de 15 cm de
diametro e levada & estufa com circulacdo de ar (410D, Nova Etica) a 60°C até a secagem do material.
Em seguida, cada membrana foi imersa por 30 min em 150 mL de CaCl; a 2%, seguida de mais duas
imersBes de 30 minutos em 200 mL de agua. A secagem final foi realizada em estufa a 37°C por 6
horas, sendo as bordas das membranas presas para evitar encolhimento.

2.2. Analise da adsorcdo de PHMB

Para a determinacdo da isoterma de adsorcdo de PHMB nos dispositivos de Q-A, amostras de
membranas medindo 4 cm x 1 cm foram imersas em 15 mL de solugdes aquosas de PHMB de diversas
concentragdes (variando de 4,0x107 a 7,6x10 mol/L) a 37°C e 100 rpm por 24 horas, sendo este
tempo suficiente para se atingir o equilibrio de adsor¢do, como verificado em ensaios preliminares. Ao
final do ensaio, as concentracdes de PHMB na fase aquosa foram determinadas através da medida da
absorbancia das solugfes a 235 nm. As curvas de adsorcdo obtidas foram ajustadas de acordo com o0s
modelos de Freundlich e Zhu e Gu (1989). Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.3. Determinacéo da eficiéncia de incorporagédo de PHMB nas membranas

A eficiéncia de incorporacdo (Ef) do PHMB por adsor¢do as membranas de Q-A foi calculada
segundo a Equacdo 4, em que PHMBiycia) € @ massa total de PHMB disponivel em solugdo no inicio da
impregnagdo € PHMBincorporado refere-se a massa de PHMB adsorvido.

PHMB,
Ef = —PHN;'S"”’”“ =100 (4)

inicial

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise do desempenho da matriz no que tange a adsor¢do do composto bioativo que se deseja
incorporar é de grande relevancia. As amostras de membranas expostas as solugdes de PHMB em
diferentes concentracdes atingiram as eficiéncias de incorporacdo do agente antimicrobiano mostradas
na Figura 1. Pode-se observar uma tendéncia de diminuicéo exponencial da eficiéncia de incorporagéo
com o0 aumento da concentracdo de PHMB. A eficiéncia inicial a baixas concentracdes, que era de
cerca de 80% passou muito rapidamente a cerca de 7%, quando se atingiram concentra¢des de PHMB
entre 0,008 e 0,012 mol/L. A partir de 0,012 mol/L, notou-se que a eficiéncia de incorporacdo se
manteve entre 5 a 7%. Esta diminuigéo € esperada nos casos em que a retencdo do composto na matriz
se da por adsorgdo, ocorrendo de forma mais abrupta a baixas concentragdes se a adsor¢do ocorre em
monocamada.
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Figura 1 — Eficiéncia de incorporacgdo em funcéo da concentracéo inicial de PHMB na fase aquosa.

A forma de adsor¢do do PHMB nas matrizes de Q-A foi avaliada analisando-se os dados de
equilibrio de adsor¢do de PHMB e o ajuste dos modelos de Zhu e Gu (1989) e Freundlich a tais
resultados em diferentes faixas de concentragdes do agente antimicrobiano, conforme mostrado nas
Figuras 2 e 3 e sumarizado na Tabela 1. Nestes ensaios, o pH das solucdes aquosas variou de 5,7 a 5,9.
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Figura 2 — Ajuste dos modelos de Zhu e Gu (1989) (-) e Freundlich (-) aos dados de adsorcéo de
PHMB em membranas de Q-A a 37°C e 100 rpm para concentragdes de equilibrio até 0,012 mol/L.
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Figura 3 — Ajuste dos modelos de Zhu e Gu (1989) (-) e Freundlich (-) aos dados de adsorcéao de
PHMB em membranas de Q-A a 37°C e 100 rpm para concentra¢des de equilibrio até 0,076 mol/L.

Tabela 1 — Parametros e coeficientes de determinacdo obtidos para o ajuste dos diferentes modelos de
isotermas aos dados experimentais

Modelo Parimetro [PHMB] até 0,012 mol/L [PHMB] até 0,076 mol/L
Valor R° Valor R°
.k (mol™ML Mg 1,15 64,35
Freundlich m (adimensional) 2,97 0,961 0,81 0,975
Omax (Mol/kg) 0,23 3,19
ky (L/mol) 1395,00 108,70
ZhueGu ' " adimensional) 0 0,980 48753,00 0,983
n (adimensional) 0,97 4,68

A baixas concentracbes de PHMB, de até 0,012 mol/L, o melhor ajuste foi obtido segundo a
isoterma de Zhu e Gu (1989). Nota-se que nesta faixa de concentracdes, o formato é tipico da isoterma
de Langmuir, atingindo-se um platd em aproximadamente 0,23 mol/kg. Verifica-se também que o
pardmetro k, é nulo e n tende a um, tendo-se, assim, o caso limite mostrado na Equacédo 2. Nesta faixa
de concentracOes, tem-se este tipo de comportamento provavelmente devido a adsor¢cdo do PHMB em
monocamada, havendo intera¢cGes somente entre as moléculas de PHMB adsorvidas e a superficie da
membrana. Tais interagdes seriam provavelmente de ordem eletrostatica entre os grupos biguanida do
PHMB e as carboxilas do alginato, podendo também ocorrer ligacGes de hidrogénio entre os grupos
biguanida e os grupos —OH dos polissacarideos, além de interacdes hidrofobicas entre as cadeias de
polihexametileno do PHMB e os grupos fracamente hidrofébicos dos polissacarideos, como 0s grupos
—CH da cadeia principal da quitosana e do alginato e os grupos N-acetil da quitosana.
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A concentracdes maiores de PHMB, de até 0,076 mol/L, o melhor ajuste foi novamente obtido
para a isoterma de Zhu e Gu (1989). O formato da isoterma da Figura 3 é complexo (classificacdo do
tipo L-S, com mais de um plat6), devendo-se provavelmente a crescente reorganizacdo das moléculas
de PHMB na superficie e a adsor¢do de moléculas subsequentes, possibilitando atingir a capacidade
maxima teorica de adsorcdo das membranas (Qmax) de cerca de 3,2 mol/kg, equivalente a 8,0 g/g.

Conforme ja mencionado, a adsorcdo de PHMB em celulose foi estudada por Blackburn et al.
(2006). Tal matriz adsortiva é comparavel as membranas de Q-A, ja que a quitosana possui estrutura
quimica semelhante a celulose e o alginato possui grupos carboxila que também podem estar presentes
na celulose devido a sua oxidacdo. Estes autores observaram que, a partir de determinada
concentracdo, as moléculas de PHMB podem interagir entre si através de ligacfes de hidrogénio entre
0s grupos biguanida e por interacdes laterais hidrofobicas entre as cadeias de polihexametileno, com a
formagéo de hemimicelas (agregagdo em monocamada) e mesmo de admicelas (agregacdo do tipo
bicamadas ordenadas) na superficie da matriz polissacaridica, havendo, assim, a formacdo de
multicamadas. Os parametros da isoterma de Freundlich calculados com base nos dados de adsorgéo
de PHMB em celulose (para concentracbes de PHMB até 0,04 mol/L) obtidos por Blackburn et al.
(2006) resultam em valores de k e m iguais a, respectivamente, 0,83 mol“ Y™ Y"kgt e 1,76 (com R?
de 0,980); embora o valor de m seja proximo ao obtido no presente trabalho (0,81) indicando
reatividade similar dos sitios de ligacdo dos adsorventes, o valor do coeficiente de adsorgdo k € muito
superior na matriz de Q-A. J& no modelo de Zhu e Gu (1989), os valores de max, K1, k2 € n calculados
usando os dados de Blackburn et al. (2006) foram de, respectivamente, 20,47 mol/kg, 58,75 L/mol, 1 e
115,08, com R? de 0,982. Em comparacdo com o presente trabalho, observaram-se as maiores
diferengas nos parametros k, e n, que sdo referentes a etapa de formacdo e adsor¢do na forma de
hemimicelas, indicando que estas sdo maiores no caso da adsorcdo em celulose.

No sistema Q-A, a concentracdo hemimicelar critica (CHC), a partir da qual se formam as
hemimicelas, pode ser calculada através da Equacéo 5 proposta por Zhu et al. (1989).

Co\ed 4
CHC:(nsz i (5)

Para o sistema em estudo, obteve-se um valor de CHC igual a 0,026 mol/L, o qual pode ser
associado a um dos pontos de inflexdo do grafico da isoterma de adsorcdo (Figura 3), a partir do qual
passa a ocorrer um aumento significativo da quantidade de PHMB adsorvido nas membranas.

Comparando-se os dados das isotermas com os resultados mostrados na Figura 1, nota-se que, a
baixas concentracdes (de até cerca de 0,012 mol/L), a diminuicdo exponencial da eficiéncia de
incorporacdo deve ocorrer devido a adsorcdo do PHMB em monocamada, exaurindo progressivamente
os sitios disponiveis para adsor¢do na superficie da matriz. A maiores concentracdes, as moléculas de
PHMB passam a adsorver em multicamadas sobre as moléculas de PHMB ja adsorvidas. A partir deste
ponto, a concentracdo de PHMB torna-se alta em relacdo aos sitios disponiveis para adsorcao,
diminuindo a eficiéncia de incorporacdo, mas nao a fazendo tender a zero por nao se atingir na faixa
estudada o platd estimado de maxima adsorcao, estimado em 3,19 mol/kg (equivalente a 7,97 g/g).
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho, verificou-se que a isoterma de adsorcdo de PHMB em membranas porosas de Q-
A tem formato do tipo L-S, tipico da adsorcdo de alguns surfatantes em interfaces solido-liquido. O
modelo geral para adsorcéo de surfatantes proposto por Zhu e Gu (1989) ajustou-se bem aos dados nas
faixas de concentragdes testadas, permitindo supor que a adsor¢do ocorre em monocamada a baixas
concentracdes de PHMB e na forma de hemimicelas ou mesmo admicelas a medida em que a
concentracdo aumenta. Verificou-se que as membranas de Q-A possuem alta capacidade de adsorgao
de PHMB, permitindo impregnar altas quantidades do antimicrobiano, de até cerca de 6 g por grama
de matriz polissacaridica nas condicdes testadas (méximo previsto de 8 g/g), no entanto, a eficiéncia de
incorporacdo para se atingir esta quantidade adsorvida é baixa.
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