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RESUMO

A quitosana é um biopolimero obtido por meio de desacetilacdo parcial da quitina. O grau de
desacetilacdo (GD) envolvido nessa conversdo é um parametro importante, pois determina as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas da quitosana. Neste trabalho, busca-se determinar
0 GD da quitosana por meio das técnicas de titulagdo potenciométrica e de espectrofotometria
de ultravioleta visivel. As propriedades fisico-quimicas da quitosana foram caracterizadas por
espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho, difracdo de raios-X, termogravimetria
e calorimetria exploratoria diferencial. O espectro de infravermelho da quitosana confirmou
as principais bandas de absorcdo associadas aos grupos quimicos presentes na sua estrutura,
além de atribuir um GD de 69,7%. O difratograma apontou 24,6% de cristalinidade, a analise
térmica confirmou a perda de massa em dois estagios caracteristicos de desidratacdo e
decomposi¢do do polimero, além de evidenciar os picos de temperatura envolvidos nesses
eventos. Na titulacdo, evidenciaram-se os dois pontos de inflexdo tipicos da curva, além de
um GD de 74,9% segundo metodologia de Tan et al. (1998), e de 60,7% segundo Torres et al.
(2005). Foi encontrado um maximo de absorcdo em ultravioleta visivel para a quitosana em
203,9nm, bem como uma faixa de relagdo linear da concentragdo do polimero pela
absorbancia entre 0,05 e 0,50mg/mL, além de absortividade molar de 3,467mg™.mL.cm™ e
GD de 81,2%. Portanto, percebeu-se que o GD da quitosana € influenciado pelo método
empregado, 0 que explica as grandes variacdes observadas, e por isso 0 método utilizado na

sua determinacao deve ser também relatado junto ao valor encontrado para a amostra.

Palavras-chave: Quitosana. Grau de desacetilagdo. Titulagdo. Espectrofotometria.



ABSTRACT

Chitosan is a biopolymer obtained by partial deacetylation of chitin. The degree of
deacetylation (DD) involved in this conversion is an important parameter because it
determines the physical, chemical and biological properties of chitosan. In this work, the DD
of chitosan is determined by potentiometric titration and ultraviolet visible
spectrophotometry. Chitosan physico-chemical properties were characterized by infrared
spectroscopy, X-ray diffraction, differential scanning calorimetry and thermogravimetry.
Chitosan infrared spectrum revealed major absorption bands associated with its chemical
groups and assigned a DD of 69.7%. The diffractogram showed 24.6% of crystallinity, the
thermal analysis confirmed a characteristic two-stage mass loss due to polymer dehydration
and decomposition, and pointed out the temperature peaks involved in these events. The
titration revealed two typical inflection points, DD of 74.9% according to Tan et al. (1998)
method, and 60.7% according to Torres et al. (2005). An ultraviolet visible maximum
absorption in 203.9nm was found to chitosan, and a linear range of polymer concentration
versus absorbance between 0.05 and 0.50 mg/mL, molar absorptivity of 3.467mg™.mL.cm™
and DD of 81.2%. Therefore, the DD of chitosan is influenced by the method used, which
explains the large variations observed, so the technique used for its determination should also
be reported with the value found for the sample.

Keywords: Chitosan. Degree of deacetylation. Titration. Spectrophotometry.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura molecular da CElUIOSE. ...........coeiiiieiiciece e 20
Figura 2 — Estrutura molecular da qUItING. ...........cccoiieiiiic i 21
Figura 3 — Estrutura molecular da qUItoSaNa. ...........cccceieiiiiiiniieceee e 21
Figura 4 — Fluxograma das etapas do trabalho. ... 41

Figura 5 — Representacdo da linha de base utilizada para analise qualitativa do espectro

(o - W0 [ (0 1Y= o - VSO SSR 45
Figura 6 — Espectro de FTIR da quitosana e a representacdo de sua estrutura............... 46
Figura 7 — Espectro da quitosana para CAlculo do GD. ..........ccccoiiieiniinineince e 48
Figura 8 — Difratograma da amostra de quitoSana PUIa. ..........c.cceeeeieereseeieesesneseennens 49

Figura 9 — Estrutura quimica de um segmento da quitosana com destaque para a
numeracao da posi¢do dos atomos de carbono, oxigénio e Nitrogénio............cc.ccecveveunnene 50
Figura 10 — Difratograma da quitosana com destaque para a area total da curva.......... 52

Figura 11 — Difratograma da amostra de quitosana pura com destaque para area

cristalina do pico de 20=20,16°. .............c.coiiuiiiiiie it 52
Figura 12 — Difratograma da amostra de quitosana pura com destaque para area
cristalina do pico de 20=9,8°. ... 53
Figura 13 — Difratograma da quitosana com destaque para as areas cristalinas em
20720, 16° € 9,80, ..t nnrn s 54
Figura 14 — Curva de TGA da qQUITOSANE. .........cecieiiiiieiie ettt sre e 55
Figura 15 — Curva de DSC da qUITOSANA. ........ccviiriiieieieie s 56
Figura 16 — Curva de titulagéo potenciométrica da quitoSana. ...........ccccecerevrenereeenennns 57
Figura 17: Derivada primeira da curva de titulacdo potenciométrica da quitosana. ......58
Figura 18 — Derivada segunda da curva de titulacdo potenciométrica da quitosana. .....58

Figura 19 — Espectros de ordem zero das solucGes de &cido acético: a) 0,01M; b) 0,02M;
) 0,03V, .ot b ettt et a bt s r et et et re et et neebeneens 60
Figura 20 — Espectros de derivada primeira das solucfes de acido acético: a) 0,01M; b)
0,02M; €) 0,03 M. ...ttt bbbttt re et neere e 61
Figura 21 — Curva de calibracdo de solucdes padrao de quitosana de 0,05mg/mL a
00 3T T | PSSP 61
Figura 22 — Curva de calibragdo de soluctes padrdo de quitosana de 0,05mg/mL a
0,50MIG ML ..ot e b e e ae e raeana e 62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Relagdo entre bandas e grupos funcionais da quitosana..............ccccccceverueenen. 47
Tabela 2 — Perda de massa da quitosana em fungao dos estagios tErmicos. ..................... 55
Tabela 3 — Temperaturas e respectivos eventos térmicos caracteristicos da quitosana. .56
Tabela 4 — Volumes necessarios para neutralizar o excesso de acido da solugdo e a

QUItOSANA NA TITUIACAOD. ...c.veiieieicece et es 57



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AE/AV — Variacao do potencial por unidade de titulante;
ApH/AV — Variacéo de pH por unidade de titulante;

26 — Angulo de espalhamento;

A — Absorbéncia;

a — Parametro de rede da célula ortorrémbica;

Anx — Area da fracdo amorfa;

Ac — Area da fragfo cristalina;

ATR — Attenuated Total Reflectance — Reflex&o Total Atenuada;
b — Pardmetro de rede da célula ortorrémbica;

C — Concentracéo do analito;

c — Pardmetro de rede da célula ortorrémbica;

cm™ — Namero de onda;

dA — Variacdo da absorbancia;

dA/d\ — Variacdo da absorbancia por comprimento de onda;
DRX — Difragéo de Raios-X;

DSC - Differential Scanning Calorimetry — Calorimetria exploratdria diferencial;
dA — Variagdo do comprimento de onda;

FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy — Espectroscopia de Absorcdo na Regido do
Infravermelho;

GC — Grau de Cristalinidade;

GD — Grau de Desacetilacéo;

GIliN — Monbmero glicosamina;

GliNAc — Mondmero acetilglicosamina;

Ko — Transicéo eletronica entre as camadas L e K.

| - Comprimento do caminho oOptico;

M — Massa da amostra;

MM — Massa molar;

n — Ordem da curva diferencial;

Pl — Ponto de Inflexdo da curva de titulacéo;

pKa — Logaritmo negativo da constante de acidez;

TGA — Thermogravimetric Analysis — Analise Termogravimétrica;

u.a. — Unidades arbitrarias;



UV — Ultravioleta;

VIS — Visivel;

Vm — Volume médio do titulante;

X — Unidade monomérica de glicosamina;

y — Unidade monomérica de acetilglicosamina;
ZCP — Zero Crossing Point — Ponto zero da curva;
B — Angulo da célula unitaria monoclinica;

& — VibracGes de deformacéo.

¢ — Absortividade molar;

6 — Angulo de difracéo;

A — Comprimento de onda;

Amax — Comprimento de onda maximo;

v — Vibragdes de estiramento.



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ....oociiieeeeeeeeee ettt ettt sttt 15
2 JUSTIFICATIVA . ettt sttt ettt 17
B O ] = 1 I Y 1 T RSP 18
3.1 ODJEtivo PrinCIpal.......ccooiiiiiiiee e 18
3.2, ODbjetivos ESPECITICOS ....cuvciiiieiecii et 18

4 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....ocooiiiiitintieeiseiseeesissss s 19
Ot R = 1 1] 0 4 F= =] g T U OO TSS PRSPPSO 19
A O U 1) (0= o - OSSPSR 20
4.2.1  ASPECLOS GEIAIS .....uiiveeieeieitee ittt st et ee st ste et e e s teeste e reenbe e e e saeenreenee e 20
4.2.2  HISIOTICO ....oieiiiie ettt bbbttt bbbt nbenneas 23
4.2.3  OBIENGEAD ..ottt 23
O O L - Tod (=] ] 1] oF LSS 26
4.25  Propri€dades ........cccceeiieieiieii ettt 27
O T Y o] [T Lot - PSS 30
4.2.7  Aplicagdes em BIOMALEITAIS .........ccoiiiiirieieieiese e 30
4.2.8  Grau de Desacetilagao.........ccoceiiiiiiiiiiiiiiieie e 31

4.3  Titulago POteNCIOMEALIICA ......ccooviiiieiiiieieee s 32
4.3.1 Titulacdo Potenciométrica de QUItOSANA...........ccevveevieieeiieeieiiece e 34

4.4  Espectrofotometria de UV-VIS.........oooiiiiiiiie e 35
4.4.1  Espectrofotometria de UV-VIS derivada ... 37
4.4.2  Espectrofotometria de UV-VIS de QUIt0SaNa..........ccoovriririnieeneneniiesenceias 39

5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ...ccocciiiiitece e 41
5.1 Etapas de desenvolvimento do trabalho ..............ccccooiiiiiicie e, 41
oI |V = =] g - LSS 41

o T0C T |V =1 (o [0SR 41
5.3.1  Espectroscopia de Infravermelno (FTIR).........cccoviiiiiiiiiiie e 41
5.3.2 Difragdo de RaIOS-X (DRX) ....ocueiiiiiiieiieie et 42
5.3.3  ANALISE TAIMICA ....cccuiiieiieiieeieseesie e see e e e e e et ra e reebesseesneenneenee e 42
5.3.4  Titulagdo POtENCIOMALIICA. .......ueiveiiiiieiiieieiee e 43
5.3.5  Espectrofotometria de UV-VIS...........oooiiiiii i 44

6 RESULTADOS E DISCUSSOES .....coeveeiieeteiseeiieieseeiesseeeee s sesesss s ssnensons 45

6.1 Espectroscopia de Infravermelno (FTIR) ...t 45



6.2 Difracdo de RaI0S-X (DRX) ...oiiiiiiiiiieiesie ettt 48

CTR Y AN = [T =1 0 [ PP 54
6.4  Titulac8o POtENCIOMEALIICA .....ccuveviiicciece e 56
6.5 Espectrofotometria de UV-VIS.........cccooiiiiiieiicc e 60
7 CONSIDERAQ@ES FINAIS ..o 64

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooiieieeieeeeeeeeeevee e es s, 65



15

1 INTRODUCAO

Tecidos do corpo humano que sofrem algum tipo de lesdo podem ser reparados por
meio da utilizacdo de biomateriais: materiais utilizados em dispositivos que tém como
objetivo promover a reparacdo estrutural, estética e/ou funcional de um 6rgdo ou tecido
biologico ou, ainda, que entram em contato com fluidos corporais. Esses materiais ndo so
permitem melhores e mais adequadas condi¢cGes de manipulacdo de suas estruturas e
propriedades, como também proporcionam mais garantia e confiabilidade na reconstituicdo do
local danificado (OREFICE et al., 2006).

A quitosana tem sido muito estudada para aplicagdo como biomaterial em diversas
areas, com destaque para engenharia, biotecnologia e medicina (ASSIS; SILVA, 2003). Seu
grande potencial decorre da abundancia na natureza da matéria-prima da qual é derivada, a
quitina, que é um constituinte das conchas de crustaceos (WANG et al., 2004). Além disso,
suas vantagens de utilizacdo como biomaterial decorrem de importantes caracteristicas, tais
como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e hidrofilicidade (TORRES et
al., 2005).

A quitosana e a quitina sdo aminopolissacarideos (ASSIS; SILVA, 2003) de estrutura
semelhante a da celulose. Como diferenca a quitina apresenta em sua estrutura um grupo
acetamido (DALLAN, 2005), a partir do qual, por meio da desacetilacdo parcial, se obtém a
quitosana (DON et al., 2006). Nessa conversdo, estdo presentes varios grupos amino livres na
estrutura, o que confere a quitosana expressiva caracteristica cationica (WANG et al., 2004).

O grau de desacetilacdo (GD) da quitosana é um parametro fundamental para esse
polimero, pois surge da sua obtencéo a partir da quitina (SILVA; MANO; REIS, 2008). O GD
relaciona a quantidade de grupos amino que estdo livres na cadeia polimérica (SANTOS,
2004), por isso exerce influéncia nas suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (TAN et
al., 1998), ja que interfere em aspectos como solubilidade (WU; ZIVANOVIC, 2008);
viscosidade (ZHANG et al., 2011); comportamento mecéanico (CHATELET; DAMOUR,;
DOMARD, 2001), eletrostatico (WU; ZIVANOVIC, 2008), imunoldgico (TAN et al., 1998);
biodegradacdo (KASAAI, 2009); cicatrizacdo de feridas, (CHATELET; DAMOUR,
DOMARD, 2001) dentre outros.

A dificuldade de se determinar o GD da quitosana se deve ao desafio dos métodos
analiticos, e por isso, um grande nimero de técnicas diferentes tem sido publicadas nas
ultimas décadas (BEIL et al., 2012). Métodos para esse fim se referem a: espectroscopia de

absorcéo na regido do infravermelho, espectrofotometria de ultravioleta, titulacdo coloidal,
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titulacdo potenciométrica, determinacdo enzimatica, ressonancia nuclear magnética, dentre
outros (KHAN, PEH, CH’NG, 2002; TAN et al., 1998; WU, ZIVANOVIC, 2008; HEUX et
al., 2000).

Para se escolher uma metodologia, devem ser consideradas as limitagdes inerentes a
mesma, além de fatores como simplicidade e rapidez de execucdo, relacdo custo-beneficio,
confiabilidade, tolerancia a contaminacdes e presenca de impurezas (TAN et al., 1998). Com
destaque, a titulacdo potenciométrica e a espectrofotometria de ultravioleta surgem como boas
alternativas para a determinacdo do GD, em funcdo de apresentarem, respectivamente, baixo
custo e boa reprodutibilidade (ZHANG et al., 2011; BEIL et al., 2012).

A determinacdo do GD faz parte das analises de rotina realizadas para o controle de
qualidade de amostras de quitina e quitosana. Ajustes no processamento desses polimeros
baseados no GD sdo geralmente necessarios para facilitar uma preparacdo mais rapida e
viavel das amostras (ZHANG et al., 2005). Além disso, é essencial obter um método padrédo
para se determinar 0 GD da quitosana, que satisfaca aos fabricantes e aos usuarios finais, a
fim de promover um maior aproveitamento desse material (TAN et al., 1998).

Assim, o estudo e o aprimoramento da quitosana, bem como da determinacdo do seu
grau de desacetilacdo, constituem itens de relevante contribuicdo para o desenvolvimento

desse material na promogdo da saude e do bem estar das pessoas.
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2 JUSTIFICATIVA

O grau de desacetilacdo (GD) é uma propriedade de extrema importancia, ja que, em
primeiro lugar, define se o polimero € quitina ou quitosana. Por outro lado, 0 GD é um dos
pardmetros mais relevantes também em termos de caracterizacdo da quitosana, pois influencia
suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, além de determinar, consequentemente, a sua
utilizacdo e aplicacdes. Desse modo, € essencial se determinar o GD da quitosana, o que pode
ser alcancado por meio de varias técnicas e métodos de analise quimica. A busca por um
método de determinacdo do GD que se torne uma metodologia padronizada e confiavel
considera processos simples, rapidos e de baixo custo, e isso € associado por muitos autores a

titulacdo potenciométrica e a espectrofotometria de ultravioleta visivel.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Principal

Determinar o grau de desacetilagdo (GD) da quitosana por meio das técnicas de
titulagdo potenciométrica e de espectrofotometria de ultravioleta visivel.

3.2. Objetivos Especificos
Caracterizar as propriedades fisico-quimicas do polimero quitosana por meio das

técnicas de espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR), difracdo de raios-

X (DRX), termogravimetria (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Biomateriais

A palavra biomaterial pode ser definida como o material que é utilizado para fabricar
dispositivos que substituem uma parte ou uma fun¢do do corpo humano ou que entram em
contato com tecidos vivos, ambos de maneira segura, econémica e fisiologicamente aceitavel.
O objetivo da utilizacdo desses biomateriais € melhorar a saide humana por meio da
restauracdo da funcdo natural de um tecido ou 6rgdo do corpo, por isso, muitos desses
dispositivos tratam de doencas e lesdes (PARK; LAKES, 2007).

De acordo com a Conferéncia de Consenso da Sociedade Europeia de Biomateriais,
realizada em Chester, Inglaterra, em marco de 1986, os biomateriais sdo materiais destinados
a interagir com sistemas biol6gicos de modo biocompativel, isto €, capaz de desempenhar seu
papel com uma resposta adequada do hospedeiro em determinada aplicacdo (RATNER et al.,
2004).

Em outra definicdo, os biomateriais se referem aos materiais que constituem partes de
implantes médicos, dispositivos extracorporeos e descartaveis, de origem sintética ou natural,
que podem ser utilizados por qualquer periodo de tempo, como o todo ou como uma parte de
um sistema que trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo (DEE;
PULEO; BIZIOS, 2002).

Os biomateriais correspondem a tipos de materiais que se diferenciam de outros
materiais por conter uma combinacdo de propriedades mecénicas, quimicas, fisicas e
bioldgicas que os tornam vidveis a sua utilizacdo em contato com o corpo humano. Cada
relacdo de propriedade do material é especifica para cada tecido ou para cada funcdo que se
deseja restaurar e recompor no organismo (OREFICE et al., 2006).

A ciéncia responsavel pelo estudo e fabricagdo de materiais tem a necessidade de
buscar e desenvolver materiais que possam estar em contato direto com o corpo humano e
com tecidos vivos em geral sem causar nenhum tipo de dano, problema ou rejeigéo por parte
do organismo (MARQUEZ, 2005).

Os biomateriais apresentam inimeras vantagens de utilizagdo, pois permitem melhores
e mais adequadas condi¢des de manipulacéo de suas estruturas, propriedades e interagdes com
0 organismo receptor; promovem grandes oportunidades de realizar, com mais garantia e
confiabilidade, a reconstrucdo de tecidos ou o6rgdos afetados por patologias ou falhas
(OREFICE et al., 2006).
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O conceito de biocompatibilidade do biomaterial implica, obviamente, em sua
compatibilidade com o organismo, mas isso se refere a capacidade do material de ndo
provocar danos ao corpo humano, em termos de reacGes toxicas, carcinogénicas, antigénicas,
mutagénicas e trombogénicas (BLACK; HASTINGS, 1998).

O sucesso de um biomaterial é altamente dependente de trés fatores principais:
propriedades e biocompatibilidade do dispositivo, estado de saude do paciente receptor do
dispositivo e as condi¢bes de implantagdo no organismo (PARK; LAKES, 2007). Esses
fatores podem ser exemplificados pelo grau da resposta inflamatoria do organismo, pelo
tempo de recuperagdo pos-operatorio, pela interferéncia na qualidade de vida do paciente e,
ainda, pelo tempo de vida Gtil do implante (OREFICE et al., 2006).

Os campos de aplicacdo dos biomateriais abrangem medicina, cirurgia, odontologia e
medicina veterinaria, bem como todos os aspectos relacionados ao cuidado da saude do
paciente (DEE; PULEO; BIZIOS, 2002).

4.2 Quitosana

4.2.1 Aspectos Gerais

A quitosana e a quitina representam uma familia de biopolimeros (FREIER et al.,
2005) formados por unidades monoméricas de composicdo aminopolissacaridica (ASSIS;
SILVA, 2003) em sequéncia linear semelhante a da celulose. A diferenca estrutural entre a
celulose, cuja estrutura € apresentada na Figura 1, e a quitina, apresentada na Figura 2, é a
ligacdo de um grupo hidroxila na celulose e um grupo acetamido na quitina, ambos na posi¢ao
do carbono 2 de cada unidade glicosidica. Assim, a quitina ¢ um polimero B-(1-4)-2-
acetamido-2-deoxi-D-glicose reconhecido por suas unidades monomeéricas acetilglicosamina
(GliNAc) (DALLAN, 2005).

Figura 1 — Estrutura molecular da celulose.

OH OH

OH OH
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Figura 2 — Estrutura molecular da quitina.

OH OH

A quitina é o segundo composto organico mais abundante da natureza depois da
celulose (ASSIS; SILVA, 2003). A quitina apresenta o mesmo papel estrutural que a celulose
cumpre nas plantas e que o colageno realiza nos animais superiores (PILLAI; PAUL,;
SHARMA, 2009). A quitina estd presente nas carapacgas de crustaceos, como no camardo, no
caranguejo, na lagosta, no siri e em krills (NGAH; KAMARI; KOAY, 2004), além de compor
0 exoesqueleto de artropodes, em insetos como formigas e besouros (BRITO et al., 2009),
também na parede celular de fungos, leveduras (WAN et al., 2003) e nemat6deos. Alguns
tipos de fungos contém quitosana naturalmente em suas paredes celulares (SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006), a exemplo de algumas espécies de cogumelos (VINSOVA;
VAVRIKOVA, 2008).

A quitosana é obtida por desacetilacdo parcial da quitina em solucdo alcalina em
diferentes extensdes de reacdo (DON et al., 2006), isto €, por N-desacetilacdo, a partir da qual
se obtém um copolimero de 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose.
Assim, a quitosana € um copolimero formado por unidades monoméricas de glicosamina
(GliN) e acetilglicosamina (GliNAc), como representado, na Figura 3, pelas unidades x e y
respectivamente (SILVA et al., 2004).

Figura 3 — Estrutura molecular da quitosana.
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A propor¢do dos grupos GIliN na estrutura da quitosana é conhecido como grau de

desacetilagcdo (GD) e corresponde aos grupos amino que estéo livres no polimero (SANTOS,
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2004). Esse parametro serve como critério para definicdo da espécie corresponder a quitina ou
quitosana (SILVA; MANO; REIS, 2008). Dessa forma, considera-se como o copolimero
quitosana, de acordo com a Figura 3 anterior, quando o GD é maior do que 50%, isto &,
x>50%, e ao contrario, considera-se quitina quando y> 50%. Preparos de quitosana
disponiveis comercialmente possuem GD variando de 50 a 90% (SUH; MATTHEW, 2000).

O GD é um parametro que possui importante influéncia nas propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas da quitosana (TAN et al., 1998), pois representa a quantidade de grupos
NH; que podem ser protonados em meio &cido e, desse modo, estd relacionado a sua
propriedade de solubilidade (SILVA et al., 2004). Além do critério de nomenclatura utilizado
para a identificacdo das espécies de quitina e quitosana, pode-se distingui-las baseando-se
exatamente nas suas propriedades de solubilidade em referéncia ao acido acético 0,1M, e
assim, considera-se quitina como a forma insoltvel e quitosana como a solivel (KUMIRSKA
etal., 2010).

A quitina € um polimero de coloracdo branca, duro e inelastico (KUMAR, 2000),
inerte e insolGvel em &gua, em solventes organicos (LARANJEIRA; FAVERE, 2009), em
4cidos diluidos e em solucdes alcalinas. E sollvel em &cidos minerais concentrados, porém
sofre simultaneamente degradacdo de sua cadeia polimérica (SANTOS, 2004). A sua
solubilidade é considerada em casos dos acidos hexafluoroisopropanol hexafluoroacetona,
cloroalcoois em conjugacdo com solucBes aquosas de &cidos minerais mineirais (KUMAR,
2000). A sua dificuldade de solubilizacdo se deve a alta extensdo de ligagcdes de hidrogénio
em uma estrutura semicristalina (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).

A quitosana é insolivel em &gua, acidos concentrados, bases, alcodis e acetona
(DALLAN, 2005) e em solucBes com pH maior que 7, devido as fortes ligagdes intra e
intermoleculares de hidrogénio (MA et al., 2009). Porém, é reativa e solivel em determinadas
condicdes (ASSIS; SILVA, 2003), como em é&cidos fracos e diluidos com pH menor que 5,
pois nesses casos 0S grupos amino sdo protonados e as moléculas de quitosana se tornam
completamente solGveis (TUZLAKOGLU et al., 2004). Exemplos desses é&cidos que
solubilizam a quitosana sdo tanto os de carater inorganico, como 0s acidos nitrico, perclorico,
fosforico (DALLAN, 2005) e cloridrico (SILVA et al., 2004), quanto os de carater organico,
como o &4cido acético, o qual é o solvente mais utilizado (LARANJEIRA; FAVERE, 2009),
acidos formico, latico e citrico (SILVA et al., 2004).

Quitina e quitosana sdo exemplos de polissacarideos altamente basicos. A solubilidade
da quitosana se deve a seu comportamento de base forte, pois possui grupos amino primarios

com pKa de 6,3. Assim, para solu¢cbes com pH abaixo de 6, a quitosana é soltvel, mas se
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torna insoltvel em pH acima de 6. Essa faixa de transicéo soltvel-insoltvel ocorre entre pH 6
a 6,5 (PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009).

4.2.2 Historico

A quitina foi descoberta em 1811 por Henri Braconnot quando foi isolada pela
primeira vez de espécies de fungos, sendo por isso inicialmente denominada “Fungina”. Em
1823, Antoine Odier isolou um residuo insoltvel proveniente de carapacas de insetos, o qual
foi designado por quitina (SCHWENDICKE, 2009).

O termo quitina vem da palavra grega khitdén, que significa carapaca ou caixa de
revestimento, uma vez que sua funcdo é revestir e proteger os invertebrados nos quais é
encontrada. Por muitos anos houve controvérsia com relacdo a quitina em funcdo da davida
de se tratar ou ndo de um novo material, devido as suas grandes semelhancas estruturais com
a celulose. Esse impasse foi resolvido em 1843 por Payen, por causa do registro da presenca
de nitrogénio na estrutura da quitina (SANTQOS, 2004).

A quitosana foi descoberta em 1859 por C. Rouget, durante o tratamento da quitina
com uma solugdo de hidroxido de sodio, e consequente obtencdo de uma “quitina
modificada”. Em 1894 F. Hoppe-Seyler submeteu a quitina a um novo tratamento alcalino
com hidréxido de potéssio a 180°C e obteve um produto muito solGvel em &acido acético
(RANGEL-MENDEZ; ESCOBAR-BARRIOS; DAVILA-RODRIGUEZ, 2010). F. Hoppe-
Seyler propds 0 nome quitosana ao produto, o qual continha 0 mesmo contetdo de nitrogénio
que a quitina original (ALMEIDA, 2009).

Porém, as primeiras pesquisas envolvendo a quitosana se iniciaram somente no século
XX (SANTOS, 2004). A quitosana foi produzida comercialmente pela primeira vez em 1971
no Japao, e em 1986 a mesma ja possuia quinze industrias produzindo comercialmente tanto
quitina quanto quitosana (ALMEIDA, 2009).

4.2.3 Obtencéao

A producdo de quitina e quitosana ocorrem frequentemente a partir dos rejeitos da
industria de alimentos enlatados baseados em crustaceos, como caranguejo e camardo. Dessa
forma corresponde a um processo realizado com um custo relativamente baixo (KUMAR,
2000). As carapagas de crustaceos sdo residuos abundantes e rejeitados pela inddstria

pesqueira, pois em muitos casos sdo consideradas poluentes. A utilizacdo desse residuo reduz
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0 impacto ambiental causado pelo seu acumulo nos locais onde é gerado ou estocado
(AZEVEDO et al., 2007). Assim, o processo de producdo da quitosana é economicamente
viavel e ecologicamente interessante, devido a utilizacdo de subprodutos da industria de pesca
(CAMPOS et al., 2005).

Nesse processo a quitina é extraida por tratamentos &cidos para dissolver o carbonato
de calcio do crustaceo (KUMAR et al., 2004), ao se utilizar acidos como cloridrico e nitrico
(GOY; BRITO; ASSIS, 2009), seguido de uma extracdo alcalina para solubilizar proteinas
(RINAUDO, 2006), lipidios e pigmentos (KUMAR et al., 2004). Além disso, ha uma etapa de
descoloragédo frequentemente adicionada, que pode ser realizada, por exemplo, com KMnQO, e
acido oxalico (AZEVEDO et al., 2007), para remover residuos de pigmentos e obter um
produto incolor (RINAUDO, 2006).

O processo de desacetilacdo da quitina para obtencdo da quitosana deve ser realizado
de forma adequada para garantir alto grau de pureza e auséncia de contaminantes, como
proteinas, endotoxinas e metais toxicos (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006). A
certificacdo do produto obtido em termos de pureza e coloracdo depende de residuos dessas
proteinas e pigmentos, 0s quais podem causar problemas no seu uso subsequente, caso seja
para uma aplicacdo, por exemplo, em um biomaterial (RINAUDO, 2006).

Uma das preocupacdes relacionadas as carapacas de crustaceos utilizadas na obtencéo
de quitina e quitosana esta no fato de a qualidade dessa fonte de material ser baixa devido a
uma contaminacdo da agua das regides nas quais esses animais foram recolhidos, e que
podem ser passiveis, por exemplo, de contaminacdo com metais pesados. A possibilidade de
existéncia desses residuos deve ser averiguada, pois pode comprometer a utilizacdo desses
animais para fabricacdo de quitina e quitosana (KHOR, 2005).

Um exemplo do processo de producdo da quitosana envolve as seguintes etapas como
descrito a seguir: 1) obtencdo das cascas e/ou esqueletos de animais marinhos, que
correspondem as fontes de quitina; 2) desmineralizacdo das cascas e/ou esqueletos obtidos,
por meio de secagem, moagem e tratamento do pé com solucdo de HCI 0,5 mol/L; 3)
desproteinagdo, por meio de uma solucéo diluida de NaOH 1% sob agitacdo por 24h a 65°C;
4) obtencdo da quitina, que corresponde ao residuo da etapa anterior; 5) N-desacetilagdo da
quitina, por meio do tratamento com uma solucdo de NaOH 50% a 100°C de 2 a 5 horas sob
atmosfera de nitrogénio; 6) Lavagem do residuo obtido na etapa anterior para eliminacdo do
excesso alcalino, seguida de secagem a 110°C por 24 h; 7) obtencdo da quitosana (SANTQOS,
2004).
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A obtencédo de quitosana com elevado GD é geralmente dificil, pois & medida que o
GD aumenta (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006), isto €, com o prolongamento da reacdo
e geracdo de produtos mais completamente desacetilados, cresce a possibilidade de severa
degradacdo das cadeias do polimero (AZEVEDO et al., 2007). Em termos préaticos, o GD
maximo que pode ser alcangado em um Unico tratamento alcalino esta em torno de 75 a 85%
(ARANAZ et al., 2009).

Foram desenvolvidos dois métodos para a conversédo alcalina da quitina em quitosana:
homogéneo e heterogéneo (DING et al., 2003). O primeiro ocorre em meio aquoso com
quitina previamente intumescida sob baixa pressdo, j& o0 segundo, com quitina em estado
solido (ARANAZ et al., 2009).

O método de processamento utilizado na preparacdo da quitosana, seja em condi¢cfes
heterogéneas, seja em homogéneas, determina como as unidades GIiN e GIiNAc sdo
distribuidas no copolimero: de forma aleatdéria ou em bloco (KHOR; LIM, 2003). Nos casos
de sintese da quitosana por desacetilacdo da quitina em condicdes heterogéneas, formam-se
cadeias polimerizadas em bloco, e em condi¢cdes homogéneas, ha polimerizacéo aleatéria dos
mondmeros (PRASHANTH; THARANATHAN, 2007).

A reacgdo de desacetilacdo da quitina envolve a utilizacdo de uma substancia alcalina
em temperatura elevada por longo tempo de exposi¢do para produzir a quitosana (VELDE;
KIEKENS, 2004), pois esse composto alcalino remove proteinas simultaneamente ao
processo de desacetilacdo (KUMAR, 2000). Utilizam-se geralmente solu¢bes extremamente
concentradas de 40 a 50% de hidréxido de s6dio (CANELLA; GARCIA, 2001). No caso de
desacetilagdo em meio homogéneo, uma quitina com GD menor que 40% ja é suficiente para
resultar em quitosana. No caso de condicGes heterogéneas, o GD necessario é menor
(VELDE; KIEKENS, 2004).

A excessiva quantidade utilizada de hidréxido de sédio no processo de desacetilacdo
corresponde a uma preocupagdo tanto econdmica, quanto ecoldgica, por isso estratégias
alternativas tém sido buscadas para manter uma quantidade minima desse hidroxido. Exemplo
disso é a reacdo em estado solido que utiliza a metade da quantidade de NaOH que um
sistema aquoso utilizaria, a partir da mistura da quitina com NaOH em pd em propor¢do em
massa de 1:5, seguida de extrusdo a 180°C, e consequente producdo de quitosana com alto
GD (KUMAR et al., 2004).

As reacBes em meio heterogéneo ocorrem preferencialmente nas regides amorfas do
polimero, e por isso 0s produtos da reagdo podem apresentar heterogeneidade ao longo da

cadeia (GARCIA et al., 2008). Além disso, por causa da morfologia semicristalina da quitina,
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a quitosana obtida por esse mecanismo de reacdo de desacetilagdo em estado s6lido possui
estrutura irregular com uma distribuicdo heterogénea de grupos acetilados ao longo das
cadeias (RINAUDO, 2006).

A distribuicdo dos grupos acetilados pela estrutura polimérica, aleatéria ou em bloco,
influencia a solubilidade da quitosana e a formacdo das interacGes entre as cadeias, devido as
ligagBes de hidrogénio e as ligacdes hidrofobas do grupo acetilado (RINAUDO, 2006).

A reacdo de desacetilacdo parcial da quitina pode ocorrer em varias extensdes e
produzir quitosana com diferentes GD e massa molar (MM) (ZHANG; NEAU, 2001).
Variac¢Ges de GD e MM provocam alteragdes nas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da
quitosana (ZHANG; NEAU, 2002). As propriedades da solucdo de quitosana dependem nao
s6 do GD e da MM, como também da distribuicdo dos grupos acetilados ao longo da cadeia
principal (RINAUDO, 2006).

Outra opc¢do para a desacetilacdo alcalina da quitina é a versdo enzimatica (GUPTA,;
JABRAIL, 2006), como ocorre naturalmente a desacetilacdo enzimética em espécies de
bactérias e fungos (ARANAZ et al., 2009). Esse processo € alcancado em condi¢cdes mais
brandas, quando comparadas as condi¢Ges severas do método convencional, além de ser
realizada com menor degradacdo do polimero e com baixa polui¢do, porém a um custo mais
elevado (WANG; TURHAN; GUNASEKARAN, 2004).

4.2.4 Caracteristicas

A quitosana apresenta elevada MM com variagdo de 10 a 1000kDa (PILLAI; PAUL;
SHARMA, 2009), isto é, de 10* a 10°%g/mol (CANELLA; GARCIA, 2001). As composicdes
de elevada MM possuem boa capacidade filmogénica como resultado das ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares (BALAU et al., 2004). Em funcdo da elevada MM, sua
viscosidade é também alta, alcangando valores até 2000mPa.s (ILLUM, 1998). A quitosana
possui uma massa de 161g por unidade de monémero glicosamina e uma concentragcdo de
grupos amino (—NH,) de 6,21mmol/g quando na forma completamente desacetilada (WU,
TSENG; JUANG, 2009).

A quitosana € um polimero semicristalino (RINAUDO, 2006), cuja cristalinidade &
funcdo do GD, e alcangca maximos para a quitina (GD = 0%) e quitosana completamente
desacetilada (GD = 100%). J& os minimos de cristalinidade sdo alcancados por GD
intermediarios (SUH; MATTHEW, 2000).
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No estado sélido, cristalitos relativamente rigidos se formam devido ao arranjo regular
dos grupos hidroxila e amino nas posi¢des equatoriais ao redor da ligacdo glicosidica de
repeticdo das unidades. Ja em solucdo, as ligaces de hidrogénio conduzem a formacéo de
microfibrilas, as quais dependem da concentracdo da quitosana (GHOLIPOUR; BAHRAMI;
NOURI, 2009).

A configuracdo promovida pela ligacdo glicosidica resulta em uma estrutura rigida e
sem ramificacdes. Além disso, a abundancia de grupos hidroxila e amino com tendéncia a
formar ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular resultam em formacdes lineares com alta
cristalinidade (PRASHANTH; THARANATHAN, 2007). Por essa estrutura rigida, a
quitosana apresenta elevado modulo de elasticidade, baixa tensdo de ruptura e elevada
temperatura de transicdo vitrea (KOLHE; KANNAN, 2003). J& as ligacdes de hidrogénio

intramoleculares conferem alta resisténcia ao calor (KIM et al., 2004).

4.2.5 Propriedades

A quitosana é um polimero policatidnico, pois em meio acido se comporta como um
polieletrolito, isto €, apresenta uma alta densidade de carga positiva por unidade de
glicosamina, devido a protonacgdo dos grupos amino (DALLAN, 2005). Assim, na presenca de
solucBes aquosas diluidas de acidos, surgem interacOes eletrostaticas repulsivas entre 0s
grupos amino ionizados ao longo da cadeia polimérica (CANELLA; GARCIA, 2001).

Devido a sua natureza catibnica, a quitosana é versatil e moldavel em diversas formas
e sua facil capacidade de formacdo de géis e filmes, destacam a formacdo de estruturas tais
como géis, membranas, além de esferas, microesferas (TORRES et al., 2005), pés, flocos,
nanoparticulas, esponjas, colmeias, fibras e fibras ocas (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Por apresentar essa caracteristica catidnica, a quitosana é capaz de interagir e se aderir
a biomoléculas como proteinas, polissacarideos, &cidos nucleicos e &cidos graxos, dentre
outras, pois essas podem apresentar cargas negativas em suas superficies. Outra propriedade
decorrente do carater catibnico é o comportamento floculante que ocorre na interagdo com
coloides carregados negativamente (DALLAN, 2005).

A quitosana apresenta capacidade de se complexar com diversos ions metalicos em
processos de quelacdo e remocdo de ions, tais como ferro, cobre, magnésio, prata, cadmio,
mercuario, chumbo, niquel e cromo (DALLAN, 2005), pois a presenca de grupos amino e
hidroxila servem como sitios quelantes para adsor¢do desses ions metélicos e também de
substancias como corantes e proteinas (NGAH; KAMARI; KOAY, 2004). A adsorgéo de ions
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de metais de transicdo na quitosana ocorre via coordenagdo com 0S grupos amino nao
protonados, como a coordenacéo de metais pesados divalentes, a exemplo do Cu®*, Cd** e
Pb%** (WU; TSENG; JUANG, 2009).

A quitosana é um polimero hidrofilico, devido a presenca de grande numero de
hidroxilas e aminas na sua estrutura (LARANJEIRA; FAVERE, 2009). A predominancia
desses grupos hidroxila, amino e acetamido nas suas cadeias poliméricas fornecem sitios de
alta polaridade que sdo favoraveis ao contato com moléculas de agua e caracterizam, assim,
um material com alto grau de afinidade e retencéo de agua, isto €, comportamento de hidrogel
(ASSIS; SILVA, 2003).

A presenca de uma alta porcentagem de grupos amino reativos na estrutura polimérica
permite que inumeras modificaces quimicas sejam realizadas levando a formacdo de
diversos outros compostos derivados, por processos como carboxilacdo, acilacdo, sulfonacéo,
amidacéo dentre outros (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

Entre as principais propriedades da quitosana estdo: biocompatibilidade,
biodegradabilidade, capacidade de interagir com células, acelerar a cicatrizacdo de feridas,
propriedades hemostaticas, antibactericidas, antifingicas (LEE et al., 2009), mucoadesdo,
acao cicatrizante, agente hipocolesterolémico, hipouricémico (GARCIA et al., 2008),
atividade antitumoral, imunoadjuvante (CAMPOS et al., 2005).

A quitosana € biocompativel, isto é, um material que ndo produz reacBes adversas no
organismo receptor e tem a habilidade de desencadear uma resposta apropriada para uma
determinada aplicacdo. A biocompatibilidade depende de diversos fatores, tanto os inerentes
ao organismo receptor, como sua espécie, sua heranca genética e o local de implantacdo ou
aplicagéo; quanto as relativas ao material, como sua composigdo, sua forma, seu tamanho, sua
rugosidade, quimica de superficie e degradacdo (BRITO et al., 2009).

A propriedade de biodegradacdo resulta na liberacdo de aminoagUcares que podem ser
excretados ou incorporados ao caminho metabdlico de glicosaminoglicanos e glicoproteinas
(BALAU et al., 2004). As enzimas hidroliticas envolvidas no processo de biodegradacédo de
quitina e quitosana sdo: lisozima, quitinase, quitina deacetilase e quitosanase. Estas estdo
largamente distribuidas nos tecidos e fluidos corpéreos dos animais, das plantas, além de
microrganismos do solo (DALLAN, 2005).

A quitosana apresenta capacidade de inibir o crescimento de uma variedade de fungos,
leveduras e bactérias. A sua atividade antimicrobiana é elevada contra muitos
microorganismos patdgenos, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas
(TRIPATHI; MEHROTRA,; DUTTA, 2009).
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Esse comportamento se deve a sua natureza catidnica e habilidade de interagir
agressivamente com a superficie da membrana celular desses microorganismos ou com
componentes anidnicos de suas paredes, como lipopolissacarideos e proteinas. O resultado da
morte celular pode ocorrer por diversos processos, tais como modificacdo da permeabilidade
da membrana e vazamento de conteddo intracelular, ou impedimento de entrada de nutrientes
nas células, ou por ligagio com o DNA e inibicio do RNA e da sintese proteica
(PRASHANTH; THARANATHAN, 2007).

As propriedades hemostaticas da quitosana envolvem a aglutinacdo de células
vermelhas do sangue, devido a sua propriedade policatinica e a sua interacdo inespecifica
com membranas celulares (RAO; SHARMA, 1997). A quitosana possui efeito coagulante ao
participar muito eficazmente do processo de coagulacdo sanguinea, pois apresenta capacidade
de agregar plaquetas e especialmente eritrocitos, devido a interacdo das cargas positivas dos
grupos amino livres da quitosana com 0s receptores aniénicos dos eritrocitos (SILVA,;
SANTOS; FERREIRA, 2006).

A quitosana apresenta propriedades antioxidantes, de protecdo contra radicais livres
causadores de diversas doencas cronicas. Sua contribuicdo se destaca por ser um derivado
natural de acdo potente que pode substituir antioxidantes sintéticos (PRASHANTH;
THARANATHAN, 2007).

A quitosana apresenta potente acdo analgésica topica, que é decorrente da captura de
fons H* liberados no local da inflamag&o no processo de ionizacdo do grupo amino (SILVA;
SANTOS; FERREIRA, 2006).

A quitosana apresenta capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas,
pois ativa macrofagos que, por sua vez, ativam fibroblastos para a producdo de fibras
colagenas, e promove, também, a migracao de neutrofilos para o local da lesdo, facilitando a
resolucdo da resposta inflamatodria. Outras propriedades da quitosana envolvidas no caso de
feridas que colaboram para a cicatrizacdo correspondem aos efeitos bactericidas e
bacteriostaticos, prevenindo infecgdes, além da acdo analgésica, capacidade umectante e
aderente ao local da lesdo (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

A quitosana possui efeito hipocolesterolémico e hipolipidémico, os quais se referem a
capacidade de promover, respectivamente, a reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos
plasmaticos, devido a sua capacidade de se ligar aos lipideos e diminuir a sua absorcéo
intestinal (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006), além de interferir na emulsificacdo
realizada pela bile (PRASHANTH; THARANATHAN, 2007).



30

4.2.6 Aplicacgdes

A quitosana possui grande variedade de aplicacGes em diversas areas industriais, tais
como alimentos, nutri¢do, agricultura, veterinaria e protecdo ambiental. O mercado mundial
desse material esta relacionado aos segmentos de tratamento de agua, cosméticos, alimentos,
salde, agroquimicos, biotecnologia, papel, téxtil, fotografia dentre outros (LARANJEIRA,;
FAVERE, 2009).

As aplicacbes mais comuns da quitosana abrangem 0s seguintes casos: meio
complexante de ions metélicos, embalagens com acdo antiflngica e bactericida, membranas
filtrantes para sistemas de purificacdo de &gua ou separacdo de residuos, sistemas de
permeacao de gases (ASSIS; SILVA, 2003), sistemas de controle de troca idnica, estabilizante
de gorduras e aromas adicionados a alimentos, aditivos de cosméticos como xampus,
absorvente de remocao de ions metalicos pesados, estabilizante de frutas e verduras pereciveis
(DALLAN, 2005), filmes com acdo antimicrobiana para a conservagdo de carnes, frutas e
cereais (BRITO et al., 2009), filmes e embalagens para alimentos com barreira de gases e
aromas (TRIPATHI, MEHROTRA; DUTTA, 2009), adubos e defensivos agricolas,
conservante para molhos, cosméticos como esfoliantes para a pele, tratamento de acne,
hidratante capilar, creme dental (AZEVEDO et al., 2007).

Atualmente, as maiores aplicacbes da quitosana seguem a tendéncia atual das
aplicacdes industriais de produtos de alto valor agregado, a exemplo de cosméticos, aditivos

alimentares e outros produtos farmacéuticos (DALLAN, 2005).

4.2.7 Aplicagbes em Biomateriais

A quitosana é um biomaterial de potencial aplicacdo principalmente nas areas médica
e farmacéutica (TORRES et al., 2005), biomédica e biotecnoldgica (ASSIS; SILVA, 2003).
Sua capacidade de permitir a obtencdo de formas variaveis, como comprimidos, micro e
nanoparticulas, microesferas, granulados, lipossomas, géis e hidrogéis, permite que seus
produtos sejam aplicados pelas vias: parenteral, transdérmica, oral, vaginal, nasal, ocular e por
terapia génica (GARCIA et al., 2008).

As aplicacdes mais comuns da quitosana como biomaterial abrangem os seguintes
casos: membranas para hemodialise, desenvolvimento de pele artificial para o tratamento de
queimaduras, curativos com capacidade de contencdo de hemorragias (BRITO et al., 2009),

aplicacbes topicas para regeneracdo e cicatrizacdo de feridas, matrizes para liberacédo
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controlada de drogas, material para reestruturacdo de cartilagens, agente ativo no
emagrecimento humano (ASSIS; SILVA, 2003), na absorcdo de gorduras, agente redutor de
colesterol, auxiliar no controle de presséo arterial, agente redutor do nivel de acido drico
(DALLAN, 2005), regeneracdo de nervos de compositos de quitosana, auxilio em processos
de recuperagdo e/ou de purificacdo de proteinas (TORRES et al., 2005), sistemas de
imobilizacdo de celulas em gel, scaffolds em engenharia de tecidos, biossensores para
diagnosticos clinicos, géis injetaveis, membranas periodontais, como analgésico, agente no
combate a artrite (LARANJEIRA; FAVERE, 2009), suturas, membranas de barreira e
contencdo de crescimento de tecido conjuntivo indesejado (SILVA et al., 2004), hidrogéis
(BERGER et al., 2004) e lentes de contato (CARREIRA et al., 2010).

4.2.8 Grau de Desacetilacéo

Uma das mais importantes propriedades da quitosana é o seu grau de desacetilacdo
(GD), o qual permite diferenciar a quitosana da quitina, o polimero do qual é derivada. O GD
possui uma importante relacdo tanto com as aplicagdes da quitosana, quanto com as suas
propriedades quimicas, fisicas (TAN et al., 1998), bioldgicas e mecénicas (KASAAI, 2009).

A variagdo do GD provoca modificagbes na quitosana em termos da sua viscosidade,
da capacidade de realizar troca idnica, da habilidade de floculagdo, da reacdo com grupos
amino (ZHANG et al., 2011), da resisténcia mecanica de filmes, da habilidade de funcionar
como quelante de ions metalicos, da atividade imunoadjuvante (TAN et al., 1998), da
solubilidade, da conformacdo da cadeia polimérica, das suas propriedades eletrostaticas (WU;
ZIVANOVIC, 2008), das propriedades de biodegradacdo, valores de pKa, da expansédo e
rigidez das cadeias poliméricas, da tendéncia das cadeias de se agregarem (KASAAI, 2009),
do alongamento na ruptura, resisténcia a tracdo, cicatrizacdo de feridas e melhora da
osteogénese (CHATELET; DAMOUR; DOMARD, 2001), do grau de cristalinidade e
hidrofobicidade da sua estrutura (GUPTA; JABRAIL, 2006).

Muitos métodos tém sido utilizados para determinar o GD da quitosana, tais como
espectroscopia de infravermelho (KHAN; PEH; CH’NG, 2002), espectrofotometria de
ultravioleta, espectrofotometria de ultravioleta por derivada (TAN et al., 1998; WU,
ZIVANOVIC, 2008), titulacdo coloidal, titulagdo potenciométrica, determinacdo enzimatica,
ressonancia nuclear magnética (HEUX et al., 2000) dentre outros. Em todos 0s casos, as
limitagdes inerentes a cada meétodo devem ser consideradas, como por exemplo, o0 uso de

instrumentos caros para a realizacdo da espectroscopia de infravermelho e da ressonancia
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nuclear magnética e a insuficiente precisdo para procedimentos de titulacdo e espectroscopia
de infravermelho (WU; ZIVANOVIC, 2008).

A escolha do método geralmente depende da sua simplicidade de execucdo, rapidez,
relacdo custo-beneficio, confiabilidade, tolerancia a contaminagfes e presenca de impurezas
(TAN et al., 1998). Comparado a outros métodos, a titulacdo potenciométrica é uma das
técnicas mais convenientes e de baixo custo (ZHANG et al., 2011). Por outro lado, 0 método
de espectrofotometria de UV-VIS necessita de pequena quantidade de amostra, proporciona
resultados com desvio padrdo muito pequeno e apresenta boa reprodutibilidade. Apesar de a
andlise ser executada em solucéo, a massa seca exata da amostra deve ser conhecida (BEIL et
al., 2012).

A determinacdo do GD faz parte das analises de rotina realizadas para o controle de
qualidade de amostras de quitina e quitosana. Ajustes no processamento desses polimeros
baseados no GD sdo geralmente necessarios para facilitar uma preparacdo mais réapida e
viavel das amostras (ZHANG et al., 2005). Além disso, € essencial um método padréo para se
determinar o GD da quitosana, que satisfaca aos fabricantes e aos usuarios finais, a fim de
promover um maior aproveitamento desse material (TAN et al., 1998).

Métodos que utilizam medig¢des em solucdo possuem a limitacdo devido a solubilidade
das amostras, e podem ser aplicados, por definicdo, na analise e determinacdo de GD da
quitosana de acordo com a faixa de GD > 50% (BEIL et al., 2012), para alguns autores, e
dentro da faixa de GD > 40% para outros (SILVA; MANO; REIS, 2008), incluindo nesse

ultimo caso algumas variacGes de composicao do que se considera quitina.

4.3 Titulagdo Potenciométrica

Em uma titulacdo, pequenos volumes da solucdo de reagente — o titulante — sdo
adicionados ao analito — o titulado — até que a reacdo termine. A partir da quantidade que foi
usada de titulante pode-se calcular a quantidade de analito que esta presente. As titulacGes
mais comuns sdo baseadas em reacdes acido-base. Os principais requisitos para uma reacdo
de titulacdo estdo relacionados a sua constante de equilibrio, que deve ser elevada, e ao tempo
necessario de reacdo, que deve ser pequeno. Isso significa que cada adicdo de titulante deve
ser consumida rapida e completamente pelo analito até que este acabe (HARRIS, 2008).

O ponto de equivaléncia em uma titulacdo ocorre quando a quantidade de titulante
adicionado é exatamente aquela suficiente para a reacdo estequiométrica com o analito. Esse é

0 ponto ideal que se busca em uma titulagdo, poréem o que é realmente medido é o ponto final.
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Este é marcado por uma variagdo fisica brusca tal como a variacdo da cor do indicador, ou do
potencial ou valor de pH de um eletrodo (HARRIS, 2008).

A titulacdo potenciométrica é uma técnica que envolve medidas de potencial de um
eletrodo indicador adequado em funcdo do volume do titulante utilizado, de modo que é
registrado o potencial da célula, em unidades de milivolts ou pH, conforme mais apropriado,
apos cada adicdo do reagente. Inicialmente, o titulante é adicionado em incrementos grandes,
que sdo reduzidos a medida que se aproxima do ponto final, o qual ¢é indicado por grandes
variacdes na resposta do eletrodo por unidade de volume (SKOOG et al., 2006).

Uma titulagdo potenciométrica é essencialmente uma titulacdo em que o ponto final se
determina a partir dos valores de potencial ou pH da solu¢do para os varios volumes de
reagente adicionados. Para isso, durante o ensaio a solucdo deve ser bem agitada para que
fiqgue homogénea. Como a localizacdo do ponto final ndo envolve os erros pessoais que
entram na mudanca de cor de um indicador, as titulagfes potenciométricas constituem um dos
métodos analiticos mais exatos (GONCALVES, 2001).

No inicio de uma titulacdo potenciométrica, a variacdo de potencial ou de pH pela
adicdo de titulante é pequena, mas torna-se mais acentuada a medida que a reagdo se
aproxima do ponto estequiométrico, modificando-se muito pouco a partir da adicdo de
excesso do titulante. Para uma melhor avaliacdo dos dados, recomenda-se a adi¢cdo de
volumes pequenos e iguais de titulante nas proximidades do ponto estequiométrico. No caso
de solucdes desconhecidas, é aconselhavel realizar uma titulacdo prévia que, na realidade,
consiste em uma estimativa preliminar dos volumes a serem adicionados na titulacdo
definitiva (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

As vantagens relacionadas a essa técnica abrangem: o fornecimento de dados mais
confiaveis do que os gerados por titulagbes que empregam indicadores quimicos; a utilidade
em especial em casos de solugdes coloridas ou turvas; a deteccdo da presenca de espécies
insuspeitas (SKOOG et al., 2006); a determinacdo de espécies quimicas em uma mistura em
uma unica titulacdo sem a separacéo preliminar; a possibilidade de se realizar titulagcbes em
meio ndo aquoso (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000); a titulacdo de solugdes muito diluidas
e a possibilidade de se analisar certas reacfes para as quais a técnica convencional é
impraticavel em virtude da falta de indicadores apropriados (OSAWA; GONCALVES;
RAGAZZI, 2006).

Diversos métodos podem ser utilizados para se detectar o ponto final de uma titulacéo
potenciométrica. O mais simples envolve um gréfico direto dos valores de potencial ou pH em

funcdo do volume de reagente, em que o ponto de inflexdo na por¢do mais vertical da curva
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corresponde ao ponto final. Uma segunda abordagem para a deteccdo do ponto final consiste
no calculo da variacdo do potencial ou pH por unidade de titulante, isto ¢, AE/AV ou ApH/AV,
respectivamente, o que corresponde a derivada primeira da curva de titulagdo. Assim, um
grafico dos dados da primeira derivada em funcdo do volume médio, Vn, produz uma curva
com um maximo que corresponde ao ponto de inflexdo (SKOOG et al., 2006).

De acordo com a primeira abordagem citada, pode-se tragar graficos de valores de
potencial ou de pH na ordenada em funcdo do volume de titulante na abscissa para se
encontrar o ponto de inflexdo (PI) da curva de titulacdo e, consequentemente, se determinar o
ponto final da titulagdo (CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

De acordo com a segunda abordagem citada, a curva de derivada primeira é obtida
lancando-se na ordenada a razdo entre os valores sucessivos das diferencas de potencial
(AE/AV) ou pH (ApH/AV) e os volumes de titulante, ¢ na abscissa, a média aritmética dos
mesmo volumes, representada como volume médio do titulante (V). O ponto de inflexdo da
curva obtida corresponde ao ponto de equivaléncia da titulagdo. Assim, para elaborar gréaficos
diferenciais, € necessario, além do volume adicionado de titulante e do potencial ou pH
medido, calcular as diferencas entre os volumes sucessivos de titulante, as médias aritméticas
dos volumes adicionados e as diferencas entre os valores de potencial ou pH
(CIENFUEGOS; VAITSMAN, 2000).

Considera-se que a curva de titulacdo é simétrica nas proximidades do ponto de
equivaléncia e que a inflexdo da curva corresponde a esse ponto, devido a premissa de
proporcdo de reacdo de 1:1 entre o analito e o titulante. Assim, se a curva de titulacdo é
simétrica, 0 ponto de maxima inclinagdo coincide com o ponto de equivaléncia (SKOOG et
al., 2006).

4.3.1 Titulacdo Potenciométrica de Quitosana

A titulacdo potenciométrica € uma técnica simples e de baixo custo que pode ser
aplicada na determinacdo do grau de desacetilacdo (GD) da quitosana (SWEIDAN et al.,
2011). Nesse método, a quitosana é dissolvida em uma solucao conhecida de acido cloridrico
que é titulada com hidroxido de sodio (JIANG et al., 2003).

A curva de titulacdo potenciométrica encontrada possui dois pontos de inflexdo, ou
dois pontos de equivaléncia, de modo que o primeiro corresponde a titulacdo do excesso de
HCI, e o segundo, a titulacdo da quitosana protonada (JIANG et al., 2003). Isso significa que

a quantidade utilizada da base foi consumida para neutralizar tanto os ions H* referentes ao
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acido cloridrico da solugéo, quanto os grupos NH3" da quitosana (KASAAI, 2009). De outra
maneira, a diferenca de volume entre esses dois pontos corresponde & quantidade de &cido
necessaria para protonar os grupos amino da quitosana (JIANG et al., 2003).

Assim, o grau de desacetilacdo se baseia na quantidade de mols de NaOH que
conseguem neutralizar a mesma quantidade em mols de fons NHz" presentes na quitosana, os
quais correspondem ao numero de mols de grupos amino livres na estrutura. Esses grupos
estdo associados as unidades de glicosamina presentes na amostra de quitosana, e que
determinam o seu GD (SWEIDAN et al., 2011).

4.4 Espectrofotometria de UV-VIS

A espectrofotometria € uma técnica que utiliza luz para medir concentracGes de
espécies quimicas (HARRIS, 2008). A espectrofotometria de absor¢do de ultravioleta (UV)
visivel (VIS) é amplamente empregada na identificacdo de espécies organicas, inorganicas e
bioldgicas, principalmente em analises quantitativas (SKOOG et al., 2006). Essas espécies
podem absorver UV-VIS diretamente ou podem ser convertidas por reacdo quimica em
derivados absorventes (SKOOG et al., 2000).

A espectrofotometria de absorcdo UV-VIS € uma das técnicas mais Uteis disponiveis
para uma analise quantitativa, em funcdo de sua ampla aplicabilidade a espécies de diferentes
tipos, alta sensibilidade em baixos limites de deteccdo na faixa de 10 a 10°mol/L, alta
seletividade de comprimento de onda no qual somente o analito absorve, boa exatiddo com
erros relativos na faixa de 1 a 5%, facilidade de medic&o, rapidez e conveniéncia (SKOOG et
al., 2006).

A absorcéo da radiacdo UV-VIS por moléculas é baseada nas transicdes realizadas por
elétrons entre um estado fundamental e outro excitado quando interagem com fotons de
determinada energia. No caso das moléculas organicas, essa absorcdo de UV-VIS é resultante
das interacdes de fétons com os elétrons envolvidos diretamente na formacdo de ligacGes
quimicas e, dessa forma, os elétrons estdo associados a mais de um atomo. Outra forma de
ocorréncia de absorcdo é relativa aos elétrons ndo-ligantes localizados sobre atomos como
oxigénio, enxofre, nitrogénio e halogénios (SKOOG et al., 2006). Com a espectroscopia de
UV-VIS pode-se analisar a transferéncia de elétrons em orbitais ou bandas de atomos, ions e
moléculas que compdem fases solidas, liquidas e gasosas (KUMIRSKA et al., 2010).

Os grupos funcionais organicos insaturados, isto €, os que contém ligagdes duplas e

triplas que absorvem nas regifes do UV-VIS sdo denominados cromdéforos (SKOOG et al.,
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2006). Na traducdo do grego, cromdforo é o grupo funcional da molécula que da origem e €
responsavel por sua cor, porém na utilizagdo comum, croméforo corresponde ao grupo
funcional que absorve UV-VIS (SKOOG et al., 2000).

Os espectros UV para analises qualitativas sdo medidos empregando-se solucdes
diluidas do analito e em solventes transparentes na regido do espectro na qual o soluto
absorve. Além disso, o solvente deve ser capaz de dissolver uma quantidade suficiente do
soluto para originar espectros bem definidos do analito (SKOOG et al., 2006).

Muitos analitos ndo-absorventes podem ser determinados por espectrofotometria de
UV-VIS ao submeté-los a uma reagdo com reagentes cromdforos para gerar produtos que
absorvem fortemente nessa regido. Isso requer que a reacdo entre o analito e o reagente
cromoforo seja completa (SKOOG et al., 2006). Essa reacdo deve ser quantitativa, mesmo em
baixas concentracdes do analito, e a estabilidade do produto formado deve ser suficiente para
permitir as medi¢des necessarias (HARGIS, 1988).

Os procedimentos devem especificar as condicOes apropriadas de reagdo entre o
reagente cromoforo e o analito, tais como pH, solvente, ordem de adi¢do do reagente e
temperatura, pois esses fatores influenciam na extensdo e na taxa de reacdo entre as duas
espécies em questdo e também na estabilidade do produto absorvente (HARGIS, 1988).

A primeira etapa para a analise espectrofotométrica é o desenvolvimento de condi¢Ges
que produzam uma relacdo preferencialmente linear e reprodutivel entre a absorbéncia e a
concentracdo do analito. Assim deve-se selecionar 0 comprimento de onda para a analise em
questdo (SKOOG et al., 2006). Normalmente a absorbancia é medida em um comprimento de
onda no qual as outras substancias presentes na solucdo da amostra ndo absorvem (HARGIS,
1988).

Para alcancar uma sensibilidade maxima, as medidas de absorbancia sao realizadas em
comprimentos de onda que correspondem ao pico maximo de absorbancia (SKOOG et al.,
2006), pois a absorbéncia €, nesse ponto, mais sensivel a mudancas na concentracdo e menos
sensivel a alteragcdes no comprimento de onda (HARGIS, 1988). Assim, no ponto de absorcao
maxima obtém-se um maximo de reposta para uma dada concentragdo do analito. Além disso,
a curva de absorgdo na regido correspondente ao maximo tem sua forma relativamente mais
achatada, 0 que causa uma variacdo pequena na absorbancia (HARRIS, 2008), o que leva a
menor incerteza (SKOOG et al., 2006).

Na maioria das analises espectrofotométricas é importante preparar um reagente em
branco que contem todos 0s reagentes que estao presentes durante as analises, exceto o analito

a ser determinado, o qual é substituido por 4gua destilada. Um branco alternativo para outros



37

casos contém o analito, mas sem a presenca do reagente que produz a espécie colorida. Em
ambos os casos, a escolha do branco depende de quais as espécies quimicas que interferem na
regido do comprimento de onda em que ¢é realizada a anélise do analito (HARRIS, 2008).

Na maioria dos procedimentos de espectrofotometria de UV-VIS utiliza-se uma curva
de calibracdo por meio do método de padrdes externos, que sdo preparados a partir de uma
série de solucBes padrdo conhecidas do analito. As absorbancias desses padrdes sdo medidas
em funcdo de suas respectivas concentracfes a fim de se produzir uma curva com relacéo
linear entre essas variaveis e que possa ser descrita pela Lei de Beer-Lambert, apresentada na
Equacdo 1, a qual relaciona a absorbancia (A) com a concentragdo do analito (C) em um
determinado comprimento de onda (1), com a sua absortividade molar (¢) € o comprimento do

caminho optico utilizado no ensaio (l) (SKOOG et al., 2000).

AQY) = e()IC 1)

O coeficiente angular da reta obtida na curva de calibragéo corresponde ao produto da
absortividade pelo comprimento do caminho Optico. Assim, por esse método de solucbes
padrdo externas é possivel determinar a relacdo e a proporcionalidade existente entre a
absorbancia e a concentracdo da amostra sobre as mesmas condices e com 0S mesmos
instrumentos utilizados para as amostras desconhecidas (SKOOG et al., 2000).

Nas andlises quantitativas, quando a adequacdo a Lei de Beer-Lambert é verificada, os
padrdes utilizados devem ser considerados para o calculo da absortividade molar, a partir dos
dados experimentais. Com a utilizacdo de um branco para a analise, a equacdo resultante é
uma reta cujo coeficiente linear representa a absorbancia do branco. Se um branco adequado
for tiver sido utilizado, seu valor fica proximo de zero (SKOOG et al., 2000).

4.4.1 Espectrofotometria de UV-VIS derivada

A utilizagdo da espectrofotometria de UV-VIS convencional como ferramenta em
andlises quimicas tem sido reduzida em funcdo do problema de sobreposicdo de bandas de
transicao eletrénica nos espectros de amostras com misturas de componentes (PASCHOAL et
al., 2003). Com desenvolvimento de equipamentos analiticos com capacidade de realizar a
derivacdo dos dados da espectrofotometria foi possivel contornar esse aspecto negativo da

sobreposicdo. Nesse sentido, a espectrofotometria derivada consegue aumentar a area de
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abrangéncia das bandas de transicdo e permitir a anélise de substancias ativas em misturas de
multicomponentes com sobreposi¢do de bandas (DONATO et al., 2010).

A espectrofotometria de UV-VIS derivada € uma técnica simples e muito conveniente
de ser escolhida para utilizacdo dentre os métodos disponiveis, pois necessita de apenas
pequenas quantidades da amostra, além de reagentes e instrumentacdo simples (TAN et al.,
1998). Além disso, ndo necessita de separacdo prévia dos componentes, possui baixo custo, é
de facil execucdo, apresenta maior seletividade que a espectrofotometria convencional, em
funcdo da separacdo das bandas espectrais sobrepostas, consegue detectar melhor pequenos
tragos espectrais, transforma bandas largas em mais finas para individualizar melhor os
constituintes da mistura e consegue eliminar a interferéncia de produtos indesejaveis, como
excipientes e produtos de degradacdo (DONATO et al., 2010). Dessa forma, a espectroscopia
derivada corresponde a uma técnica precisa, sensivel, seletiva, reprodutivel e de baixo custo
(PASCHOAL et al., 2003).

A espectrofotometria derivada consiste na transformacdo por meio de derivacdo dos
dados contidas no espectro convencional, classificado como de ordem zero. Nesse processo
ndo ha aumento do conteddo de informacBes e sim o aumento do numero de bandas de
absorcdo, responsaveis pela melhor individualizacdo dos constituintes, melhora de deteccéao
de pequenas caracteristicas espectrais, como os “ombros” (DONATO et al., 2010), supressdo
de bandas largas e realce de bandas estreitas (PASCHOAL et al., 2003).

A maior seletividade da espectrofotometria derivada quando comparada a
espectrofotometria convencional se deve a separacdo das bandas sobrepostas. Ja a maior
sensibilidade é consequéncia da amplificacdo do sinal da derivada e da diminuicdo do ruido,
ja que o sinal obtido para uma determinada faixa de concentracdo é proporcional a
concentracdo da substancia (DONATO et al., 2010).

Os espectros derivados podem ser obtidos por métodos épticos, eletrdnicos ou
matematicos. O método matematico, atualmente, € o mais utilizado pela sua versatilidade,
pois permite que os espectros sejam facilmente calculados utilizando diferentes parametros,
além de usar técnicas de suavizacgdo para melhorar a relagéo sinal/ruido. O aumento da ordem
da derivada leva a uma maior resolucdo espectral, entretanto diminui a sensibilidade e pode
aumentar o nivel de ruido (DONATO et al., 2010).

A escolha da ordem de derivada depende das caracteristicas do espectro de ordem zero
dos constituintes da mistura e dos interferentes. A primeira derivada é a razo entre a variagdo
da absorbancia (dA) versus variacdo do comprimento de onda (dA). Assim, plotando-se dA/dA

versus A, obtém-se 0 espectro de absorcdo de primeira derivada, no qual a anulagéo ocorre no
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ponto referente ao comprimento de onda maximo (Amax) do espectro de absor¢do de ordem
zero, a curva é positiva quando a absor¢do aumenta e negativa quando diminui (DONATO et
al., 2010).

A partir desse procedimento, constroi-se uma curva diferencial de ordem n,
relacionada a ordem da derivada efetuada, que se anula n vezes e apresenta n + 1 bandas. A
sobreposicdo de varias derivadas de concentragfes crescentes de cada componente de uma
mistura, para os quais de obtém os valores das amplitudes nos pontos de anulagdo ou zero da
curva (ZCP — Zero Crossing Point), permite construir curvas de calibracao, além de eliminar

erros sistematicos provenientes de interferéncias (overlapping) (PASCHOAL et al., 2003).

4.4.2 Espectrofotometria de UV-VIS de Quitosana

Os espectros de quitosana sdo geralmente realizados em solugdes aquosas acidas,
como nos casos dos &cidos acético, fosforico, perclérico e cloridrico (KUMIRSKA et al.,
2010). Dentro de limites razoaveis, a concentracdo de acido acético como solvente néo
interfere na espectrofotometria da quitosana (SILVA; MANO; REIS, 2008). No comprimento
de onda maximo (Amax), @ absorcdo dos grupos cromoforos da quitosana é maxima e a
contribuicdo do &cido acético € a menor possivel (PEDRONI; GSCHAIDER, SCHULZ,
2003).

A quitosana é composta por dois grupos cromoforos no UV, N-acetilglicosamina
(GliNACc) e a glicosamina (GliN) (KUMIRSKA et al., 2010). Esses grupos contribuem de
maneira aditiva a absorbancia total do material em um determinado comprimento de onda, ja
que ndo interagem dentro do polimero de uma forma que pudesse afetar a absor¢do de
radiacdo UV (SILVA; MANO; REIS, 2008).

O grupo amida das unidades GIiNAc apresenta um sinal relativamente forte com um
maximo préximo de 200nm, o qual € a base da maioria dos métodos de determinacdo do GD
da quitosana. As unidades GIiN, apesar de possuirem sinal relativamente fraco, também
absorvem a radiacdo UV-VIS nessa regido, o que pode interferir na medicdo de altos valores
de GD (SILVA; MANO; REIS, 2008).

A absorcdo de misturas de N-acetil-cloridrato de glucosamina e glucosamina possuem
0 MesmMo Amax €M 201nm que a quitosana para uma solucdo 0,1M de &cido cloridrico, e dessa
forma, essas misturas de monémeros fornecem espectros de UV-VIS bastante similares ao
espectro da quitosana pura. Nessa metodologia, o GD foi determinado por meio de uma

equacdo que relaciona diretamente a absorbancia da amostra com sua massa e com o volume
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de solucgdo utilizado no ensaio, e esse valor correspondeu ao obtido por anélise elementar, o
que confirma ser um método simples, conveniente e de boa precisdo para a determinacdo do
GD da quitosana (LIU et al., 2006).
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Etapas de desenvolvimento do trabalho

A Figura 4 apresenta o fluxograma de descricdo das etapas envolvidas no
desenvolvimento do trabalho.

Figura 4 — Fluxograma das etapas do trabalho.
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5.2 Materiais

Foi utilizada adgua deionizada no preparo das solugdes. Todos 0s seguintes reagentes
foram utilizados em grau analitico:
e Acido Acético, CH;COOH, Cinética;
e Acido Cloridrico, HCI, Cinética;
e Hidroxido de Sodio, NaOH, Cinética;
e Quitosana, Sigma-Aldrich, Cat.#419419.

5.3 Meétodos

5.3.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho pela transformada de Fourier

(FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy) foi realizada pelo modo de reflexao total
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atenuada (ATR — Attenuated Total Reflectance). Os espectros foram obtidos entre 4000cm™ e
650cm™ com 40 varreduras e 4cm™ de resolucdo utilizando um Espectrofotdmetro IR
Prestige-21, Shimadzu. Os dados dos espectros foram normalizados a fim de fornecerem os

principais modos de vibracdo dos grupos funcionais existentes nas amostras.

5.3.2 Difracéo de Raios-X (DRX)

O padrdo de Difracdo de Raios-X (DRX) foi obtido das matérias-primas usando a
radiagdo Ka do cobre com A = 1,54056A. A analise de DRX foi conduzida com 26 variando
de 3,01° a 90,00° com passo de 0,06°, operando com tensdo de 30mV e corrente de 30mA. A
quitosana foi avaliada segundo a estrutura ortorrdmbica (a=8,9A, b=10,25A e c=17,0A) e
monoclinica com 3 = 88°.

A partir dos difratogramas obtidos, a avaliacdo quantitativa da cristalinidade foi
realizada dividindo-se o difratograma em trés regides cristalina, amorfa e background. As
areas correspondentes as fracdes cristalina (Ac) e amorfa (Aa) foram estimadas por meio do
programa OriginPro® 8.0 para o calculo do Grau de Cristalinidade (GC) da amostra como
descrito na Equacédo 2 (COSTA JR., 2008).

GC = 2¢

- Ac+Agp

x 100 (2)

5.3.3 Analise Térmica

A andlise termogravimétrica (TGA — Thermogravimetric Analysis) foi realizada a fim
de se observar o comportamento e a estabilidade térmica das amostras. O aquecimento foi
realizado em uma razé@o de 10°C/min em faixa de temperatura de 20 a 900°C e sob atmosfera
dindmica de nitrogénio com vazdo de 50mL/min. As medidas termogravimétricas foram
efetuadas utilizando-se suporte de amostra de alumina em um analisador termogravimétrico
DTG-60H da marca Shimadzu.

A andlise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC — Differential Scanning
Calorimetry) foi realizada a fim de se verificar os eventos térmicos envolvidos e
caracteristicos da amostra. O aquecimento foi efetuado em uma razdo de 10°C/min em faixa

de temperatura de 30 até 500°C em atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de
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90mL/min. As medicOes foram efetuadas utilizando-se suporte de amostra de aluminio em

analisador térmico DSC7020 da marca Seiko SlI.
5.3.4 Titulacé@o Potenciométrica

O Grau de Desacetilacdo (GD) da quitosana foi determinado por meio de titulacdo
potenciomeétrica segundo Tan et al. (1998). Amostras em triplicatas de 0,6g de quitosana foi
dissolvida em 60mL de solucdo padronizada de HCI 0,10mol/L e diluida com 30mL de agua
destilada. Em seguida, sob agitagcdo constante titulou-se a solugdo de quitosana com solucao
padronizada de NaOH 0,01mol/L, obtendo-se a curva tipica de titulagdo potenciométrica. Os
valores encontrados em cada titulacdo foram levados na Equacdo 3 (TAN et al., 1998) e na
Equacdo 4 (TORRES et al.,, 2005), a fim de se comparar o GD encontrado nas duas
metodologias com o fornecido pelo fabricante.

GD% = #@,w x 100 (3)

204

Em que:

_ NAVA—-NpVp,
- 1000 ’

N, e Ng=[HCI] e [NaOH] em mol/L, respectivamente;

V7, e Vg= Volume de HCI e NaOH no ponto final em mL, respectivamente;
M = Massa da amostra em gramas;

161 = MM do mondmero 2-amino-2-desoxi-D-glicose em g/mol;

204 = MM do mondmero 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose em g/mol.

NNaOHX(VZ_Vl) X161

GD% = 2 X 100 (4)

Em que:
Nyaon = [NaOH] em mol/L;
V1= Volume do NaOH para neutralizar o excesso de HCI;
V,= Volume de NaOH usado para neutralizar a amostra de quitosana protonada;

M = Massa da amostra em gramas.
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5.3.5 Espectrofotometria de UV-VIS

A técnica de espectrofotometria de UV-VIS foi realizada conforme os trabalhos de
Tan et al. (1998), e Silva, Mano e Reis (2008). Foi utilizado Espectrofotdmetro de
Ultravioleta Visivel Cary 50 Versdo 3. As leituras dos valores de absorbancia das amostras
ocorreram em triplicatas, com média velocidade de varredura, em cubeta de quartzo de 1cm e
a temperatura ambiente.

Foram preparadas solucdes de &cido acético 0,01M, 0,02M e 0,03M a fim de se
encontrar o comprimento de onda maximo (Amax) N0 qual se realiza a leitura das amostras de
quitina e quitosana. Utilizou-se amostra de &gua como branco dessas leituras. Os espectros de
ordem zero para as solugdes de &cido acético foram obtidos na faixa de 190 a 250nm e, em
seguida, foram realizados seus respectivos espectros de derivada de primeira ordem. A partir
destes por meio de superposicdo encontrou-se 0 ponto em comum as curvas, denominado
ZCP (zero crossing point) ou ponto zero da curva, que corresponde ao ponto cujo
comprimento de onda se relaciona ao Amax.

A partir do Amax encontrado, foram realizadas as leituras das amostras de quitina e
quitosana para construgdo da curva de calibragdo. Foram preparadas solucdes padrédo de
quitina e quitosana com as seguintes concentra¢des de 0,05mg/mL, 0,10mg/mL, 0,25mg/mL,
0,50mg/mL, 1,00mg/mL em &cido acético 0,01M para leitura das respectivas absorbancias no
Amax €ncontrado. A partir desses valores, construi-se a curva de calibracdo entre a absorbancia
e a concentracdo do analito para observacao da relacdo existente entre essas variaveis.

O Grau de Desacetilagédo (GD) da quitosana foi determinado por meio da Equacéo 5
adaptada de Liu et al. (2006). O valor encontrado no ensaio foi comparado com o GD

fornecido pelo fabricante.

161,1xAxV—-0,0218x M
33615xM —42,1xAxV

GD% =100 — ( x 100) (5)
Em que:

A = Absorbancia;

¥V = Volume da solucéo em litros;

M = Massa da amostra em miligramas.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Para a andlise qualitativa do espectro de FTIR das bandas da quitosana foi tragada uma
linha de base para o alinhamento das bandas conforme apresentado na Figura 5. Essa
abordagem foi utilizada apenas para a identificacdo das bandas e de seus grupos funcionais.
Posteriormente foram utilizadas novas linhas de base para a analise quantitativa e obtencao do

GD da quitosana.

Figura 5 — Representac¢do da linha de base utilizada para andlise qualitativa do espectro da quitosana.
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A Figura 6 apresenta o espectro de infravermelho obtido da quitosana com suas
bandas de absor¢do correlacionadas aos seus respectivos grupos funcionais caracteristicos. A
faixa de nimero de onda entre 3570cm™ e 3200cm™ corresponde & regido de absorcdo das
ligagdes O—H livres e das intermoleculares OH...OH (COSTA JR., 2008).

No grupo da amina primaria, as vibracbes de estiramento da ligagdo N-H
correspondem & faixa de 3400cm™ a 3380cm™, ja as deformagdes entre 1650cm™ e 1550cm™,
com destaque em 1556cm™ (COATES, 2000). A vibracdo de estiramento em C-N (1) est4
entre 1350 cm™ a 1000cm™ (PAVIA et al., 2010), com destaque em 1315 cm™, ja a
deformac&o da ligagdo C—N (111) esta na faixa 1340cm™ a 1250cm™ (COSTA JR., 2008).
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Figura 6 — Espectro de FTIR da quitosana e a representagdo de sua estrutura.
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No grupo da amida secundaria, a vibracdo de estiramento da carbonila (C=0) ou
Amida | esta entre 1680cm™ e 1630cm™ com destaque em 1645cm™ (COATES, 2000), ja a
deformaco da ligacdo N—-H ou Amida Il est4 na faixa 1570cm™ a 1515cm™. A deformacéo
das ligacdes N-H estdo entre 1650cm™ e 1550cm™ (WANG et al., 2004), enquanto o
estiramento C—N (11) est4 na faixa de 1305cm™ a 1200cm™ (BARBOSA, 2007), com destaque
em 1259cm™ (COSTA JR., 2008).

As bandas proximas a 2800cm™ e 2900cm™ abrangem os estiramentos assimétricos e
simétricos da ligacio C—H na estrutura do CH,, com picos em 2916cm™ e 2870cm™
respectivamente (WANG et al., 2004). Além disso, evidencia-se a banda caracteristica da
deformacéo angular ou tesoura do grupo CH, préximo a 1404cm™ (COSTA JR., 2008). A
estrutura COC sacaridica estd presente proximo das bandas de absorcdo em 1152cm™ e
896cm™, enquanto as ligagdes C—O ciclicas estdo préximas a 1022cm™ (WANG et al., 2004).

A Tabela 1 relaciona os grupos quimicos da estrutura da quitosana com suas bandas e
picos caracteristicos, conforme a legenda para “v” representando as vibragdes de estiramento,

e “6” as doformacoes.
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Tabela 1 — Relag&o entre bandas e grupos funcionais da quitosana.

Banda (cm™®)  Grupo

v O-H
3570 — 3200 v OLL..OH
3400 - 3380 v N-H
1650 — 1550 o N-H
1350 -1000 v C-N(I)
1340-1250 & C-N (1)
v C=0
1680 — 1630 (Amida I
o N-H
1570 — 1515 (Amida I1)
1259 v C-N (1)
2800 — 2900 v C—H
1404 o CH;
1152
v COC
896
1022 v C-0O

A Figura 7 apresenta o espectro de quitosana com a representacdo das linhas de base
utilizadas para a abordagem quantitativa e obtencdo do seu GD, conforme realizado por
Brugnerotto et al. (2001). As linhas de base utilizadas, em destaque em vermelho, se referem
ao pico caracteristico de 1315cm™ e ao pico de referéncia em 1419cm™, relacionados,
respectivamente, s bandas de absorcéo em 1320cm™ e 1420cm™ e utilizados para o célculo o
GD.

E possivel avaliar o GD da amostra de quitosana considerando-se as bandas de
absorcdo em 1420cm™ e 1320cm™, independentemente do tipo de técnica utilizada, do estado
da amostra ou da sua estrutura secundaria. Assim, uma relacdo linear obtida entre essas duas
bandas pode ser utilizada para calcular o GD da quitosana conforme apresentado na Equacao
5 (BRUGNEROTTO et al., 2001):

1520 — 93822 + 0,03133 x (100 — GD) (6)

1420

Utilizando-se a Equacdo 6 e os valores de absorbancia das bandas de referéncia
1420cm™ e caracteristica 1320cm™ do espectro da quitosana, obtém-se o GD de 69,7% com
desvio padréo de 0,2%.
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Figura 7 — Espectro da quitosana para célculo do GD.
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A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho ¢ um método via estado
solido que utiliza uma linha de base para o calculo do GD. A utilizagdo de diferentes linhas de
base pode inevitavelmente promover alteragcdes nos resultados finais (KHAN; PEH; CH’NG,
2002). Além disso, deve-se considerar que as linhas de base se adéquam aos diferentes
intervalos de variacdo de GD da quitosana (TAN et al., 1998).

Assim, a escolha da linha de base é um ponto importante, principalmente quando as
amostras possuem GD em uma faixa desconhecida. Por isso, muitos autores ndo consideram o
FTIR como um método padréo para se determinar o GD de quitosana (TAN et al., 1998), e
em geral, essa técnica € utilizada para se estimar o GD da amostra (KHAN; PEH; CH’NG,
2002). Dessa maneira, o valor através dos espectros de infravermelho, mesmo sendo abaixo
do indicado pelo fabricante, cujo GD > 75%, j& pode ser considerado para uma aproximacao

da faixa na qual esté inserido.

6.2 Difracdo de Raios-X (DRX)

A Figura 8 apresenta o difratograma obtido a partir do p6 de quitosana pura. Pode ser
observado um pico de grande intensidade caracteristico da presenca da fase cristalina da
quitosana em 260 = 20,16° (d = 0,440nm) associado ao plano cristalografico (2 0 0) (OGAWA,
YUI; OKUYAMA; 2004). Os picos em 20 = 9,8° (d = 0,901nm), referente ao plano (0 2 0), e
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em 20 = 15,66° (d = 0,565nm), ao plano (1 2 0), estdo associados a cristais hidratados, devido
a caracteristica hidrofilica da quitosana (OGAWA, 1991).

Os picos em 20 = 20,16° e em 20 = 9,8° sugerem a formagao de ligagdes de hidrogénio
inter e intramoleculares na presenca dos grupos amino livres da quitosana (JIAO et al., 2011).
Os halos em torno de 26 = 25,62° e 20 = 38° podem ser associados, respectivamente, as
reflexdes dos planos (2 0 2) e (1 2 4). Ja a parte amorfa da amostra de quitosana esta
compreendida na ampla faixa abaixo desses picos de referéncia cristalina, no halo entre 26 =
5%¢ 20 =80°(COSTA JR., 2008).

Figura 8 — Difratograma da amostra de quitosana pura.
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Os picos evidenciados no difratograma apresentado para a quitosana pura Sao
endossados pela literatura dos seguintes autores: Ogawa, Yui e Okuyama (2004); Tripathi,
Mehrotra e Dutta (2009); Kumirska et al. (2010); Jiao et al. (2011); Cervera et al. (2004); Wu
et al. (2007); Ren et al. (2005); Dambies et al. (2001); Kolhe, Kannan (2003); Monteiro Jr.,
Airoldi (1999); Wan et al. (2003); Jia et al. (2007); Zhang et al. (2007); Trung et al. (2006).

A quitosana pode apresentar pelo menos duas diferentes conformacgdes espaciais em
ambientes cristalinos, tais como, com duas ou oito hélices. Além desse aspecto, a quitosana
pode adotar varias morfologias cristalinas, que diferem entre si essencialmente pelo

empacotamento lateral das cadeias. Isso se refere a condicdo de organizacdo de apenas
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cadeias de quitosana ou a condi¢cdo em que quitosana interage com pequenas moléculas de
agua, acidos e até mesmo com particulas de sais (MAZEAU; WINTER; CHANZY, 1994).

A quitosana apresenta basicamente dois padrbes polimdrficos: hidratado e anidro. A
sua forma mais comum corresponde a hidratada (VINSOVA; VAVRIKOVA, 2008), que é
composta por quatro unidades monoméricas e oito moléculas de &gua organizadas em célula
unitéria ortorrombica (KUMAR et al., 2004), com parametros de redes de a = 0,895nm, b =
1,697nm e ¢ = 1,034nm (OGAWA,; YUI; OKUYAMA,; 2004).

Na condicdo hidratada, cada cadeia de quitosana se apresenta em dupla hélice
estendida com estrutura em zigue-zague (VINSOVA; VAVRIKOVA, 2008), conforme
apresentada na Figura 9. Essa estrutura é estabilizada por ligacGes de hidrogénio intra e
intermoleculares (OGAWA; YUI; OKUYAMA,; 2004), tais como, respectivamente, a ligacdo
entre O3-Os com orientacdo gauche-trans do Og na mesma cadeia polimérica e a ligacdo de
N2-Og entre cadeias adjacentes (VINSOVA; VAVRIKOVA, 2008; KUMIRSKA et al., 2010).
Os angulos ¢ e y definem a conformagdo da cadeia e o angulo ® determina a orientagdo do
Os. A linha tracejada representa a ligacdo de hidrogénio O3-Os (KUMAR et al., 2004). Cada
célula unitaria contém duas cadeias poliméricas com empacotamento antiparalelo. Ja que
moléculas de agua estdo presentes entre as cadeias poliméricas dentro da célula unitaria, elas
conferem estabilidade a estrutura cristalina, além de proporcionarem hidratacdo aos cristais de
quitosana. Essa morfologia hidratada é a mais frequente, inclusive para as formas comerciais
(OGAWA; YUI; OKUYAMA,; 2004).

Figura 9 — Estrutura quimica de um segmento da quitosana com destaque para a numeracao da posi¢ao
dos &tomos de carbono, oxigénio e nitrogénio.
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A estabilidade proporcionada pela presenca de moléculas de agua se deve a grande
quantidade de ligacbes de hidrogénio que essas moléculas realizam e por isso funcionam
como intermediarios de ligacdo das cadeias de quitosana no empacotamento de diversos
planos de redes poliméricas. A periodicidade e distancias das ligagdes de hidrogénio formam
uma estrutura tridimensional tipica de polissacarideos que possuem ligacdo glicosidica, como
a celulose (OKUYAMA et al., 1997).

Ja no caso da quitosana na forma anidro, ndo ha moléculas de dgua dentro da célula
unitaria, e a conformacdo segue o mesmo padrdo de dupla hélice estendida. A diferenca da
forma hidratada para a anidro estd nas dimensdes da célula unitaria, que se reduzem em
funcdo da auséncia de &gua, e passam a ser a = 0,807nm, b = 0,844nm e ¢ = 1,034nm
(MAZEAU; WINTER; CHANZY, 1994).

A possibilidade de uma estrutura monoclinica com 3 = 88° para 0 padrdo de dupla
hélice estendida com empacotamento antiparalelo é considerada para o padréo cristalografico
da quitosana e também néo é descartada (MAZEAU; WINTER; CHANZY, 1994).

O Grau de Cristalinidade (GC) da quitosana foi calculado conforme a proporcéao entre
a area cristalina e a total (cristalina + amorfa) apresentada na Equacéo 2. O valor do GC foi
obtido por meio do célculo de integral da &rea compreendida entre a curva do difratograma e a
linha de base proposta para a mesma, de acordo com ferramentas disponiveis de integracdo de
areas sobre picos do programa OriginPro® 8.0.

A Figura 10 apresenta em destaque a sec¢do da curva do difratograma cuja area foi
utilizada no célculo da éarea total do grafico, correspondente a soma das porcdes cristalina e
amorfa. Dessa forma, foi integrada a area para a curva destacada em preto dentro do retdngulo
hachurado em amarelo, correspondente a faixa de 26 = 5,3° a 20 = 80,16°, acima da linha de
base proposta em vermelho. A parte da curva destacada em vermelho foi desconsiderada para

esse calculo.
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Figura 10 — Difratograma da quitosana com destaque para a area total da curva.
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A Figura 11 apresenta em destaque a se¢do da curva do difratograma cuja area foi
utilizada no célculo da area cristalina correspondente ao pico destacado em 26 = 20,16°. Dessa
forma, foi integrada a area para a curva destacada em preto dentro do retangulo hachurado em
amarelo, correspondente a faixa de 20 = 14,54° a 20 = 27,94°, acima da linha de base proposta

em vermelho. A parte da curva destacada em vermelho foi desconsiderada para esse célculo.

Figura 11 — Difratograma da amostra de quitosana pura com destaque para area cristalina do pico de
20=20,16°.
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A Figura 12 apresenta em destaque a se¢do da curva do difratograma cuja area foi
utilizada no célculo da &rea cristalina correspondente ao pico destacado em 26 = 9,8°. Dessa
forma, foi integrada a area para a curva destacada em preto dentro do retangulo hachurado em
amarelo, correspondente a faixa de 20 = 7,98° a 20 = 12,22°, acima da linha de base proposta

em vermelho. A parte da curva destacada em vermelho foi desconsiderada para esse célculo.

Figura 12 — Difratograma da amostra de quitosana pura com destaque para area cristalina do pico de
20=9,8°.
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A partir dos difratogramas apresentados anteriormente, calculou-se o0 GC do p6 de
quitosana pura ao se considerar a diferenca da area total da curva, apresentada na Figura 10,
com as areas dos picos em 26 = 20,16° e em 20 = 9,8°, conforme a Figura 13. A partir dos
dados encontrados foi possivel estimar o GC em 24,6% com desvio padréo de 1,2%.



54

Figura 13 — Difratograma da quitosana com destaque para as areas cristalinas em 20=20, 16° e 9,8°.
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6.3 Analise Térmica

A Figura 14 apresenta a curva da analise termogravimétrica (TGA) da amostra de
quitosana. Podem ser observados trés estagios de perda de massa, que podem ser relacionados
a degradacdo térmica da quitosana, tanto no que se referente a desidratacdo, quanto a
decomposicdo da amostra em fragmentos que contenham 0s grupos amino e acetilado
(KASAAI, 2009).
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Figura 14 — Curva de TGA da quitosana.
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No primeiro estagio, ha perda de massa de 13,48% no intervalo de temperatura do
inicio do ensaio até 220°C. Essa perda de massa inicial se refere a perda de agua residual.
Polimeros hidrofilicos e higroscépicos como a quitosana podem conter agua adsorvida e
estrutural, por isso o primeiro estagio de perda de massa se refere a evaporacdo de agua
(BRANT, 2008; KASAAL, 2009).

Os outros estagios de perda de massa ocorrem entre 220 e 340°C e entre 340 e 900°C.
Ambos se devem a degradacdo térmica e decomposicao da quitosana em fragmentos menores.
Polissacarideos sofrem pir6lise por meio da quebra aleatdria da ligacdo glicosidica, seguida
por uma decomposicdo adicional em um grupo de acidos graxos de cadeia curta de até seis
carbonos (NETO, 2008). Na segunda etapa, a perda total de massa da amostra alcanca 46,88%
do valor inicial, e na terceira, alcanga 91,11% do inicial, restando no cadinho 8,84% a 900°C.

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Tripathi et al. (2009); Tonhi e
Plepis (2002); Balazs e Sipos (2007); Torres et al. (2005); Laus et al. (2006). A Tabela 2
apresenta resumidamente os valores de perda de massa encontrados no ensaio.

Tabela 2 — Perda de massa da quitosana em funcéo dos estagios térmicos.

Estagiol  Estagio2 Estagio 3
25 ~220°C 220 ~340°C 340~900°C
Perda de Massa (%) 13,48 46,88 91,11 8,84

Estagios Residuo a 900°C
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A Figura 15 apresenta a curva de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) da
amostra de quitosana. Podem ser observados dois picos expressivos relacionados a transi¢oes
de primeira ordem decorrentes da analise de TGA anterior. Observa-se um pico endotérmico
em 181,1°C referente a perda de 4gua da amostra. J& o pico exotérmico em 304,5°C se refere

a decomposicdo da quitosana.

Figura 15 — Curva de DSC da quitosana.
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Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por Tripathi et al. (2009), Ding et al.
(2003); Torres et al. (2005). A Tabela 3 apresenta resumidamente as temperaturas e seus

respectivos eventos térmicos encontrados no ensaio.

Tabela 3 — Temperaturas e respectivos eventos térmicos caracteristicos da quitosana.

Tipo de Transicdo Temperatura (°C) Evento
Endotérmico 181,1 Desidratacdo
Exotérmico 304,5 Decomposicao

6.4 Titulacdo Potenciométrica

A Figura 16 apresenta a curva tipica de titulagdo potenciométrica da quitosana.
Observa-se como esperado a presenca de dois pontos de inflexdo, que correspondem as

diferentes etapas de neutralizagdo do titulado. O primeiro ponto de inflexdo corresponde ao
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ponto em que 0 excesso de HCI é titulado pelo NaOH. J& o segundo ponto corresponde a
neutralizagdo dos grupos amina protonados (NH,4") e sua consequente transformagdo em sais
amonio. Em média foram necessarios 344,5mL de NaOH para a neutralizacdo do excesso de
acido, com desvio padrdo de 10,2mL, e mais 235,9mL para a neutralizacdo da quitosana
protonada, com desvio padrdo de 7,4mL. A Tabela 4 apresenta resumidamente os volumes de
base utilizados para neutralizar tanto o excesso de acido na solucdo, quanto a quitosana
protonada, além de apresentar esses valores em percentual do total de NaOH utilizado em

cada etapa.

Figura 16 — Curva de titulac¢do potenciométrica da quitosana.
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Tabela 4 — VVolumes necessarios para neutralizar o excesso de acido da solugdo e a quitosana na titulacéo.

Neutralizagdo Volume (mL) Desvio (mL) Desvio (%0)
H* 3445 10,2 2,9
NH," 235,9 7,4 31

O resultado da titulagdo e os pontos exatos de neutralizacdo do acido em excesso e da
quitosana podem ser confirmados no gréfico de derivacdo da curva apresentada na Figura 16.
A derivada primeira indica por meio de seus pontos de maximo, correspondentes ao ponto de
inflexdo, o ponto de virada na curva, ja a derivada segunda evidencia esse ponto quando a
curva cruza o eixo das abscissas. A Figura 17 apresenta a curva da derivada primeira e a

Figura 18, a derivada segunda da curva tipica de titulagdo da amostra de quitosana.
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Figura 17: Derivada primeira da curva de titulacdo potenciométrica da quitosana.
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Figura 18 — Derivada segunda da curva de titulacdo potenciométrica da quitosana.
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A partir da Equacgéo 3 proposta por Tan et al. (1998) e utilizando os valores e dados
envolvidos na titulagcdo, pode-se encontrar o grau de desacetilagdo médio de 74,9% com
desvio padréo de 2,3%. Em comparacdo com o valor informado pelo fabricante da quitosana,
cujo GD > 75%, percebe-se que ha uma boa aproximacdo do GD médio encontrado na
titulacdo por essa metodologia.

No caso da Equacdo 4 proposta por Torres et al. (2005), o GD médio encontrado foi

de 60,7% com desvio padréo de 1,9%. Em comparagdo com o valor informado pelo fabricante
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da quitosana, cujo GD > 75%, percebe-se que hd um distanciamento maior do valor do GD
médio encontrado na titulacdo por essa metodologia.

Foi encontrado GD médio de 67,8% com desvio padréo de 7,8% quando se considera
os resultados das duas metodologias de Tan et al. (1998) e Torres et al. (2005) em conjunto.
Em comparacdo com o valor informado pelo fabricante da quitosana, cujo GD > 75%,
percebe-se que ha um distanciamento do valor do GD médio encontrado na titulagdo por essas
duas metodologias.

Os erros mais comumente encontrados em métodos de titulacdo potenciométrica de
acido-base para a quitosana podem decorrer de muitos aspectos, tais como da medicdo
errdnea da massa da amostra de quitosana ou do volume de titulante; da forte caracteristica
higroscdpica desse polimero; da precipitacdo de quitosana durante a titulacdo para condicfes
de pH acima de 6; da reducdo da concentracdo desse polimero na solugdo, devido a
precipitacdo do mesmo; da sua precipitacdo sobre a superficie de leitura do eletrodo de pH, o
qual perde sua precisdo; de erros indeterminados em fungdo da propria medicdo do pH da
solucdo (JIANG; CHEN; ZHONG, 2003).

Todos esses fatores podem ser considerados para explicar a subestimagao do valor do
GD da quitosana encontrado por titulacdo potenciométrica. O fator principal € a inevitavel
precipitacdo da quitosana em pH acima de 6, ja que a titulacdo ocorreu até pH préoximo de 10.
Apesar disso, a titulacdo executada pode ter contornado parte desse problema, em funcéo de
ter sido realizada sob vigorosa agitacdo e sem interrupgdes, com amostras armazenadas em
dessecador previamente a etapa de pesagem, a qual foi realizada em balanga com precisao de
décimos de miligramas.

Esses pontos de minimizacdo dos erros sdo reforcados pelo pequeno desvio padréo
encontrado para ambas as metodologias utilizadas para o célculos do GD, tanto segundo Tan
et al. (1998), quanto Torres et al. (2005), considerando que o processo foi realizado em
triplicatas. Em termos percentuais, os volumes dos desvios padrdo gastos na neutralizacdo da
quitosana protonada representam apenas 3% do volume utilizado nessa etapa. Esses fatores
contribuem para validar a titulacdo potenciométrica, que ¢ um método simples e pratico para
se determinar o GD da quitosana.

A dificuldade da titulacdo potenciométrica pode estar, enfim, associada & metodologia
a ser escolhida para o calculo do GD, em qual equacgdo que melhor se adéqua ao processo, isto
é, entre Tan et al. (1998) e Torres et al. (2005). Isso pode ser notado pelo distanciamento dos
valores encontrados quando considerados para a média em conjunto, 0 que elevou

consideravelmente o desvio padrdo. Esse ponto é crucial para se determinar o GD da
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quitosana, j& que o célculo final pode diminuir em grande escala o real valor da amostra.
Quando comparado ao valor fornecido pelo fabricante, a divergéncia pode ser significativa e

definitiva para a caracterizacao do material.

6.5 Espectrofotometria de UV-VIS

A Figura 19 apresenta os espectros de ordem zero das solucdes de acido acético
0,01M, 0,02M e 0,03M obtidos na faixa de 190 a 250nm. Percebe-se que a alta absorbancia
do &cido acético na concentracdo utilizada na solugdo pode interferir na leitura da absorbancia
da quitosana, por isso, utilizaram-se 0s espectros de primeira derivada para a analise

subsequente.

Figura 19 — Espectros de ordem zero das soluc¢des de &cido acético: a) 0,01M; b) 0,02M; c) 0,03M.
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A Figura 20 apresenta os espectros de derivada primeira das solucdes de acido acético
0,01M, 0,02M e 0,03M obtidos na faixa de 190 a 250nm. Pode-se observar o ponto comum
entre as curvas, designado como ponto zero da curva (ZCP), proximo a 203,9nm, o qual
corresponde ao ponto de comprimento de onda maximo para a leitura das solucbes de
quitosana. No ZCP a contribuicdo da absorbancia do acido acetico é baixa e sua concentracao
ndo interfere na leitura dos grupos cromoforos da quitosana, permitindo uma melhor

aproximagcéo e determinagéo do seu GD.
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Figura 20 — Espectros de derivada primeira das solucdes de acido acético: a) 0,01M; b) 0,02M; c¢) 0,03M.
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A Figura 21 apresenta a curva de calibracdo desenvolvida por regressao linear para as
solucdes padrdo de quitosana em concentragdes de 0,05mg/mL, 0,10mg/mL, 0,25mg/mL,

0,50mg/mL, 1,00mg/mL em acido acético 0,01M.

Figura 21 — Curva de calibracdo de solucGes padrdo de quitosana de 0,05mg/mL a 1,00mg/mL.
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Percebe-se que a faixa descrita por essas concentragdes ndo possui uma relacéo
completamente linear em toda sua extenséo, como descrito pela Lei de Beer. A regido entre as

concentragdes de 0,50mg/mL e 1,00mg/mL ndo possui proporcionalidade entre a absorbancia
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e a concentragdo do analito, e deve portanto ser desconsiderada para a realizacdo da anélise a
que se pretende. Assim, uma nova curva de calibracdo foi elaborada, considerando as
concentragdes de 0,05mg/mL, 0,10mg/mL, 0,25mg/mL, 0,50mg/mL, como apresentado na

Figura 22 a seguir.

Figura 22 — Curva de calibracéo de solucbes padrdo de quitosana de 0,05mg/mL a 0,50mg/mL.
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Percebe-se que a nova curva de calibracdo obteve uma regresséo linear adequada e
excelente coeficiente de determinagdo (R?). A partir da Lei de Beer-Lambert, apresentada na

Equacdo 1, adequou-se a equacdo da reta encontrada na curva de calibracéo (7).

AD) = eDIC 1)

y = 3,467x + 0,058 @)

Considerando que a variavel independente x na Equacéo 7 corresponde a concentracao
do analito na Equacdo 1, assim como a variavel dependente y corresponde a absorbancia,
entdo o coeficiente angular da Equacéo 7 se relaciona ao produto da absortividade molar pelo
comprimento do caminho Optico, e o coeficiente linear da Equagdo 7 corresponde a
absorbéancia do branco utilizado na anélise, ou seja, ao acido acetico.

Portanto, resolvendo essas igualdades, encontra-se que: a absorbancia do &cido acético

em 203,9nm (A = 0,058) foi bem baixa e proxima de zero, o que significa que o branco
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utilizado estava adequado & analise; a absortividade molar da quitosana é 3,467mg™.mL.cm™,
ja que a cubeta de quartzo apresenta 1,0cm.

Os valores encontrados na curva de calibracdo de absorbancia para cada concentracao
de quitosana foram levados na Equacdo 5 adaptada de Liu et al. (2006) para o calculo do GD.
Foi encontrado um GD médio de 81,2% com desvio padrdo de 1,7%. Em comparagdo com o
valor informado pelo fabricante da quitosana, cujo GD > 75%, percebe-se que esse valor
atende a faixa especificada. 1sso pode ter ocorrido em funcdo das vantagens desse método de
apuracdo do GD, tais como de alta sensibilidade, facilidade de ser executado, minima
interferéncia de contaminantes nos resultados, entre outros (TAN et al., 1998). Além disso,
verifica-se que o valor do GD calculado pela espectrofotometria de UV-VIS foi o0 mais alto
quando comparado aos obtidos por outras técnicas, como também observado por Khan, Peh,
Ch’ng (2002).

Conforme observado por Tan et al. (1998) e Khan; Peh; Ch’ng (2002), 0 GD da
quitosana € altamente dependente do tipo de método analitico empregado. Assim, com base
nos resultados obtidos neste estudo, 0 GD da quitosana variou de acordo com 0s métodos
utilizados para sua medicdo. Como cada metodologia tem suas vantagens e desvantagens, €
dificil apurar, baseado também somente nesses resultados e ensaios, qual o método mais
preciso e adequado para determinar o GD da quitosana. Portanto, conforme observado por
Khan; Peh; Ch’ng (2002), o0 método utilizado na determinagdo do GD da quitosana deve ser

também relatado junto ao valor encontrado para a amostra em anélise.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, buscou-se determinar o GD da quitosana por meio das técnicas de
titulacdo potenciométrica e de espectrofotometria de UV-VIS. As propriedades fisico-
quimicas da quitosana foram caracterizadas por FTIR, DRX, TGA e DSC.

O espectro de FTIR da quitosana evidenciou as principais bandas de absorgéo
associadas aos grupos quimicos presentes na sua estrutura, além de atribuir um GD de 69,7%.
O DRX da quitosana apontou 24,6% de cristalinidade, a TGA confirmou a perda de massa em
dois estégios caracteristicos de desidratagdo e decomposi¢do do polimero, ja o DSC apontou
0s picos de temperatura envolvidos nesses eventos.

Na titulacdo potenciométrica, evidenciaram-se os dois pontos de inflexdo tipicos da
curva, além de um GD de 74,9% segundo metodologia de Tan et al. (1998), e de 60,7%
segundo Torres et al. (2005). Em conjunto, as duas metodologias citadas atribuem GD médio
de 67,8%. Foi encontrado um méaximo de absor¢do em UV-VIS para a quitosana em 203,9nm,
bem como uma faixa de relacdo linear da concentracdo pela absorbancia entre 0,05 e
0,50mg/mL, além de absortividade molar de 3,467mg™*.mL.cm™ e GD de 81,2%.

O GD da quitosana é influenciado pelo método empregado para sua determinagéo, por
isso foram observadas grandes variacfes nesses valores, desde os obtidos por FTIR, passando
pela titulacdo, até o UV-VIS.
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