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RESUMO

A quitosana ¢ amplamente ofertada como um dos polissacarideos disponiveis mais
abundante a partir de fontes naturais, sendo assim ¢ empregada em diversas
aplicagdes, como produtos farmacéuticos, adsorvente de metais pesados,
biomateriais, ¢ muitas outras areas industriais. A quitosana ¢ obtida através da
desacetilacdo alcalina da quitina natural, e se mostra razoavelmente soluvel em meio
acido, porém com baixa solubilidade em solugdes aquosas com pH > 6,5. Contudo,
com a introdu¢do de grupos quimicos, algumas melhorias em relagdo a faixa de
solubilidade puderam ser observadas. Nesse sentido, a carboximetilquitosana ¢ uma
boa alternativa, ja que ¢ solivel em meios aquosos acidos, alcalinos e fisiologicos.
Sendo assim o presente trabalho se propds a obter a O-carboximetilquitosana (um
dos produtos da carboximetilacdo) a partir da quitosana sintética, a fim de ampliar a
faixa de solubilidade e por consequéncia de aplicagdes da mesma. Para avaliar o
grau de substituicdo da O- carboximetilquitosana foi realizado o procedimento de
titulacdo potenciométrica. Pela metodologia adotada foi verificado sucesso na
conversdo de grupos quimicos da quitosana para carga negativa verificados por

meio da titulagdo potenciométrica.

Palavras—chave: O-Carboximetilquitosana; quitosana; titulacdo potenciométrica.
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ABSTRACT

Chitosan is widely offered as one of the most abundant polysaccharides available from
natural sources, so it is used in several applications, such as pharmaceuticals, heavy metal
adsorbent, biomaterials, and many others. Chitosan is obtained through the alkaline
deacetylation of natural chitin, and is shown to be reasonably soluble in an acid medium,
but with low solubility in aqueous solutions with pH > 6.5. However, with the introduction
of chemical groups, some improvements in relation to the solubility range could be
observed. In this sense, carboxymethyl chitosan is a good alternative, since it is soluble in
aqueous acidic, alkaline and physiological medium. Therefore, the present work proposed
to obtain of O- carboxymethyl chitosan (one of the carboxymethylation products) from
synthetic chitosan, in order to expand the solubility range and as a result of its applications.
To assess the degree of O-carboxymethyl chitosan substitution, the potentiometric titration

procedure was performed.

Key words: O-carboxymethyl chitosan; Chitosan; Potentiometric Titration.
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1 INTRODUCAO

Atualmente os polimeros biodegradaveis vém se destacando cada vez
mais no cenario mundial. Isso ocorre devido a necessidade crescente da producdo de
ecomateriais e que possam degradar rapidamente apds o descarte, sem a geracdo de
produtos de degradagdo toxicos ao meio ambiente.

Os polimeros naturais sdo de grande interesse no ramo da pesquisa e
desenvolvimento, uma vez que estes se mostram presentes em abundancia na
natureza nas mais diversas fontes, e, por consequéncia, discorrem de baixo custo e
alta compatibilidade com os sistemas biologicos. Grande parte destes polimeros sdao
biocompativeis ou biodegraddveis e tém composicdo quimica similar a matriz
celular, bem como as suas propriedades fisico- quimicas que mimetizam o meio
fisiologico. Sendo assim, por hidrélise quimica ou pela acdo de enzimas, a sua
degradacdo resulta em produtos residuais que podem até ser reconhecidos pelas
células, o que acarreta propriedades bioativas especificas (FALCONE; AGNELLLI;
FARIA, 2007).

A quitina ¢ um dos recursos organicos renovaveis mais abundantes do
mundo. Tendo como fonte de obtengdo, um dos principais constituintes das conchas
de crustaceos, dos exoesqueletos de insetos e da parede celular de fungos
(KRAJEWSKA, 2004). A quitosana (poli — B (1 ->4) -2-amino-2-deoxi-D-glicose)
¢ obtida pela hidrdlise alcalina da quitina a partir de exoesqueletos de insetos, cascos
de crustaceos, fungos e paredes celulares. (SILVA, 2011).

Ainda segundo Silva 2011, modificagdes quimicas da quitosana sdo
executadas para melhorar a processibilidade do polimero e modificar algumas
propriedades, tais como: a atividade antimicrobiana, a solubilidade e a habilidade de
interacdo com outras substancias. Visando melhorar a solubilidade da quitosana,
diferentes derivados tém sido preparados e estudados: quitosanas quartenizadas,
aciladas, alquiladas, tosiladas, entre outros.

A reagao de carboximetilagdo ¢ utilizada para preparar derivados
soluveis de quitosana, em uma ampla faixa de pH. De acordo com os reagentes e
condi¢gdes reacionais, a carboximetilagdo da quitosana leva a producao dos
derivados oxigenados e nitrogenados, podendo também ocorrer a dissubstitui¢dao nos

grupos amino (SILVA, 2011).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral desse trabalho ¢ sintetizar e caracterizar
fisicoquimicamente, preferencialmente, a O- carboximetilquitosana a partir de
quitosana por meio de uma reagdo de carboximetilagdo e realizar sua caracterizagao.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar a quitosana utilizada como matéria-prima quanto ao
grau de desacetilagao.
e Modificar quimicamente a quitosana por meio de reagdo de

carboximetilagdo, transformando-a preferencialmente em O-
carboximetilquitosana.

e (aracterizar o produtos obtido em relagdo ao grau de substitui¢ao.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros de origem natural

Segundo defini¢gdo da IUPAC (International Union of Pure ans Applied
Chemists) um biopolimero ou polimero natural sdo os materiais produzidos
metabolicamente pelos proprios seres vivos, estes incluem acidos ribonucleicos,
proteinas, aminodcidos, polissacarideos, borracha natural e alguns poliésteres. Além
disso, existem os derivados de polimeros naturais, também chamados de
semissintéticos, os quais sdo obtidos como polimeros naturais modificados
quimicamente. Os polissacarideos como celulose, alginato, amido, agarose, acido
hialurénico, quitina, quitosana entre outros apresentam grande oferta dentre os
outros nesta categoria (COIMBRA, 2010).

Uma das caracteristicas mais importantes dos polimeros naturais € a sua
grande abundancia na natureza, o que acarreta baixo custo de processos que incluam
estes como componentes ou insumos. Além disso, o descarte destes polimeros como
rejeito pode ser reaproveitado em diversas aplicagdes. Como sdo estruturas criadas
por seres vivos, apresentam alta biocompatibilidade e biodegradacao com pouca ou
quase nenhuma toxicidade. (VASCONCELOS; ARAUJO; SANTANA, 2015; GUO
et al., 1998).

O polimero natural ou sintético que sofre decomposi¢do por
microrganismos tais como fungos ou bactérias, e tem como produtos de degradagio
COz, H20 e CH4 ¢denominado biodegradavel (SHAH et al., 2008).

Os polissacarideos sao biopolimeros. De forma geral, sao formados a
partir de unidades basicas de glicose. Os polissacarideos podem ser classificados
como homopolissacarideos ou heteropolissacarideos (RINAUDO, 2008;
FRANCHETTIL; MARCONATO; 2006). Dentre a diversidade de polissacarideos,
alguns apresentam ampla utilizacdo. Sao eles a celulose, presente na madeira,
algoddo e outras fontes de origem vegetal; a quitina, originada de crustaceos,
insetos, moluscos, cefalopodes e também em cogumelos (FRANCHETTI;
MARCONATO; 2006).

Um polimero que merece destaque no ramo de aplicagcdes médicas e tem
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sua origem natural e biodegradavel ¢ a quitosana, obtida pela desacetilagdo da
quitina, presente em exoesqueletos de crusticeos, fungos e paredes celulares

(VENDRUSCOLO et al., 2005).

3.2 Quitosana

3.2.1 Obtencdo

A quitina ¢ o segundo biopolimero mais abundante da natureza, depois
da celulose, cujas unidades repetitivas sdo apresentadas na Figura 1. A estrutura
quimica da quitina foi proposta em 1929, por Albert Hofmann, tendo como férmula
molecular os seguintes elementos [CsHi130sN]n € um polissacarideo formado por
moléculas de acucares do tipo [B-(1-4)2-acetamido-2-deoxi-D-glicose(N-
acetilglicosamina). Essa estrutura assemelha-se a da celulose; o que diferencia esses
dois polimeros ¢ a substituicdo do grupo hidroxila do carbono 2 na celulose, pelo
grupo acetamino na quitina. A quitina é produzida a partir de fontes naturais, tais
como: fungos, exoesqueletos de crustaceos, algas diatomaceas e insetos. (FRANCO
et al, 2005; DIAS, 2013; ALBUQUERQUE, 2009; ANDRADE, 2012; DALLAN,
2005).

A producdo de quitosana ocorrem frequentemente a partir dos rejeitos da
industria de alimentos enlatados baseados em crusticeos, como caranguejo €
camardo. Dessa forma corresponde a um processo realizado com custo
relativamente baixo (KUMAR, 2000). Estima-se que a quitina ¢ produzida
anualmente tanto quanto a celulose (ISA et al., 2012). As carapagas de crustaceos
sao residuos abundantes e rejeitados pela industria pesqueira, pois em muitos casos
sdo consideradas poluentes. A utilizagcdo desse residuo reduz o impacto ambiental
causado pelo seu acumulo nos locais onde ¢ gerado ou estocado (AZEVEDO et al.,
2007). Assim, o processo de producdo da quitosana ¢ economicamente viavel e
ecologicamente interessante, devido a utilizacdo de subprodutos da industria de
pesca (CAMPOS et al., 2005).

O processo de desacetilagdo da quitina para obten¢do 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 certificagdo do produto obtido em termos de pureza e

coloracdo depende de residuos dessas proteinas e pigmentos, os quais podem causar
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problemas no seu uso subsequente, caso seja para aplicacdo, por exemplo, como
biomaterial (RINAUDO, 2006).
A Figura 2 a seguir ilustra a similaridade entre a composi¢do dos

polimeros celulose, quitina e quitosana.

Figura 2 - Estrutura da celulose, quitina e quitosana

(a) Celulose (b) Quitina(c) Quitosana
Fonte: COSTA JUNIOR, 2008.

Este polissacarideo, que se organiza numa estrutura cristalina altamente
ordenada, ¢ sintetizado por um grande numero de organismos, nomeadamente por
animais que possuem exoesqueleto. A quitina ¢ insolivel em solventes aquosos e na
maioria dos solventes organicos convencionais, sendo esta caracteristica o principal
fator limitante a sua utilizagdo. Geralmente designa-se por quitosana todos os
derivados da quitina que apresentam um grau de acetilacdo inferir a 40%
(COIMBRA,2010).

A quitosana ¢ obtida, geralmente, pela desacetilagdo da quitina, em meio

alcalino. Nessa reacdo, os grupos acetamido das unidades acetil- glicosamino da



quitina sdo convertidos em grupos amino, dando origem a quitosana (SILVA,2011)

De acordo com Dallan (2005), no processo da desacetilacao alcalina da
quitina, para a obten¢do da quitosana, as ligagdes N-acetil da quitina sdo quebradas.
Assim, ¢ formada a D- glicosamina, que possui um grupo amino livre. A quitosana
ndo deve ser considerada como uma macromolécula uniforme, € sim como um
grupo polimérico parcialmente desacetilado, necessitando possuir grau de
desacetilacdo superior a 50% (CRAVEIRO; CRAVEIRO; QUEIROZ, 1999;
DALLAN, 2005; SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

3.2.2 Grau de Desacetilacdo

Quando o grau de desacetilagdo da quitina alcanga em torno de 50%
(dependendo da origem do polimero) ele se torna solivel em meio aquoso 4cido e €
chamado quitosana. A solubilizagdo ocorre pela protonacao da fungao —NH sobre o

carbono 2 da unidade de repeticao ,

D-glicosamina, portanto, o polissacarideo ¢ convertido em um polieletrolito em
meio acido (RINAUDO, 2006). Entretanto, a solubilidade depende de varios
parametros, tais como grau de desacetilagdo, massa molar, concentracdo do acido e
do biopolimero e da forca idnica (SANTOS, 2004).

Assim, a quitosana ¢ o copolimero formado por unidades monoméricas de
glicosamina e acetilglicosamina, como representado na Figura 3 a seguir pelas

unidades x e y respectivamente (SILVA R. et al., 2004).

Figura 3 — Estrutura molecular do copolimero quitina/quitosana

OH OH

OH OH

Fonte: OLIVEIRA,2015.

A propor¢do dos grupos glicosamina na estrutura da quitosana ¢

conhecido como grau de desacetilacdo e corresponde aos grupos amino que estdo

15



livres no polimero (SANTOS, 2004). Esse parametro serve como critério para
defini¢do da espécie corresponder a quitina ou quitosana (SILVA; MANO; REIS,
2008). Dessa forma, considera-se como o copolimero quitosana, de acordo com a
Figura 2, quando o grau de desacetilacdo ¢ maior do que 50%, isto &, x>50%, e ao
contrario, considera-se quitina quando y>50%. Preparos de quitosana disponiveis
comercialmente possuem grau de desacetilagdo variando de 50 a 90% (SUH;

MATTHEW, 2000).

As caracteristicas e aplicacdes que a quitosana pode apresentar
dependem diretamente do seu grau de desacetilacao grau de desacetilagdo e também
do tamanho da cadeia polimérica; ou seja, para se conseguir as condi¢des desejadas,
deve-se possuir um rigido controle das condi¢des do processo de producdo da

quitosana (DALLAN, 2005; CAMPANA- FILHO et al., 2007).

3.2.3 Propriedades da quitosana

Esse polimero possui caracteristicas importantes, tais como,
insolubilidade em agua, meios alcalinos, dlcool e acetona. Porém, ¢ totalmente
soluvel em solucdes aquosas ligeiramente acidas, desde que o pH seja mantido
abaixo de seis. Alguns autores realizaram estudos e mostraram que a quitosana ¢
soluvel em acido acético, acido formico ou a mistura deles, tanto em meio aquoso,
quanto usando a mistura desses acidos concentrados, utilizados no preparo de
solucdes para o processo de eletrofiacao de fibras (DUAN et al., 2004; ANDRADE,
2012; BIZARRIA, 2012; MIN et al., 2004; NAAZ, 2013; NISTA; MELO, ME],
2015; SCHUEREN et al., 2012).

O grau de desacetilagdo e a massa molar da quitosana influencia em suas
propriedades, tais como a solubilidade em agua, o comportamento mecanico, a
estabilidade quimica e a biodegradabilidade. (CHAUDHURI; PARIA, 2012;
MANSUR, 2010).

As propriedades da quitosana exibidas enquanto biomaterial bem como
biodegradabilidade, = biocompatibilidade,  bioadesividade/muco  adesividade,
atividade anti inflamatoria, antifingica e antibacteriana, promotora da regeneracao
de varios tecidos (pele, tecido 0sseo...), agdo hemoestatica e anti trombogénica,
além da processabilidade relativamente simples, fazem com que estes materiais

sejam amplamente estudados, principalmente para a ciéncia dos biomateriais
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(COIMBRA, 2010).

A quitosana também ¢é soltivel em alguns é4cidos inorganicos, como:
acidos nitrico, perclorico e fosforico (DALLAN, 2005; CAMPANA-FILHO et al.,
2007). A solubilidade da quitosana em meio acido aquoso ocorre em virtude da
protonagdo dos grupos aminos, presentes em suas unidades glicosamina, gerando
cargas positivas (-NH3") na solugdo. Porém, sua solubiliza¢do necessita de forte
agitacdo por periodos longos e, em alguns casos, requer aquecimento para ser
completamente dissolvida (DALLAN, 2005).

A quitosana ¢ amplamente pesquisada para aplicagdo em diversas areas
como: industria alimenticia, ciéncias bioldgicas, liberacdo de farmacos, engenharia
de tecidos, biocatalise, tratamento de dguas residuais, entre outras; iSso por que esse
polimero apresenta propriedades muito interessantes, tais como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, propriedades cicatrizantes, antimicrobianas, antifingicas e
quelantes (ALBUQUERQUE, 2009; MARICATO, 2010; ANDRADE, 2012).
Assim, a quitosana torna-se altamente atraente para diversas aplicagdes, sendo
estudado com o intuito de ser utilizada como meio complexante de ions metalicos
para o tratamento de agua, como curativo para ferimentos, na agricultura, como
cobertura de protecao de frutas comestiveis, na liberacao controlada de farmacos, na
industria de cosméticos, dentre outros (ALBUQUERQUE, 2009; MOURA et al.,
2006; ANDRADE, 2012; SEGALA et al., 2012; CAMPANA-FILHO et al., 2007;
RIBEIRO et al., 2007; TONHI; PLEPIS, 2002; MARICATO, 2010).

3.3 Carboximetilacdio da Quitosana

Uma das limitagdes para ampliar as aplicagcdes da quitosana ¢ sua
solubilidade em meios &cidos. As modificagdes nos grupos funcionais ao longo da
cadeia poliméricas sdo espedientes utilizados para modular algumas de suas
propriedades, tais como a solubilidade, as interagdes com grupos organicos €
substancias inorganicas, quando comparadas com as propriedades da quitosana de
origem. Entre os varios processos de modificagdo conhecidos atualmente, a reagao
de carboximetilacdo ¢ um dos que permite preparar derivados soluveis de quitosana,
em uma ampla faixa de pH (RAMANERY, 2016, BORSAGLI, 2015).

O grau de substituicdo da carboximetilquitosana, segundo Abreu &
Campanana-Filho (2005), pode ser avaliado usando a titulagdo potenciométrica da

solucdo de carboximetilquitosana com acido cloridrico (HCI), semelhante ao processo
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de obtencdo do grau de desacetilacio da quitosana, titulando a solugdo de
carboximetilquitosana em 4gua deionizada, com adi¢cdo de HCI 0,1mol.L"!' com solugio
de 0,1mol.L" de NaOH medindo-se a variagdo de condutividade e pH.

Para sintese da O-carboximetilquitosana o meio da solucdo deve ser
fortemente alcalina, para ocorrer ativagdo das hidroxilas presentes na quitosana.
Quando o pH ¢ diferente, a substitui¢do ocorre nos grupamentos aminos, originando
a N-carboximetilquitosana. Isso ocorre devido as diferengas de reatividades dos
grupos -OH (hidroxilas) e -NHz (aminos), ja que as hidroxilas sdo nucle6filos mais
fracos que os grupos aminos (SOLOMONS & FREYHLE, 2006).

Dessa forma, ¢ comum o uso de alcali para a producdo da O-
carboximetilquitosana e normalmente se utiliza o hidroxido de sédio (NaOH) na
presenga de monocloroacético para que seja favorecida a reacdo de O-substituicdo
(BAUMANN, 2001).

A Figura 4 a seguir ilustra a reagdo de O-carboximetilacao.

Figura 4 — Representacao Esquematica de O-carboximetilacao

CHs»

A

HO ©
Acido monocloroacético

TR (0] ’NHE
OH
Quitosana alcalina H
iHZCOOH-
OH2 O .‘\\O o
Y + Nacl + H0
T e o .WNHz
OH

O-Carboximetilquitosana

Fonte: modificado de SILVA,2011.

Com o controle estequiométrico dos reagentes e condicdes de reacdes,
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como pH e temperatura, a carboximetilagdo da quitosana permite a producdo de
derivados  O-  carboximetilquitosana, = N-carboximetilquitosana  ou  N,O-
carboximetilquitosana. A reacdo também permite obter derivado com substituicdo nos
grupos amino da quitosana (CHEN; PARK, 2003; FARAG; MOHAMED, 2013;
ABREU et al., 2013).

3.4 Titulacao Potenciométrica

A titulagdo potenciométrica envolve medidas do potencial de um
eletrodo em fun¢do do volume de titulante. Esta técnica fornece resultados mais
confidveis que aqueles gerados por titulacdes convencionais que utilizam indicadores
quimicos, sendo particularmente tteis em solucdes coloridas ou turvas (SKOOG et
al., 2005). A titulacdo potenciométrica consiste em acompanhar os varios estagios e
determinar o ponto final do processo de titulagdo por intermédio da medida do pH.
Neste método, o ponto de equivaléncia serd revelado por abrupta modificacdo no
valor do pH. Para a medida do pH, ¢ necessario um potenciometro que fornece
diretamente os valores do pH a medida que a titulagdo avanca. Qualquer método
capaz de detectar uma alteragdo brusca do potencial pode ser usado. Um dos
eletrodos deve permanecer em potencial constante, ndo necessariamente conhecido.
O outro eletrodo, que indica as mudangas de concentragdo idnica, deve ter resposta
rapida. A solucdo que contém o analito deve ser agitada ao longo da titulacio
(VOGEL, 2002). A deteccdo do ponto final da titulacdo pode ser feita com maior
facilidade pelo exame da curva de titulagao (grafico da variagdo do pH em fungao

do volume de titulante adicionado), que em geral ¢ uma curva sigmoide.
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3.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Em termos mais elementares, o espectro infravermelho ¢ obtido como
consequéncia da absor¢do de radiagdo eletromagnética em frequéncias que se
correlacionam com a vibragdo de conjuntos especificos de ligagdes quimicas dentro
de determinada molécula. Em primeiro lugar, ¢ importante refletir sobre a

distribuicao de energia que a molécula possui em determinado instante.

Defini-se a energia total como a soma dos componentes energéticos
especificos presentes:

E'total = Eelectronica + Evibracional + Erotacional +FEtranslacional

A energia translacional estd relacionada ao deslocamento de moléculas
no espago como fun¢do térmica normal do movimento de matéria. A energia
rotacional que da origem a sua propria forma de espectroscopia ¢ observada como o
movimento giratério da molécula, que ¢ o resultado da absorcdo de energia na
regido das micro-ondas. O componente vibracional de energia ¢ o termo de mais alta
energia e corresponde a absor¢do de energia pela molécula conforme os dtomos
vibram sobre o centro médio de suas ligagdes quimicas. O componente eletronico
estd ligado as transicdes de energia dos elétrons e de como eles estdo distribuidos
por toda a molécula, sejam localizados dentro de ligagdes especificas ou deslocados
sobre estruturas, tal como um anel aromatico. Afim de observar tais transi¢oes

eletronicas, € necessario aplicar energia na forma de radiacdo visivel e ultravioleta.

E = hu frequéncia/energia

Onde:
E ¢ a energia liberada,
h é a constante de Planck,

v ¢ a frequéncia da luz

A exigéncia fundamental para a atividade infravermelha, levando a

absor¢do da radiagdo infravermelha, ¢ que deve ocorrer mudanga liquida no
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momento de dipolo durante a vibracdo da molécula ou do grupo funcional em
estudo. (COATES, 2000)

Nesse processo o espectro de energia tem como origem os fotons
absorvidos pela transi¢ao dos niveis de energia vibracional da molécula, sendo que o
espectro corresponde aos modos especificos de vibragdo da estrutura molecular do
material, ou seja, a mudangas no momento de dipolo. A fonte de energia deve ser
um feixe monocromatico na regiao do infravermelho, variando o comprimento de
onda de modo a permitir absor¢ao em todas as faixas do infravermelho. O resultado
¢ um espectro da luz absorvida de forma irregular, em fun¢do do material. Como as
ligacdes quimicas das substiancias possuem frequéncias especificas, como
impressoes digitais, de acordo com os niveis de vibracao das moléculas, consegue-
se identificar os tipos de ligagdes e/ou grupos quimicos presentes no material. O
comprimento de onda do infravermelho varia entre 0,78um a 1000um, e o nimero
de onda entre 12800cm™ a 10cm™, sendo que esse valor ¢ proporcional a frequéncia,

conforme a equagao (BORSAGLI, 2015)

h=1/v

Onde:

A € o comprimento de onda

v ¢ a frequéncia da luz

A partir da escolha especifica de bandas ¢ possivel inferir sobre algumas
propriedades tanto da quitosana (matéria-prima) quanto da carboximetilquitosa.
(produto obtido). As propriedades objeto de nosso interesse nesse estudo sdo o grau

de desacetilagdo da quitosana e o grau de substitui¢do da carboximetilqueitosana.

A Tabela 2 apresenta as bandas de vibragdo referentes a cada grupo
especifico que norteiam a andlise do espectro de infravermelho para identificacdo

tanto da quitosana como da carboximetilquitosana.
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Tabela 2 - Bandas de absor¢io e nimero de onda (cm™) caracterisiticos de

quitosana e carboximetilquitosana

1

Banda v/em™ Vibragdo Referéncia
Estiramento assimetrico Herman, Molecules.
da
0=C 1651
. 2013.
carbonila
Dobragem da amina primaria Herman, Molecules.
NH2 1590-1570 .
QUI desacetilada 2013.
NH» 1649 Flexdo de NH em -NH2 YAN, H., et al., 2011
-CN 1157 Estiramento assimétricoem —CN | YAN, H., et al, 2011
Alongamento grupo
-C-0- 1064 YAN, H,, et al,, 2011
-C-OH
Yu, C.,Yun-fei,L,,
Hui-min,T.,
C-0-C 1156 ¢ 1071
carbohydrate Polymers,
75,2009
Yu, C.,Yun-fei, L.,
CMC Estiramento assimétrico Huimin, T.,
COO- 1620 da carbonil
carbontia carbohydrate Polymers,
75,2009
Indica ligagao do crupo acido
COOOH 1722 YAN, H.,, et al.,, 2011
coloroacetico
_NH3" 1512 Protonagdo grupo amina YAN, H,, et al., 2011
Na-O- CMC
Estiramento assimétrico da
Sal de COO- 1560 carbonila YAN, H,, et al, 2011
0O-CMC

Fonte: RAMANERY,2016.

BRUGNEROTTO e colaboradores (2001) apresentam um resumo sobre

os métodos utilizados para avaliar o grau de desacetilagdo de quitina e quitosana a

partir do espectro de infravermelho e sugerem que para qualquer GD de quitina ou

quitosana, as bandas de 1420cm™ e 1320cm™, como de referéncia e caracteristica

sdo mais estaveis independentemente da técnica, estado ou estrutura secundaria.

1420

A _ 3822 + 0,03133 % (100 — GD)
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A Figura 5 apresenta o espectro de infravermelho da quitosana e da
carboximetilquitosana com os principais grupos quimicos presentes € suas

respectivas bandas de vibragio na faixa de 1900cm™ a 1300cm™.

Figura 5— Espectro de FTIR da (a) quitosana de origem em comparacio com a (b)

carboximetilquitosana

NH_z Amida ll 1380 -CN
. Amida Il

Absorbancia (u.a)

1ETE

w

T ¥ T " T 1 T ) T L L}
=mm -~ -~m “zAm Y, T crAm

Niimero de onda =™

Fonte: RAMANERY et al. (2014).

De forma semelhante, Abreu & Campanana-Filho (2009) e Silva (2011)
obtiveram o grau de substituicio (GS) da carboximetilquitosana por FTIR,
substituindo a banda de referéncia por 1624cm™! (referente aos grupamentos aminos)
e a banda caracteristica por 1745 cm™' (referente aos grupamentos carboxilicos),

conforme equagao XX definida a seguir.

GS =100 — {{(A1624/A1745)/1.33}* 100%}
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4 METODOLOGIA

A figura 4 abaixo representa o fluxo executado do trabalho e evidencia as

etapas de e caracterizacao da matéria prima e obtensdo e caraterizacdo do produto

obtido.
Figura 4 - Fluxograma simplificado das etapas do trabalho.
Caracterizacdo da auhosanacomicrdal Titulacdo Determ.lnagao do grau dme
Matéria - prima potenciométrica desacetilacdo /protonacio
£ G-
Obtencdo da
Carboximetilquitosana
N @ J
' ™
Caracterizacdo dos Carboximetilquitosana Titulacdo Determinacdo do grau de
produtos potenciométrica substituicdo
p vy

Fonte: Elaborado pelo autor.
4.1 Selecido da Quitosana

Utilizou-se a quitosana comercial em pd (Aldrich, EUA, Massa Molar
entre 310.000 e 375.000gmol™!, com Grau de Desacetilagio > 75,0%, e viscosidade
800- 2000 cPoise (1 % em 1 % acido acético).

4.2 Sintese da Carboximetilquitosana

Os reagentes e procedimentos utilizados na Sintese da

Carboximetilquitosana serdo descritos a seguir.

4.2.1 Reagentes

Todos os reagentes e precursores utilizados foram de alto grau de pureza
(P.A.). Na sintese de modificagdo da Quitosana para obter carboximetilquitosana,

foram utilizados os seguintes reagentes: acido monocloroacético sélido (Sigma-
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Aldrich, EUA, 99% CICH2COOH), hidréxido de sodio (Merck, EUA, > 99%,
NaOH), isopropanol (Aldrich, USA 99,9%, CH3CH>OHCHj3), etanol anidro
(Aldrich, USA, 99,9%, CH3CH2OH) e quitosana em po6 (Aldrich Chemical, EUA,
peso molecular médio, MM=310000 a 375000g/mol, o grau de desacetilacao, DD >
75,0%, e viscosidade de 800-2000 cPoise, a 1% m/v em solugdo 1% v/v de acido
acético). Cloreto de zinco (Vetec, 97%, ZnCl,), hidréxido de sédio (Merck, EUA, >
99%, NaOH), sulfeto de sdédio nono-hidratado (Synth, Brasil,>98% de Na>S.9H,0),
acido acético glacial (Synth, Brasil, >99,7%, CH3COOH), acido cloridrico (Sigma-
Aldrich, EUA, 36,5-38,0%, HCI). Agua deionizada (H,O DI, Millipore Simplicidade
™) com resistividade de 18 MQ.cm foi utilizada na preparagéo de todas as solugdes

que foram feitas em temperatura ambiente (22+2)°C.

4.2.2 Procedimentos

No presente trabalho realizou-se a sintese de modificacdo da estrutura da
quitosanapor carboximetilacdo via reagdo com acido monocloroacético soélido e
hidroxido de sodio a temperatura ambiente (25°C), de modo a favorecer a
carboximetilacdo da quitosana no grupo hidroxila ligado a C6.

A sintese de O-CMC foi realizada em trés etapas, descritas a seguir:

a) reacdo de quitosana com solugao de NaOH e monocloroacético;
b) remocao de residuos da reacao anterior;

c) reacdo de neutralizagdo da O-Carboximetilquitosana

A Figura 5 apresenta um fluxograma simplificado das etapas de sintese

de O- carboximetilquitosana.

Figura 5 - Fluxograma simplificado do processo de modificacio da quitosana

Raltacha por

. | ' (b)

fto—=

(a) Formagdo do sal Na-O- CM_Quitosana e (b) Neutralizagdo e purifica¢do do sal de Na_CMC.
Fonte: préprio autor.



a) Reacdo de quitosana com solu¢ao de NaOH e CICH,COOH

A carboximetilquitosana foi sintetizada segundo o método descrito por
(BOESAGLI, 2015) com modificagdes. Num baldao de vidro (500mL) de trés bocas,
a temperatura ambiente de 224+2°C, foram adicionadas 70,8mL de isopropanol sob
agitacdo magnética moderada. Posteriormente adicionou-se lentamente 3g de
quitosana em pd e manteve-se a agitagdo magnética moderada pelo periodo de 30
minutos. Apos homogeneizacao da suspensdo, adicionaram-se lentamente 8,16g de
hidroxido de sodio previamente dissolvidos em 10g de H>O DI e 10mL de
isopropanol. Manteve-se o sistema por 1 hora em temperatura de 22+2°C, sob
agitacdo mecanica moderada para reacdo de alcalinalizagdo da quitosana.
Adicionou-se ao sistema 14,4g de solu¢ao de acido monocloroacético dissolvidos
em isopropanol (1:1 m/m). Posteriormente, manteve-se a agitagdo magnética por 8
horas a temperatura 22+2°C. Em seguida cessou-se a rea¢do pela adi¢do de 100mL
de etanol absoluto e filtrado. Lavou-se o produto solido em etanol 70-90% para
remog¢ao dos sais e secagem. Apoés filtragdo sob vacuo, manteve-se o produto a
temperatura ambiente para secagem. A Figura 5 apresenta o fluxograma geral do
processo de sintese de modificagdo da quitosana e obtencdo do sal de

carboximetilquitosana (Na-O-CMC).

b) Remogao de residuos de reagdo modifica¢ao da quitosana em Na-O-
Carboximetilquitosana

Nesta etapa, cerca de 7,9g¢ de Na-CMC seca foram adicionados em
100mL etanol 90% e mantidos sob agitacdo por 30 minutos. Apds esse tempo foi
realizada a filtragdo a vacuo, o so6lido foi seco a temperatura ambiente por 24 horas e
a massa final avaliada.

¢) Reacdo de neutralizag@o do sal de Carboximetilquitosana

No processo final de neutralizagdo e purificagdo utilizou-se 1g do
produto sal de carboximetilquitosana (Na-CMC) ap6s remogao dos residuos.

Pesou-se 1g do sal de carboximetilquitosana (Na-CMC) e adicionou-se
ImL &acido cloridrico concentrado (37%). Manteve-se a mistura sob agitagdo
mecanica moderada por 30 minutos. Depois desse periodo a solucdo foi filtrada a
vacuo, lavou-se o solido intensamente com etanol 80% v/v até atingir o valor de pH
6,0+£0,2. Posteriormente lavou-se o solido com 50mL de etanol absoluto para

desidratar. Secou-se o produto a temperatura ambiente por 24 horas. Pesou-se a
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massa final do produto O- carboximetilquitosana.

4.3 Caracterizaciao dos polimeros

A técnica de titulagdo potenciométrica, foi utilizada para caracterizagao
da quitosana utilizada como matéria prima e da carboximetiquitosana produzida por

meio do protocolo da secao 4.1.2.2.

4.3.1 Analise dos polimeros por Titulacao Potenciométrica

A determinacdo do grau de desacetilacio da quitosana médio foi
realizada através de titulacdo potenciométrica: 0,2g de quitosana foi dissolvida em
20mL de solugdo padronizada de HCI 0,10(mol/L) e diluida com 10mL de agua
destilada. Em seguida, sob agitagdo constante titulou-se a solu¢do com NaOH
0,01(mol/L) padronizado, obtendo-se a curva tipica de titulagdo potenciométrica. Os
valores obtidos foram levados na Eq. 4.1 (TAN, 1998), Eq.4.2 (TORRES, 2005) e
Eq.4.3 (ABREU, 2005) para se comparar o grau de desacetilacdo da Quitosana

fornecido pelo fabricante e as duas metodologias.

GD% = 57— x100 4.1)

204 +0

Onde:
)

__ NpVp—NgVe
T 1000

Nae Np=[HCI] e [NaOH] (mol/L), respectivamente

Vae Ve = Volume de HCI e de NaOH no ponto final (mL),

respectivamente. M = Massa da amostra (g)

161 e 204: Massa molecular dos mondmeros 2-amino-2-desoxi-D-glicose e 2-

acetamido-2- desoxi-D-glicose (g/mol), respectivamente

Nnaon X(V2—-V1)x161

GD% = ”

x100 4.2)

GA% = 100 — GD% 4.3)
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Onde:
Nnaon : [NaOH] (mol/L)

Vi: Volume de NaOH para neutralizar o excesso de HCI
V2: Volume de NaOH usados para neutralizar a amostra de quitosana

protonada

M: Massa da amostra (g)Nnaon

O grau de protonacdo (EPpH) de quitosana pode ser calculado a partir da Eq.4.4
(TORRES, VIEIRA, et al., 2005):

100]

EP,y = 100 — [%NH, 2> (4.4)

Onde %NH, ¢ a quantidade de grupos amina ndo protonada estimada
através da Eq.4.2 considerando que V> ¢ igual ao volume de base para neutralizar os
ions amoénio da quitosana no pH de interesse.

O grau de substitui¢do de carboximetilquitosana foi avaliado utilizando o

ensaio de titulagdo potenciométrica como se segue: 0,10g de carboximetilquitosana

foram dissolvidos em 100 mL de 0,10 mol.L"! HCI, com agitagao moderada durante

a noite. Sob agitagdo continua, adicionaram-se 100 mL de solucdao de NaOH 0,10

mol.L'1

, em seguida deixou-se atingir o equilibrio e mediu-se o pH. Essa sequéncia
foi repetida até a neutralizacdo do HCI e grupos carboxilicos. Calculou-se o Grau de

substitui¢ao pela Eq.4.5.

NaOHIV> V1] _ (g0 [N@OH]x[V, — V,]) @3

DS = Mx
Onde:
M ¢é a média da massa molar da unidade repetitiva da quitosana (161g/mol™');
[NaOH] ¢ a concentracdo de NaOH utilizada (mol.L");
Vi€ o volume de NaOH para neutralizar o excesso de HCl em mL;
V2 ¢ o volume de NaOH para neutralizar os grupos carboximetil protonados
em mL; m ¢ a massa em gramas de carboximetilquitosana utilizada na

titulagdo para o volume de 100mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os graficos das Figuras 6 e 7 que seguem apresentam as curvas referentes
a titulacdo potenciométrica da quitosana e da carboximetilquitosana,
respectivamente. A curva de titulagdo relaciona o pH da solugdo, ou seja, avalia em
escala logaritmica a relagdo da variagdo da quantidade de H" com o volume de
NaOH titulado. Ja a curva de derivada primeira da fun¢do pH x Volume de NaOH
apresenta os pontos exatos de volume onde houve a neutralizagdo dos grupos H"
pelos grupos OH" e faixa que houve a desprotonagao como as variagdes de inclinacao

bem claros no grafico pelos volumes (V1) e (V2).

Figura 6 — Grafico de Titulacdo Potenciométrica da Quitosana
Titulacao Potenciométrica da Quitosana
12,0

10,0 /—

N /[
6,0 -

=——=Titulacio

—— Derivada primeira
4,0

pH

112,3 197.6
2,0 1 /{i \J
0,0 : : : A :
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0

Volume titulado (mL)

Fonte: proprio autor.

No gréfico da Figura 6 ¢ apresentado o resultado apresentado pela curva
de titulacdo da quitosana em que foi analisado o grau de desacetilagdo por meio das
Equagdes 4.1 e 4.2 da metodologia em questdo e os dados obtidos foram
comparados com a especificacdo técnica fornecida pelo fabricante.

Na figura 6 também pode-se observar a curva de derivagdo da fungao

pH, que discrimina o valor de volume de NaOH necessario para neutralizagdo de H"



(V1) em 112,3mL, onde a variagdo da inclinag¢do da curva da derivada primeira da
titulacao € visualmente perceptivel no primeiro pico.
Outro ponto relevante a ser destacado ¢ o volume de NaOH necessario

para que o processo de desprotonagdo se inicia (V2) discriminado no grafico pelo

ponto 197,6 mL que também ¢ evidenciado na curva de derivagdo pelo segundo
pico, apresentando a variacao da inclinagdo da reta.

Os valores encontrados pelas equacdes 4.1 e 4.2 a partir dos dados
obtidos pela titulacdo foram 75,66% e 75,61% respectivamente, enquanto o valor
fornecido pelo fabricante foi de aproximadamente 75%, o que corrobora a
convergéncia dos valores, além de evidenciar a valida¢do das duas metodologias de
calculo empregadas.

A partir da equagdo 4.4 também se obteve a extensdo do grau de
protonagdo em funcdo do pH que foi estimada como 100%, 87% e 62% no pH de
4,0, 5,0 e 6,0, respectivamente, 0s quais sdo consistentes com estudos anteriomente
relatados na literatura (RAMANERY, 2016).

A Figura 7 a seguir apresenta as curvas de titulagdo potenciométrica da

carboximetilquitosana e a derivada da fun¢ao do pH descrita na metodologia.

Figura 7 — Grafico de titulacdo potenciométrica e derivada primeira de CMC

Titulacdo Potenciométrica e derivada primeira de CMC

12,0
10,0 J/
80

" —Titulagio

pH

80 —Derivada

} 1wsg Primeira

Z |

B m———

1055

A
-

00 . . ' . 4
0.0 20,0 40,0 60,0 0.0 100,0 120,0

Volume Titulado (miL)

Fonte: proprio autor.
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Pelo mesmo raciocinio anterior tem-se que o grafico da Figura 7
demonstra o ponto de volume de neutraliza¢do do NaOH e HCI (V1) como 105,8mL e
o volume necessario para inicio do processo de desprotonagao (V2) de 108,8mL.

Para se calcular o grau de substituicdo, utilizau-se a equagao 4.5 e os
dados obtidos a partir do grafico estdo descritos na Tabela 2 a seguir, resultando em

GS igual 0,46.

Tabela 2 — Dados para calculo de grau de desacetilacio

M Massa molar média da unidade 161 g/mol
repetitiva da quitosana
[NaOH] Concentragao de NaOH 0,1 mol/L
Vi Volume de NaOH para neutralizar 0,1058 L

o excesso de HCI
Volume de NaOH para neutralizar
. 0,1088
os grupos carboximetil protonados
M Massa de CMC utilizada para o 0,1 g
volume de 100mL

Fonte: préprio autor.

Apesar da técnica de titulacdo potenciométria ser uma das técnicas para
avaliar o grau de substituicdo da carboximetilquitosana, para se estimar de forma
mais precisa a conversiao seriam necessarias outras técnicas de caracterizagdo que
poderiam subsidiar mais consistentemente os resultados . Por exemplo Borsagli
estimou por FTIR o grau de substituicdo das amostras entre 0,33 e 0,55 e por
titulagdo potenciométrica os valores ficaram entre 0,,33 e 0,53 semelhantemente o
obtido nesse trabalho.

Abreu (2005) avaliando por titulagdo potenciométrica a alteragdo nos
tempos de reagdao entre 3h e 10h obteve valores entre 0,56 ¢ 0,77 para mesmas
relacdes molares, semelhantemente a 0,78 obtido por Ramanery (2016) e obervou
que as alteragc@o nas relagdes molares influenciam o grau de substituicdo. Graus de
substitui¢do maiores também foram obtidos por Abreu (2005) com concentragdo
maior de acido mocloroacético e isso provocou também o aumento no grau de
acetilacdo dos derivados obtidos em relagdo a quitosana de origem mostrando que
os grupos amina também foram carboximetilados. Entretanto, apesar da reacdao de
carboximetilagdo ter ocorrido em condigdes reacionais propicias para a produgao de

O-CMQ, como descrito na literatura, o produto final da reacdo foi N,O-CMQ.
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6 CONCLUSAO

Com este trabalho, foi avaliado o grau de desacetilagdo da quitosana
utilizada como matéria prima proximo de 75%, corroborado pelo ensaio de titulacao
potenciométrica. O que estd de acordo com o valor fornecido pelo fabricante e pelas
metodologias de célculo do GD com valores aproximados de 75%.

Obteve-se a conversao que deve auxiliar na possibilidade de ajuste da
viscosidade da suspensao em meio aquoso para produgdo de fibras por eletrofiacao e
com possibilidade de suspensdes mais concentradas.

Além disso, a Carboximetilquitosana obtida, também caracterizada pela
titulagdo potenciométrica, apresentou grau de substituicao de 0,46 (46%).

Com os dados obtidos e as condi¢des de temperatura e pH na preparacao
do material, podemos inferir que o material obtido foi de fato a O-
Carboximetilquitosana, mas para a real comprovacdo deveriamos realizar testes
mais especificos como a Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de

Fourier ou a Ressonancia Nuclear Magnética.
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