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RESUMO

CARDOSO, M. B.Contribuicdo ao estudo da reacdo de desacetilacdae dquitina:
Estudos da desacetilagdo assistida por ultra-som ddta poténcia. 2008. 102 f. Tese
(Doutorado) — Instituto de Quimica de Séao Carlasiversidade de Sao Paulo, Sdo Carlos,
2008.

Quitosana é um polimero de baixa toxicidade, bicatyel e biocompativel, obtido pela
desacetilacdo heterogénea de quitina, que é usspodirideo encontrado abundantemente na
biomassa. Em meios aquosos de acidez moderad@psama também exibe comportamento
de polieletrdlito catidnico, reunindo, assim, céesdsticas que favorecem a sua aplicacdo em
diversas areas, dentre elas, agricultura, medigndgistrias alimenticia e de cosméticos. As
principais limitacbes ao uso da quitosana em grasdala estdo relacionadas a dificuldade
em conciliar os custos de producdo e a obtencagudma/quitosana com caracteristicas
uniformes e presenca reduzida de impurezas. De medd, os métodos fisicos e quimicos
propostos na literatura favorecem a obtencdo déosguias mais desacetiladas e com
distribuicdo mais uniforme de unidades, no entasém, pouco viaveis, principalmente do
ponto de vista econdmico, para aplicacoes em esudlatrial. Neste trabalho, as alomorfas
a- e B-quitina foram extraidas da biomassa, i. e., cafeda deMacrobrachium rosenbergé
gladios delLoligo plei e L. sanpaulensisrespectivamente, e usadas como matérias-primas
para obtencdo de quitosana empregando diferentesedimentos. Assim, diferentes
metodologias de desacetilacdo de quitina foram utadas, a saber, a desacetilacdo
heterogénea, a desacetilacdo precedida pela exedecéiclos térmicos (método FPT) e a
desacetilagdo assistida por ultra-som. Tambémefdizado um estudo cinético da reagéo de
desacetilacdo assistida por ultra-som. Com baseresadtados de %GA das amostras de
quitina e de quitosana, os quais foram obtidos gspectroscopia de RMRH, anélise
elementar e titulacdo condutimétrica, pdéde serrghde que o uso de ultra-som favoreceu o
processo de desacetilagdo. Além disso, os ressltmestudo cinético da reacdo assistida por
ultra-som a 100°, 110° e 120°C indicaram que o danéinético da reacao foi abreviado
para tempos inferiores a 30 min e que o patamaelieidade constante corresponde a uma
desacetilacdo mais completa (GA< 20%) do que acatelgido com o uso do método de
desacetilacdo heterogénea (20% < %GA < 45%). Estaslusdes estdo de acordo com as
caracterizacbes por difracdo de raios X, as guaislaram a progressiva destruicdo dos
dominios cristalinos a medida que os produtos fomaais desacetilados. Dessa forma, a
desacetilacdo assistida por irradiacdo de ultra-@geralta poténcia possibilitou, de um modo
mais simples e rapido, a obtencdo de quitosanascepacteristicas semelhantes as obtidas
apos o emprego do método FPT, sendo que este @tnelatado na literatura como o método
mais eficiente para producio de quitosanas ex@msinte desacetiladas. E proposto que a
irradiacdo de ultra-som de alta poténcia contribpéwma aumentar acentuadamente a area
superficial das particulas de quitina, propiciamdeno acesso do hidroxido de sodio aos
grupos acetamida do polimero e promovendo a suaeklacdo homogénea.

Palavras-chave: quitina, quitosana, ultra-som,agacdo, caracterizagao.



ABSTRACT

CARDOSO, M. B.Contribution to the study of the chitin deacetylaton reaction: Studies
on the deacetylation of chitin assisted by power tthsound. 2008. 102 f. Thesis (Doctoral)
— Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universiddel&ao Paulo, Sdo Carlos, 2008.

Chitosan is a low toxicity, biodegradable and brapatible polymer which is obtained by
deacetylating chitin, an abundant polysaccharidee @pplications of chitosan in several
areas, such as agriculture, food and cosmetic indss are favored by its cationic
polyelectrolyte character, conferred by dissolvihgiosan in moderately acid aqueous media.
The main limitation to the widespread use of clatosoncerns the compromise between the
production costs and the accomplishment of unifehraracteristics and reduced amount of
impurities. However, the physical and chemical md&hcurrently proposed to deacetylate
chitin which allow the production of chitosan wisluch characteristics are not feasible for
large scale production. In this work, the allom@ph and-chitin were extracted from the
biomass, i. e., the cephalothoraxedaicrobrachium rosenbergand squid pens fromoligo
plei andL. sanpaulensisrespectively, and then they were used as rawriakste¢o produce
chitosan. Thus, different methods for deacetylaticigtin were used, such as the
heterogeneous deacetylation, the freeze — pump- ahw method (FPT method) and the
ultrasound assisted deacetylation. Also, the kisetof the ultrasound assisted chitin
deacetylation was studied. From the values of aeedegree of acetylation (%DA) of chitin
and chitosan samples, which were determinedrb{MR spectroscopy, elemental analysis
and conductimetry, it was observed that the ultraddreatment favored the deacetylation of
chitin. Moreover, the study on the kinetics of thirasound assisted chitin deacetylation at
100°, 110° and 120°C showed that the kinetics domais shortened to times lower than 30
min as compared to the heterogeneous reaction.tidddily, the plateau of constant DA
attained at this time corresponds to a more efficikacetylation (DA< 20%) as compared to
the heterogeneous deacetylation (20% < DA < 45%)oAdingly, the X-rays diffraction
experiments revealed the progressive destructionthef crystalline domains as the
deacetylation reaction progressed. This work showed the ultrasound assisted chitin
deacetylation is a faster and simpler processdduymre chitosan as compared to the methods
currently used. Moreover, it allows the preparatdrchitosans with characteristics similar to
those produced by applying the FPT method, a psoogsorted as the most efficient ever
developed to promote the deacetylation of chitimg & allows that in a simpler and faster
manner as well. It is proposed that as a consegquencthe ultrasound irradiation the
superficial area of the chitin particles increaskedmatically, increasing the accessibility to
the acetamida groups and promoting a nearly honemyendeacetylation of chitin.

Keywords: chitin, chitosan, deacetylation, powdradound, characterization.
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1 Introducao

A biomassa é definida como a massa de matériaioggaresente nos organismos, em
ecossistemas ou em determinada populacdo animagrial. Sua composicao é, em geral,
complexa e varia enormemente em funcdo de varimsels como 0s organismos e as
espécies consideradas, as condicfes climaticazanas, 0 tempo e a temperatura de
armazenagem, o local de coleta, etc. A biomassa gedempregada como fonte de energia e
como matéria-prima, sendo que 0 seu aproveitampotie contribuir para reduzir a
quantidade de residuos descartados no meio ambi@éta de abrir a possibilidade de
substituicdo parcial dos combustiveis fésseis paa tonte alternativa de energia, abundante
e renovavel. Nesse sentido, a partir da década de 1970, e&ste em pesquisas visando o
aproveitamento da biomassa foi renovado, o que gessibilitado o desenvolvimento de
tecnologias mais eficientes, como, por exemplo, pasxessos de combustédo, pirélise e

gaseificacéo da biomassa para obtencdo de efiergia

Além do desenvolvimento de tecnologias mais efteiepara obtencdo de energia, as
pesquisas visando o0 melhor aproveitamento da bganasmbém favoreceram o
desenvolvimento de novos produtos, como espessafibeas, biomateriais, produtos
farmacéuticos e terapéuticds Muitos destes materiais sdo desenvolvidos a rpesi
macromoléculas presentes nos residuos da agraiad(iiigaco, folhas, caules), da industria
pesqueira (cascas de camardes, carapacas de egoahgudas industrias de processamento
alimenticio (farelos, tortas). Consequentementbjoanassa é uma fonte de matéria-prima
relativamente barata, renovavel e que pode seradd para o desenvolvimento de novos
produtos e materiais. No entanto, dentre os aspeai#efavoraveis ao aproveitamento da
biomassa para essas finalidades, devem ser demtagadificuldades nas etapas de extracéo,

conversao e processamento da matéria-prima, quandiemm o emprego de processos fisicos
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e quimicos vigorosos, resultando em consumo degiener na geracdo de residuos, cujo
descarte pode provocar danos ao ambiente. Aléno,dEw se tratar de matéria-prima

derivada diretamente da natureza, podem ocorradgsavariacbes de composicdo em funcao
de fatores ja mencionados, as quais demandam aiefrey ajuste das condi¢cdes de

processamento.

Os polissacarideos, macromoléculas constituidasrggduos de monossacarideos
unidos por ligacbes glicosidicas, ocorrem abundaemée na biomassa, podendo ser
encontrados em animais, plantas e microrganismos.ddres vivos, os polissacarideos tém
muitas funcionalidades, como materiais estrutupEsa armazenamento de energia e também

para conferir propriedades bioldgicas especificas

Quitina e celulose sé@o os polissacarideos maisdaintes na biomassa. A celulose
ocorre abundantemente nos vegetais, conferindet@asia mecanica, e atuando como um
dos componentes da parede celular. A quitina éngramta em animais invertebrados, nos
quais € um dos componentes do exoesqueleto, egemsaiicrorganismos, nos quais é um
dos componentes da parede celular. De fato, o teuitona é derivado da palavra grega

khiton, que significa envoltério ou caixa de revestimento

As semelhancas nas funcbes exercidas pela celelgsta quitina nos seres vivos
podem ser atribuidas as suas caracteristicas weatsutsemelhantes, pois ambas s&o
macromoléculas constituidas de unidades de glaopse, unidas por ligacdes glicosidicas
do tipo B(1-4). A principal diferenca estrutural se refere aapg funcional ligado ao
carbono 2 do anel de glicopiranose, que na celosegrupo hidroxila (Figura 1(a)) e na
quitina é o grupo acetamida (Figura 1(b)). Alénsdjscomo sera discutido posteriormente, a
disposicéo relativa das cadeias de quitina naslésmesulta em diferentes polimorfas,

quitina ep-quitina, as quais tém funcionalidades diferentesarganismos em que ocorrem.
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HOH,C OH
HO
HO o
oH HOH,C n
(a)
HOH,C HCOCH;
HO
HO o
NHCOCH; HOHC n
(b)

Figura 1. Representacao das estruturas primaegatizddas de celulose (a) e de quitina (b).

1.1 Quitina e quitosana

A quitina € um polissacarideo encontrado abundastieanrem animais invertebrados
de diversos filos, tais comarthropodg Annelidg Mollusca e Coelenterata e também em
varios fungos como, por exempl&usomycetesZygomycetese Deuteromycetes. A
quitosana (Figura 2) é o principal derivado deinaie pode ser encontrada em determinados
fungos, embora em pequena quantidade. Assim, card discutido posteriormente, a

principal via de obtencdo de quitosana é a exeatig@eacso de desacetilacéo de quiina

HOH,C Ha.
HO

HO O
NH, HOH,C n

Figura 2. Representacao da estrutura primariaiidel da quitosana.

Quitina e quitosana sdo polimeros biodegradaveiscompativeis e de baixa
toxicidade. Estas propriedades possibilitam a aplio destes polissacarideos em diversas

aplicacdes biotecnoldgicas, nas quais a ausénc@maminantes e a elevada massa molar
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dos polimeros também constituem caracteristicagralede importancid. Além disso, em
solucdes aquosas de acidos diluidos, a quitosaparacdargas positivas devido a protonacao
dos grupos amino de suas cadeias e passa a extbimportamento de um polieletrolito
cationico ®. Essas caracteristicas conferem grande poteneiapticacdo & quitosana em
diversas areas tais como na industria alimentfma@a o processamento de alimentos, em
formulacdes farmacéuticas, para a elaboracdo ¢ediisvos para liberagcdo controlada de

medicamentos, e em formulacdes cosméfitas*?

Quitina e quitosana sado termos amplamente emprsgamobora nenhum deles
represente uma estrutura quimica unica. De formal,g@ proposta mais aceita é que este
polissacarideo ndo seja encontrado na natureza comaosubstancia pura, uma vez que a
quitina ocorre associada a outras substancias, gooteinas, sais de calcio, pigmentos e
lipideos™*** De fato, quitina pura foi identificada, até agaxpenas em algas diatoméaceas
Thalassiosira fluviatise Cyclotella cryptica®. Neste contexto, a palavra quitina designa o
polissacarideo obtido a partir da biomassa apdésprego de processos de purificacao
rigorosos, 0s quais removem outros componentean®)ém, podem provocar modificaces

na estrutura nativa da quitina.

Assim, quitina pura corresponde geralmente ao mhisplado e purificado a partir
da biomassa e ndo a um produto de composicdo quibem definida, pois apos os
processamentos empregados na extracdo do polissrainda podem restar substancias
contaminantes, tais como fragmentos de proteinasi® inorganicos. Além disso, tais
processamentos também podem resultar na hidroésgrdpos acetamida, em diferente
extensdo conforme a severidade dos tratamentanaéia-prima empregada para extrair a
quitina. Por outro lado, a desacetilacdo de qupaa preparacdo de quitosana geralmente
resulta na hidrélise parcial dos grupos acetamidgmduto resultante apresentara diferentes

contetdos residuais de unidades acetiladas e ditmdae Desta forma, quitina e quitosana
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podem ser classificados como copolimeros constisupir diferentes contetidos de unidades

2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2edeD-glicopiranose (Figura 3).

Figura 3. Representagéo da unidade repetitiva coinguitina e a quitosana, serf@dé o grau médio
de acetilacdo do copolimero.

Os copolimeros com predominancia de unidades adasil(GIcNAc), solGveis apenas
em solventes especificos (como N,N-dimetilacetamsmatendo 5% de cloreto de litio) sdo
denominados quitina, enquanto os copolimeros conormabundancia de unidades
desacetiladas (GIcN), que sdo sollveis em soludgéedcidos diluidos, sdo denominados

quitosanas™> Desta forma, quitina e quitosana descrevem ameodis que podem ser

distintos em termos de solubilidade e de grau médiacetilacad®, GA, gue é a medida do

namero médio das unidades de N-acetil-D-glicosamipeesentes nas cadeias
macromoleculares. Essa caracteristica estrutueh lbomo a distribuicdo de unidades
acetiladas e desacetiladas, a massa molar médokdespersividade do polimero, afetam
fortemente suas propriedades e, consequientemeageaglicacdes. Assim, no topico a seguir

serdo abordados os aspectos relativos a caracfida quitina e quitosana.

1.1.1 Caracterizacao

As principais caracteristicas do conjunto de copetds constituido por quitina e

quitosana sdo o grau médio de acetilag@TA)( 0 grau medio de polimerizagé@),

também expresso em funcdo das massas molares rdédig®limeros (massa molar média
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ponderal,mw : massa molar média viscosimétriddy ; massa molar média numéridd.,, ), a
polidispersividade e a distribuicdo de unidadesiladas e desacetiladas ao longo das cadeias
poliméricas. Além disso, no estado solido quitirgu#osana ocorrem como varias alomorfas
e a caracterizacdo empregando técnicas de difideg&aios X também é muito importante.
Assim, as caracteristicas estruturais dos copadisnersuas determinacdes sao discutidas a

seqguir.

1.1.1.1 Determinacao do grau meédio de acetilacao

O grau médio de acetilacdo (ou seja, a fracdo midaresiduos de N-acetil-D-

glucosamina nas cadeias poliméricas, conforme ittesca Eq. 1) e o grau médio de

polimerizacao @), bem como a distribuicdo de unidades acetiladakNAc) e
desacetiladas (GIcN) ao longo das cadeias, afetato &s propriedades fisico-quimicas como
a bioatividade de quitina e quitosana.

%GA = (%j x100 Eq. 1

nG|CNAC + nGIcN

Assim, a determinacéo precisa@Té\ € uma tarefa rotineira para os pesquisadores da
area, e muitos esforcos tém sido empenhados paenw®ver métodos rapidos, baratos,
confiaveis e reprodutiveis, porém nenhum delesdatentodos esses requisitos em todo o
intervalo de grau médio de acetilacdo. Dentre amidés mais empregadas, podem ser
destacadas:

« Técnicas de dosagem, tais como titrimetria Aacid®bd'®'® e coloidal %°

colorimetria®* e metacromasi&?*

» Técnicas espectroscopicas, como, por exemplo, wspegpia nas regides do

24,25,26

ultravioleta e do infravermelhd’, dicroismo circulaf®, ressonancia magnética

nuclear e espectroscopia de m&8s3



21

« Técnicas cromatograficas>!3233:34

« Anélise elementat"*® andlise térmicd*e;
« Métodos de hidrélise enzimatica>
Algumas dessas técnicas permitem a determinacada dite GA (RMN; FTIR;
titulacdo &cido/base; andlise elementar), porénaiaria das analises demanda uma etapa de
calibrac@o a partir dos resultados obtidos com dasatécnicas inicialmente citadas. Muitos

estudos tém sido desenvolvidos no sentido de paadroa comparar as técnicas empregadas

para a determinacdo d8A, mas ndo ha convergéncia quanto a uma técnicarsalve
acessivel. Assim, alguns métodos sdo consideramlos pconfiaveis (técnicas de dosagem,

espectroscopia na regido do ultravioletd) singulares (dicroismo circular), restritos a

intervalo pequeno dSA (métodos enzimaticos) ou deP (espectrometria de massa), de
custo elevado (espectrometria de massa, RMN), hmmo ;ecessitam de etapas longas e
trabalhosas para a preparacdo das amostras (anddiseprodutos de hidrélise quimica ou
enzimética por HPLC e CG). Dentre as técnicas t&redi citadas, € atualmente bem aceito

gue aquelas que empregam as espectroscopias dmamsa magnética nuclear e no
infravermelho s&o as mais adequadas e amplameltad#s para a determinacao G&,

embora ambas também possuam limitacdes. Assimueace segue sera dado destaque ao

emprego dessas técnicas espectroscopicas pareraide;ao dGA.

A espectroscopia no infravermelho € a técnica neigamente empregada para

avaliar GA no intervalo de 0 a 100%, porém a aquisicao dpsacd®s e o tratamento dos
dados exigem cuidados especiais. Sua aplicacdoaseiabno estudo da variacdo da
intensidade de uma banda caracteristica da q(guitosana) em relacdo a alguma banda de
referéncia. As principais bandas caracteristicds eeferéncia sao listadas nas Tabelas 1 e 2,

respectivamente.
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Tabela 1. Bandas de absorcéo e nimeros de ond ¢anacteristicas de quitina e quitos&ha

Banda v (cmY) Banda v (cmY)
Amidal(-C=O-NH)  ~1650e 1630 Amidall(-C=O-NH) = 1550 e 1560
-N-H_(s) =~ 3250 - 3350 -N-H_ (b) ~ 1590 - 1630

-O-H (s) ~ 3450 -O-H(b) ~ 1260%
-C-OH(s) ~ 1030 e 1070 -C-H_(b, sc) ~ 1410 - 1420
-NH-C(0)-C-H, (s) ~ 1380 -NH-C(0)-C-H (b) = 2860 - 2910

(a) s = estiramento (“stretching”p = torcao (“bending”)sc= (“scissor”).

Tabela 2. Razdes de intensidades de bandas prepastaa avaliacdo dBA por espectroscopia no
infravermelho

Banda de Referéncia — Intervalo de o
® e
referéncia interna® GA (%) GA Referéncia
Amida | -O-H(s) Asss X(k = [0,75115)x100 GA >109% 28.43,44,4546
450
Amidall  NH-C(O)-C-H (b) Asso v GAbaics 47
A2878
Amidal -NH-C(O)-C-H (b) A vk GA<oow 4648
A2878
n.d. n.d. 3192XM _1212 EA elevados 49,50
420
n.d. -O-H(s) 442,48xM -1392 nd. 50
450
Amida | -C-OH(s) Aress i GA baixos 51
Aﬁ.O?O
Amida Il -C-OH(s) Aseo xk 0-100 % 52
Aﬁ.OSO
Amida Il _C-OH(s) LAt 39 0-100 % 51,52

070
(a) s = estiramento (“stretching”p = tor¢éo (“bending”);
(b) k = inclinac&o da reta que permite a correlacéreentazédo de absorbancias e o valor
de GA do copolimero.

Como expresso na Tabela 2, a escolha das bandasdiga e de referéncia se reflete

diretamente sobre a adequacdo de uma dada razimsadancias a um intervalo especifico
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de GA. Além dessa limitacdo, é preciso considerar quasdandas Sao pouco intensas,
apresentam baixa resolucdo e alguma superposi¢cametyas bandas, e podem se deslocar
em funcéo do grau de hidratacdo da amostra e deéac@ de ligacbes hidrogénio. Assim,
levando em conta essas limitagOes e as dificulddeesaliar precisamente as bandas e suas

intensidades a partir da adocdo de linhas de bakxuadas, somadas a baixa
reprodutibilidade dos resultados paﬁ\ > 60%, a espectroscopia no infravermelho encontra

aplicacao limitada para a determina(;éo@TQ de quitina e quitosana, fazendo com que

atualmente a espectroscopia RMN seja a técnicaangisegada para essa finalidade.

A espectroscopia RMN apresenta a vantagem de earppeguenas quantidades de
amostra por andlise, permitindo analisar tantonass&ras em estado liquido (RMN e *C)
como aquelas no estado sélido (RMIE e'°N). No primeiro caso, as amostras de quitosana
sao solubilizadas em solu¢cées moderadamente atedBgO contendo CECOOD, DCOOD
ou DCI/HCI. Segundo a literaturd, a aquisicdo dos espectros com solucées da quit@sa
CD3;COOD/ DO nao € a mais adequada devido a ocorréncia depsgpggio dos sinais da

amostra. Assim, é mais apropriado empregar solutédesnostra em HCI/ D, pois, nestas

condicdes, os sinais observados sdo mais bem ids®lFigura 4) e o valor déA pode ser

calculado pelo emprego das Equacdes (2) e (3):

ACH3
%GA=| 3 A x100 Eq. 2
H2-H6
6
ACH3
%GA=| 3 x100 Eq. 3



24

Sendo: Aus a area correspondente aos hidrogénios metilicagrwfmo acetamida; f.ns @
soma das areas dos hidrogénios ligados aos carlRe@ato anel glicopiranosidico esAa

area do hidrogénio ligado ao carbono 2 do anebgilianosidico.

ppm

Figura 4. : Espectr%4RMN-I de quitosana adquirido a 80°C a partir de soluigamostra em
HCI/D,O ™.

Em funcdo da qualidade do espectro, principalmelaeresolugcdo dos sinais, €
possivel empregar relagdes como as Equacdes 82) enfolvendo as intensidades de outros
hidrogénios, de modo que as solugdes de quitogand@/D,O sejam as mais comumente
empregadas. E importante frisar, entretanto, qoalibracdo do espectro e a atribuicdo dos
sinais devem ser feitas com muito cuidado, poisesdocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio presentes na solugéo (provenientes nidades GIcNAc e GIcN, como também

aqueles da agua ndo-deuterada) séo sensiveis gplda solucdo e, portanto, também séo

afetados peI@ das amostras. Por outro lado, copolimeros comaitang e as quitosanas
pouco desacetiladas e de massa molar elevada o&ofséentemente sollveis em HCHD

e nem em qualquer dos outros solventes mencionakksm, alguns autore®>° tém
proposto o uso de solugbes mais concentradas d®fICe o aquecimento das suspensdes

resultantes de modo a promover a despolimerizagéab das amostras e a sua consequente
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solubilizac&o. Tal abordagem permite a determinai;eﬁﬁ das amostras menos soluveis,
mesmo de quitinas, porém é preciso ressaltar qd€l@ode provocar a hidrélise de grupos
acetamida e a degradacéo das anéis de glicopirahlése disso, a cuidadosa calibracdo dos

espectros e a atribuicdo dos sinais se tornam aiadimportantes.

No caso da espectroscopia RMRC, a técnica é util para a caracterizacdo de

mondmeros e oligbmeros de GIcNAc e GIcN, mas seiterasemiquantitativo ndo permite a

determinacao dSA dos copolimeros. As técnicas de espectroscopia RbINstado soélido

CP/MAS (“Cross Polarization/Magic-Angle Spining”)e dcarbono®’ e de nitrogénio®®

permitem a determinacdo precisa @A e também permitem o estudo das diferentes
alomorfas de quitina e quitosana, mas demandamosongmpos de aquisicdo e,

principalmente no caso do nitrogénio, o uso de @a®malito sensiveis e caras.

Conforme o que foi brevemente discutido, ndo ha téuomnica universal e absoluta

para determinarGA em todo intervalo desde os copolimeros até os polimeros de
GIcNAc e GIcN. Em funcéo dos fatores mencionadda disponibilidade dos equipamentos,
0s pesquisadores fazem uso da técnica que mellaaolapta as suas necessidades, sendo que
as técnicas de titulacdo e de espectroscopiasfravenmelho e de ressonancia magnética

nuclear, principalmente RMM, s&o fregiientemente as mais empregadas.

1.2 Determinacdo da massa molar média

A determinacdo de massa molar média de quitina gudesana pode ser realizada
pelo uso das técnicas comumente usadas para podirsietéticos, mas as mais empregadas
sao a cromatografia de exclusao por tamanho (G €3palhamento de luz e a viscosidade
de solu¢des diluidas. Entretanto, sera discutidia @genas a técnica viscosimétrica, que foi
empregada neste trabalho, sendo também excluidxw@ssio da espectrometria de massas,

por ter seu uso restrito nos casos de quitinatesana.
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A viscosidade de uma cadeia polimérica em solugéadadd e em condi¢cbes de fluxo
laminar, assumindo-se que tal fluido exiba o congmento de liquidos newtonianos, é
funcdo de seu volume hidrodinamico e, portanto,sdas dimensdes macromoleculares.
Assim, a medida da viscosidade da solucédo de paldirefiete a resisténcia ao escoamento e
a viscosidade intrinseca da cadeia macromolecefaerdtlera também de sua permeabilidade
ao solvente, isto é, de sua capacidade de deigalvente permear o espaco definido como
seu volume hidrodindmico. No caso de uma macroralasiésolada em um bom solvente a
aproximacdo ao modelo de esfera estatistica séicaeg para solucbes suficientemente

diluidas as seguintes definicbes séo validas:

« Viscosidade relativag,, :% = % Eq. 4
0 0
 Viscosidade especific#,, = (’7 _'7% =N —1 Eq. 5
0

Nas quaid ety representam os tempos de escoamento da solugaeepod de concentracdo

C e do solvente puro, respectivamente.

No regime diluido, tanto nos casos de polimerosrogwomo nos de polieletrolitos
em presenca de concentracdo suficientemente eleleaskl inerte, a relacdo de Huggins (Eq.
6) é valida.

”sp

o “lm+k, [n1°.C Eq. 6

Em que: fi] = viscosidade intrinseca do poliméfo

A quitosana comporta-se como um polieletrdlito Gratio em solucdes de acidos
diluidos, e sua viscosidade pode ser descrita pela (6) desde que a solucdo seja

suficientemente diluida e haja de excesso de da&fmex na solucdo. Dessa maneira, a
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viscosidade intrinseca € determinada pela extrepolala reta resultante da aplicacdo da

relacdo de Huggins para a condicao de diluicaaitafi

A massa molar média do polimero pode ser determiragartir do valor da sua

viscosidade intrinseca, pelo emprego da relacddaitk-Houwink-Sakurada:
[7]=KMV*, Eq. 7

Em que:K e a sdo constantes caracteristicas do polimero, dergel, da temperatura e da

polidispersividade da amostr¥] v é a massa molar média viscosimétrica.

No caso de quitosana, ndo ha consenso sobre ga@das constantes “K” e “a” em

funcdo do GA da amostra considerada e diferentes valores sé@iadid nas teses e nos

trabalhos publicado3®. Neste trabalho, como detalhado posteriormentgnfoadotados

diferentes valores das constantes citadas parasquis com diferenteBA dissolvidas no

mesmo solvente (tampéao acido acético/acetato de)sod

E importante ressaltar que, se no caso de quitoaatécnica de viscosidade é
amplamente empregada e aceita como medida da matsamédia do polimero, apesar da
falta de consenso acima mencionada, as solucdgsitiiga em N,N-dimetilformamida/LiCl
5%, um dos poucos sistemas solventes para essmepoli apresentam comportamento
marcadamente ndo-ideal. Assim, a solubilizacdo iglara presenca de agregados e a
instabilidade dessas solucdes sao limitacdes guzentr como conseqiéncia o fato de que
poucos laboratérios no mundo dominam a técnicanseguem obter resultados relativamente
reprodutiveis e confiaveis. Pelo mesmo motivo,raatarizacao de quitina em solucao pelas
técnicas de espalhamento de luz e de cromatogtafiaxclusdo por tamanho apresentam

muitas dificuldades e ndo foram empregadas nedialho.
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1.3 Quitina e quitosana no estado solido

Os copolimeros estudados neste trabalho, como @iedios polimeros naturais,
sao semicristalinos e podem ocorrer como difereal@sorfas. Como consequéncia de
suas diferentes estruturas no estado solido, guetiquitosana exibem propriedades fisico-
quimicas (solubilidade, capacidade de intumescimengidez, etc.) e reatividades
particulares. Assim, a estrutura das mais impaesaalomorfas e as suas propriedades sao

discutidas a seguir.

De acordo com estudos de difracdo de raios X,mgudcorre como trés alomorfas,
denominadas como-, 3- ey-quitina. As duas primeiras alomorfas séo as nstigladas,
enguanto a Ultima tem sido proposta como uma as#riitermediaria as duas primeiras e

nao sera discutida aqui.

As diferentes alomorfas de quitina apresentam esgidrdenadas nas quais as
cadeias poliméricas se dispdem em arranjo paradtiando mesma direcao e sentido da
extremidade redutora (carbono 1) para a nédo-real¢tarbono 4). Este arranjo favorece o
estabelecimento de ligagbes hidrogénio intra ernmikeculares e a organizagdo das
cadeias em estruturas denominadas folhas (Figura 8jientacdo das cadeias de folhas
adjacentes em sentido paralelo ou antiparalelo lteesem diferentes interacfes

intermoleculares e, consequentemente, em diferestaguras no estado solido.
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Extremidade
redutora ¥ = Carbono
® = Nitrogénio
® = Oxigénio
O = Hidrogénio
b

Figura 5: Representagdo esquematica das ligagiesg@nio intermoleculares entre segmentos de
cadeias adjacentes.

Na estrutura correspondent@dyuitina, os segmentos de cadeia de folhas adgsent
estdo dispostos de forma antiparalela, em um arrdej cela unitaria ortorrombico. A
disposicdo das folhas em sentido antiparalelo &oeoro estabelecimento de ligacbes
hidrogénio intermoleculares entre as cadeias @eatlifes folhas, resultando em uma estrutura
com elevado grau de ordem, insoltuvel e de limiazcidade de intumescimento em meios
aquoso%. Nap-quitina, os segmentos de cadeia de diferenteadabtéo dispostos de forma
paralela, o que dificulta o estabelecimento decbga hidrogénio intermoleculares entre as
cadeias de diferentes folhas, resultando em umat@st com empacotamento menos denso e
cujo arranjo de cela unitaria é do grupo monoabinicomo as interagdes intermoleculares
entre as folhas sdo menos intensasp-quitina apresenta maior solubilidade, maior
intumescimento em meios aquosos e, devido a megssiilidade aos sitios reativos, maior

reatividade do que @-quitina®*®3
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b
Lidddl
\
a
Lidid
b LAdddd

AN

(b)

Figura 6. Representacao do arranjo dos segmentedeé e da disposicao das folhas na estrutura
correspondentesaquitina (a) e d@-quitina (b). @ =C; ®@=N; ® =0 eO = H). As
setas representam as cadeias poliméricas (extréeniddutora- extremidade ndo-
redutora).

A a-quitina € a forma mais estavel, pdis e y-quitina podem ser convertidas

irreversivelmente a-quitina através de procedimentos adequétos

A o-quitina € a alomorfa mais abundante na biomassmdos encontrada
principalmente em estruturas que demandam grandsstéecia mecanica, como 0S
exoesqueletos de animais invertebrados. Nestesnisngas, a a-quitina se encontra
combinada, principalmente, com proteinas, mineeagigmentos. Ja a form@quitina é

encontrada em estruturas que requerem maior fliedele, como, por exemplo, em gladios

de moluscos.
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1.4 Obtencéo de quitina

Os exoesqueletos de crustaceos sao constituidosipptmente, de quitina, proteinas,
sais minerais e pigmentos. Assim, 0 processo deg&d dea-quitina a partir destes
organismos compreende trés etapas sequenciais ataménto: desmineralizacéo,
desproteinizacdo e despigmentacadd B-quitina pode ser obtida a partir de gladios de
moluscos, nos quais ocorre combinada a proteiagseguena quantidade de sais inorganicos.
Assim, a extracdo dé3-quitina requer procedimentos mais brandos do qgeelas
empregados para extrair-quitina, a qual ocorre fortemente combinada aeginas e a
carbonatos de célcio e magnésio, cuja eliminacémadda a execu¢do de desmineralizagéo,
geralmente por tratamento &cido. De fato, diferaptde do que ocorre nos casos das cascas
de camardes e carapagas de caranguejos, a desdiragd@ dos gladios de lulas ndo é
necessaria. Assim, um procedimento brando de despmacdo dos gladios, executado a
temperatura ambiente e empregando solu¢fes akalihddas, permite a obtencdo @e

quitina com teor bastante reduzido de contamina&ntes

As cascas de crustaceos sao formadas por 13%-42uitoha, 30%-40% de proteinas
e 30%-50% de carbonato de calfpalém de pigmentos e lipideos em pequena quastidad
Os gladios de lulas possuem 35%-40% de quitina,-68% de proteinas e uma quantidade
minima de sais de célci8’. Varios procedimentos, incluindo métodos quimia®s
enzimaticos, tém sido propostos para a extracaqudaa, sendo que o mais empregado

compreende trés etapas: desmineralizacdo, despraigio e despigmentacao.

Na desmineralizacdo os carbonatos de célcio e deése sao eliminados atraves de
tratamento acido, utilizando solucbes de acidoiddimo, acido nitrico, acido sulfarico e
5 ~ oo , . ;. ~ . .- ~
outros”. As solucdes diluidas de acido cloridrico sdo as mtilizadas e a reacdo, que gera

cloretos hidrossoluveis e libera didxido de carbfuey reacdo a seguir), deve ser executada a
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temperatura ambiente para evitar a ocorréncia deraelespolimerizacdo, preservando as

caracteristicas da quitina nativa.

2HCI +CaCO, = CaCl, +H,0 +CO,

Os tratamentos propostos empregam diferentes cmexjicomo temperaturas entre 0°
e 100°C e tempos que variam de 30 min até maisigisedias. Entretanto, um tratamento
vigoroso (concentracdes elevadas de acido, temypasatlevadas e reacdes prolongadas)

pode causar modificagOes indesejadas, como a degpahcao e a desacetilagdo da quitina.

A etapa de desproteinizacdo é executada para ad@ente proteinas através de um
tratamento alcalino que emprega solucdes diluidashidroxido de sodio (1-20%) a
temperaturas que podem variar de 20° a 100°C. Nieggenento, as proteinas presentes sédo
hidrolisadas gerando fragmentos soluveis. Embatedkido de sodio seja o mais utilizado,
outros reagentes podem ser empregados nessa t@papmo: NgCO;, KOH, K,CO;,
Ca(OH), NaSO;, NHSQ;, CaHSQ, NasPO, e NgS°. Como na etapa de desmineralizac&o, o
tratamento alcalino prolongado em condigbes sevesagina despolimerizacéo e,
principalmente, desacetilagdo da quitina. Destandgré recomendavel que estas reagdes
sejam realizadas em condi¢cdes moderadas e por $ecopiws, suficientes para promover a

remocao de proteinas sem modificar a estruturgandt polissacarideo.

A despigmentacdo, quando necessaria, é realizadwést de tratamento de
branqueamento com agentes oxidantes, como hipchbi sddio, perdxido de hidrogénio e
permanganato de potassio, ou por extracdo comrgel/@rganicos, como etanol, acetona e
éter etilico’.

As condicbes e a seqUéncia de etapas empregadaxtnagdo de quitina tém
influéncia sobre o rendimento do processo e tamlshre as caracteristicas do

polissacarideo. Assim, um tratamento alcalino skguie um tratamento &cido resulta em
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maior rendimento de quitina, porém esta pode ssmadtilada durante o tratamento alcalino.
Por outro lado, a sequiéncia inversa resulta emrialatem baixos teores de cinzas e metais,
mas a quitina resultante apresenta menor massa, rpoia suas cadeias sdo degradadas pela

acao do acido.

Recentemente alguns trabalhos tém explorado o gmpeultra-som de alta poténcia

nas etapas de desproteinizacdo e desmineralizaggrapacas de camar§a%%

1.5 Desacetilacao de quitina

A quitosana ocorre na natureza em alguns fungamp é&spergillus nigere Mucor
rouxii Y, mas em quantidade pouco expressiva e geralmesseciada a outros
polissacarideod Assim, quitosana é geralmente obtida atravésedacetilacdo de quitina,
processo que pode ser executado por diferentesdategias. A hidrélise enzimética € de
aplicacdo restrita a laboratérios de pesquisa, psicustos de extracdo e purificacdo de
quitinases sdo muito elevadfse a eficiéncia da desacetilagdo muito baixa. Atésso,
apenas quitinas pouco cristalinas e de baixa massar sdo susceptiveis a hidrélise
enzimatica™. A fusdo alcalina promove acentuada desacetilatés, é acompanhada de
severa despolimerizagéo, o que limita fortemenéeagplicacdo. A desacetilacdo homogénea
também tem aplicagdo limitada, principalmente emdsada baixa eficiéncia e dos
prolongados tempos de reacid?’® Além disso, processos ndo-convencionais tém sido
propostos, como o tratamento por exploséo a vApar extruséo reativa o tratamento com

microondas’® e com ultra-somi”’® entretanto, os procedimentos mais empregadosencor

por via de desacetilacéo heterogéh€a

A desacetilacdo heterogénea de quitina empregad@duaquosas alcalinas, altas

temperaturas e intervalos prolongados de tempene dsivida, € o método mais utilizado para

obtencdo de quitosana de grau médio de acetilagitenado %G_Az 15-30%). Solucdes
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aquosas de NaOH, KOH, LiOH, Ca(QH) NaPO, podem ser empregadas para promover a
hidrolise dos grupos acetamida, sendo que a pangeia mais utilizada. Neste método de
desacetilacdo, o acesso do reagente aos sitipgogedt quitina ocorre principalmente nas
regides ndo-ordenadas das cadeias, resultandoleneprs nos quais as unidades de GICNAc
e de GIcN estéo distribuidas em blocos. Desta fopawa que estes polimeros sejam soluveis
em solucdes de acidos diluidos € necessario gqueadsias estejam extensivamente
desacetiladas e segundo alguns autores, o ternusaua se aplica a derivados em que o grau

médio de acetilacdo é igual ou inferior a 48%

A despolimerizacdo das cadeias macromolecularas @racesso que acompanha a
desacetilacdo e € mais acentuada a medida quecGesadnais vigorosas de reacdo (como,
por exemplo, maior concentracdo de alcali, tempeaatmais elevadas e tempos de reacéo
prolongados) sdo empregadas. A extensdo da deg§mdixs cadeias macromoleculares
durante a desacetilacdo pode ser reduzida pelcegmple condicbes mais brandas de reacéo,

e também pelo uso de aditivos, como o borohidretsédiio, no meio reacional

As propriedades funcionais da quitosana, por exgmpl viscosidade, suas
propriedades mecéanicas e a porosidade de suas ar@aspdependem, principalmente, da
massa molecular média e do grau meédio de acetildgdgquitosana considerada. Essas
caracteristicas, por sua vez, dependem das cosdigdpreparacéo da quitos&ha. Assim,
as caracteristicas das quitosanas sdo governattas@eentracdo de alcali, temperatura,
tamanho das particulas, presenca de aditivos qilemeva despolimerizacdo e tempo de
reacad™. O uso de solucdes alcalinas mais concentradasmréemperaturas mais baixas (ou
tempos de reacdo mais curtos, ou ambos). Destaafogoitosana pode ser obtida, por

exemplo, pelo tratamento da quitina com:
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* Solucéo aquosa de NaOH 5% (em massa), a 150°Glgmrazi
* Solugcéao aquosa de NaOH 40% (em massa), a 100°C3 ggrou
 Solucéio aquosa de NaOH 50% (em massa), a 100°CHpor

Além da ocorréncia de despolimerizacdo, outra degagam importante das reacdes
heterogéneas é a baixa acessibilidade aos sitisa® da quitina, 0 que compromete o
rendimento do processo e a uniformidade dos prediétdrituracéo da quitina, a qual resulta
no aumento da &rea superficial das particulas, pooleover a degradacao do polimero por
efeitos térmicos e de cisalhamento e, além dissalimentos baixos podem decorrer devido a

deposicdo de material finamente particulado ndsds nas paredes do redtor

S&o descritos na literatura diversos tratamentisof e quimicos de quitina com o
objetivo de favorecer a reacdo de desacetilacdo apwmereria, entdo, em condigoes
praticamente homogéneas. A proposta mais aceiggjystificar o aumento de reatividade da
quitina sugere que estes tratamentos resultarianalsracdes na estrutura secundaria do
polissacarideo e favoreceriam 0 acesso dos reagexis sitios reativos de quitina,
possibilitando, assim, a obtencdo de derivadoscdékmios de elevada massa molar e
soluveis em solug¢des aquosas de acidos diluidésn Alisso, tais métodos de desacetilagdo
de quitina resultam na obtenc&o de quitosanas emaguwnidades GIcNAc e GIcN estao
distribuidas ao longo das cadeias de forma al@atérique favorece a solubilizacdo do
polimero mesmo quando o grau médio de acetilagéigérior a 40%°. O método descrito
por SANNAN e colaboradore§*®®> por exemplo, consiste no pré-tratamento de uma
suspensao de quitina em solucdo aquosa de NaOH4ZR%C, durante pelo menos 3h, sob
pressdo reduzida. Apos a desacetilacdo da quitiobtida quitosana com grau médio de
acetilacdo préximo de 50% e, provavelmente em fudgadistribuicdo aleatéria das unidades

acetiladas e desacetiladas nas cadeias, soluvayeandestilada. No entanto, a desacetilacdo
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nestas condicdes demanda um tempo de reacdo lsageripr a 60 h), o que dificulta a

utilizacdo deste método em escala industrial.

Um dos métodos mais recentes, proposto um meétodo LBMARQUE e
colaboradores®®, consiste na utilizacdo de ciclos de congelamed&sgaseificacdo e
descongelamento de suspensdes de quitina em selagesas de NaOH 50% (m/v) como
etapas prévias a desacetilacdo da quitina. Nesee sa0 executados pelo menos 7 ciclos
sucessivos visando promover a destruicdo dos dosn@mistalinos de quitina e a exclusao do
oxigénio molecular do meio reacional. A desacdiitaglo material tratado desta maneira
resulta em quitosanas de elevada massa molaresokEm solucdes de acidos diluidos. Além
disso, a repeticdo das etapas de pré-tratamentesacetilacdo permite a obtencdo de
quitosanas com grau médio de acetilacao inferB%ae de elevada massa molar. No entanto,
esse metodo é longo e fastidioso, os ciclos tésmém efetuados em frascos reacionais de
custo relativamente elevado e Njuido é consumido em quantidades considerafegisres

que indicam as grandes dificuldades envolvidas patatencéo de quitosana em larga escala.

Uma alternativa para favorecer a acessibilidaderdagentes aos sitios reativos de
quitina consiste no pré-tratamento do polissacar®n ultra-som de alta poténcia. Nesse
caso € proposto que, como consequéncia do fendémencavitacdo, é liberada energia
suficiente para ativar particulas solidas, tanta pmpeza e remocdo de camadas inertes de
sua superficie quanto pela sua pulverizacdo, peoplo assim uma embebigdo mais completa
do material suspenso no meio reacional e, conségiente, produtos mais desacetilados e
de caracteristicas mais uniformes. Entre as prmipantagens do uso do ultra-som podem
ser citadas a possibilidade de utilizacdo de c@ediceacionais mais brandas no que se refere
a temperatura, pressdo e concentracdo dos reagentesusto relativamente baixo do

equipamento.
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O ultra-som pode ser definido como ondas mecareoasuma freqiéncia além da
faixa de audibilidade dos seres humanos, ou sefgsosonoras de freqiéncias superiores a
18 kHz ®. Por ser uma forma de energia mecanica, estas arétta sdo absorvidas pelas
moléculas. Assim, o ultra-som se propaga atravésnue serie de ondas de compressao e
rarefacdo induzidas no meio que atravessa. Sergi@plicada for suficientemente elevada,
durante o ciclo de rarefacdo ela pode superar Egadantermoleculares que mantém a
estrutura do liquido e serdo formadas bolhas aaeitais. Estas bolhas crescerdo durante os
ciclos seguintes adquirindo vapor ou gas do meicadhgirem um ponto de equilibrio, em
que a frequéncia de ressonancia da bolha estéadgust frequéncia aplicada. O campo
acustico sentido por uma bolha nédo é estavel, dexithterferéncia de outras bolhas (em
formacdo ou em ressonancia) ao seu redor; estaécOes podem causar a expansao subita
da bolha até um tamanho instavel e seu colapsenimlcom liberacdo de grande quantidade
de energia. Ha algumas teorias para explicar salffd@ de energia no colapso cavitacional,
sendo que a mais compreensivel (qualitativamerdaegldbrdagem conhecida como "hot spot"
87 De acordo com essa aproximacao, cada bolha ciavit atuaria como um microrreator
no qual, em sistemas aquosos, sao geradas termpsralte milhares de graus e pressoes

acima de 100 atmosferis

Uma das consequéncias do fenbmeno cavitacionajeéragdo de ondas de choque,
gue induzem efeitos mecanicos até mesmo em sisteonasgéneos. Este fenbmeno é muito
rapido para alterar moléculas “pequenas”, mas, gualmente, favorece a ruptura de
polimeros em fragmentos menores (inclusive radicaisvido a acdo de forcas de
cisalhamento, além de favorecer o processo de maiskns reagentes e o aquecimento do
meio no qual se propada E devido a essas caracteristicas, provavelmguéeboa parte dos

estudos envolvendo irradiagdo de polissacarideas waira-som tenha como objetivo a
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despolimerizacdo, enquanto os estudos de irradidgad@olimeros em suspensdo, para

provocar alteragdes morfolégicas nas particulasrsejenos freqiientés’®

Em trabalhos recent8&%77:7891925j relatado o uso do ultra-som para a extrago d
quitina a partir da biomassa e também como um rptamento para a reacdo de
desacetilacdo. Os resultados obtidos sugerem gpecdsatamentos efetuados favorecem a
etapa de desacetilacdo, provavelmente devidoragdtes na superficie do material, conforme
observado em analises por microscopia eletronicavateedura. No entanto, ainda sao
necessarios experimentos que permitam determinéorode quantitativa os efeitos de pré-
tratamentos com ultra-som na desacetilacdo denguitbem como a determinacdo de
condicbes 6timas e respectivos parametros cinétieoseacdo. Mais recentemerfte o
tratamento de ultra-som foi aplicado a suspensdedireas de quitina, resultando em
quitosanas com caracteristicas semelhantes adqusldas apos os ciclos térmicos propostos

por LAMARQUE et al®?
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JUSTIFICATIVA

O trabalho apresentado nesta tese teve como unsuaie principais motivacdes
contribuir para a area dedicada a estudar e desenywrocedimentos e metodologias que
resultem na valorizacdo da biomassa como matérnappara a producdo de polimeros e
materiais poliméricos que possuam elevado potepaia aplicacdes tecnologicas. Assim, as
cascas de camardes e os gladios de lulas, refbgosiantes do processamento de frutos do
mar pela industria pesqueira, foram as matériasg®iescolhidas para os estudos de extracao
de quitina, um dos mais abundantes polissacarjglesgntes na biomassa. Entretanto, como
também ocorre na celulose, as cadeias de quitirmssgciam firmemente por numerosas
ligacdes hidrogénio, o que limita fortemente supacalade de intumescimento e restringe
sua solubilidade a uns poucos solventes nao-comvens, resultando em importantes
limitacbes de processabilidade e aplicabilidade.dedro lado, a reacdo de desacetilacdo de
quitina, geralmente executada por tratamento colg@es concentradas de hidroxido de
sodio, leva a producéo de quitosana, polimero sbEm meios aquosos de acidez moderada.
A quitosana € um polimero atoxico, biocompativebiedegradavel cujas aplicacdes se
estendem por varios campos, tais como a agriculfarmacia, medicina, odontologia e
industrias, como a de alimentos e a de cosmétruse outras. Assim, 0 estudo de aspectos
fundamentais da reacéo de desacetilacdo de gfotinaobjetivo principal deste trabalho, que
buscou desenvolver e avaliar metodologias originais representem avancos em relacéo
aguelas convencionalmente empregadas para praplitosana. Nesse sentido, a proposta do
trabalho foi a de desenvolver um estudo cinéticoratdo de desacetilacdo de quitina
empregando a irradiacdo de ultra-som de alta p@atéoemo metodologia destinada a
aumentar a acessibilidade aos sitios reativos tieajuaumentando assim sua reatividade e a

eficiéncia do processo de desacetilacdo. Tal esemlesenta uma contribuicdo importante e
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que se reveste de ineditismo. De fato, embora sen&iem muitos trabalhos na literatura
relacionando o emprego da irradiacdo de ultra-sara processar e caracterizar polimeros e
materiais poliméricos bem como para provocar oleemeprocessos de despolimerizacdo, ha
poucos registros de reacdes de introducdo de ngngmos funcionais em polimeros que
sejam favorecidas pela irradiacdo de ultra-somrdeigo ressaltar ainda que, no contexto
especifico da area em que se insere este tralaafiteparacdo reprodutivel de quitosanas com
caracteristicas e propriedades homogéneas é urtivobjecorrente em muitos trabalhos
desenvolvidos ao longo de muitas décadas, poidi@udzsnte e desafiador tanto do lado
académico como do industrial. De fato, os estudesemvolvidos com tais quitosanas
permitem aprofundar os conhecimentos acerca dasoes estruturas/propriedades desse
polimero e assim fundamentar melhor as suas apésa@\ssim, o estudo desenvolvido neste
trabalho pretende contribuir para o contexto dieotie de pesquisas académicas, mas
também almeja indicar a potencialidade de suaagdi para favorecer a producéo industrial
de quitosana. Inicialmente deve ser consideradoagueeacdes de desacetilacdo de quitina
gue sdo executadas nas industrias sao processosgésteos com baixos rendimentos e que
resultam em produtos heterogéneos. Além dissogsani extensivamente desacetilada, de
elevada massa molar e com caracteristicas homagénéda € um produto disponivel no
mercado atual, pois a sua preparacdo demanda aicéwede repetidas reacdes de
desacetilagdo, o emprego de condi¢cbes reacionpéxias e de reagentes especificos para
minimizar a ocorréncia de acentuada despolimerizad8sim, embora tais procedimentos
sejam aplicdveis em escala de laboratérios de [Bascu sua execucdo nas industrias nédo €
economicamente viavel, pois representam altos suséoproducdo, tanto em funcdo das
elevadas quantidades de reagentes e de agua edggegano em decorréncia do emprego de
temperaturas elevadas, de tempos prolongados daoreade processamentos. Entretanto,

conforme os resultados do estudo apresentado tes&tao emprego de irradiacdo de ultra-
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som de alta poténcia pode representar uma alteanaithvel para a producdo de quitosana
com melhores caracteristicas do que aquelas apmdasn pelos produtos comerciais
atualmente disponiveis, com economia de tempotap@ae de processamento e de reagentes.
Nesse sentido, este trabalho mostra que a quitde per eficientemente desacetilada, com
rendimento de 80%, através de um tratamento exdreid temperatura inferior a 100°C por
menos de uma hora, para resultar em quitosanaed@vsolucéo diluida de acido acético, e
com grau médio de acetilacdo inferior a 20% e masskar média de aproximadamente
800000 g/mol. Conforme € proposto nesta tese,adliagdo de ultra-som aumenta a area
superficial das particulas de quitina, aumentandacessibilidade aos sitios reativos e a
disponibilidade das espécies reativas de hidroxiecsodio nesses sitios, e contribui para
minimizar os efeitos da despolimerizacdo visto peenite a execucao da reacdo em tempo e
temperatura inferiores aos empregados nos processegncionais. Assim, como resultado
do tratamento de ultra-som, a velocidade da rededdesacetilacdo de quitina € aumentada,
de maneira que o dominio cinético do processo évelato e o patamar correspondente a
méxima desacetilacdo é atingido antes quando capao processo convencional. Além
disso, embora seja executada por tempo mais cudotemperatura mais baixa quando
comparada ao processo convencional, a desacet@asiiida por tratamento de ultra-som é

mais completa.
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OBJETIVOS

Investigar os efeitos da irradiacdo com ultra-semeacao de desacetilacdoede de
B-quitina, bem como o estudo da influéncia do pméamento com ultra-som sobre as
propriedades dos derivados desacetilados e a dessi@o de condigbes 6timas de reacdo e

seus respectivos parametros cinéticos.



43

PARTE EXPERIMENTAL

2 Materiais e métodos

Amostras dex-quitina extraida de cefalotérax de camardes décésiglacrobrachium
rosenbergii(Figura 7a) e d@-quitina extraida de gladios de moluschsligo plei e Loligo

sanpaulensis(Figura 7b) foram utilizadas como matéria-prineste trabalho. Exceto quando

especificado, todos os demais reagentes foramadiis tal como recebidos.

(@) (b)
Figura 7. Fotografias de exemplares do camard® @a)lula (b), cujos residuos foram empregados
como matéria-prima neste trabalho.

2.1 Extracédo de a-quitina

Os cefalotérax de camardo empregados como materigartida neste trabalho foram
cedidos pelo Prof. Dr. Wagner Valenti Cotroni, den€@o de Aquicultura da UNESP
(CAUNESP - Jaboticabal) e mantidos sob refrigerag&e20°C até o momento de sua
utilizacdo. Em uma etapa anterior a extragdo deéinguios cefalotorax foram lavados
manualmente para remoc¢ao de residuos de carngguatks com agua destilada e secos em

estufa com circulacdo e renovacgéo de ar durante 2430°C. Depois de secas, as cascas de
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camarado foram trituradas em liquidificador doméstcclassificadas em relacdo ao tamanho
meédio das particulas por tamisacédo, utilizando ipgmneom aberturas de 1,68, 1,34, 1,00,
0,43, 0,29 e 0,18 mm. As fragcdes com diametro méddm particulas superior a 0,18mm,
correspondente a aproximadamente 90% da massad®tefalotorax recuperados apos a
classificacdo, foram separadas e submetidas a dinoeetos para remocdo de minerais,

proteinas e pigment8%(Figura 8).

DESMINERALIZACAO DESPROTEINIZACAO
Cascas (HCI 1M, 1 g/15 mL, | (NaOH 4,4M,1g/10 mL, }—»
Processadas g
2 h, Tamb) 3 h, 65C)

——| DESPIGMENTAGAO QUITINA

\ 4

Figura 8. Representacao dos procedimentos expddisgaalizados para obtencaoocdquitina.

2.1.1 Desmineralizagao

Nas reacOes de desmineralizacdo realizadas, cert@a glde cascas de camarao foram
suspensos em 1,1 L de uma solucdo de acido ctaridriM, a temperatura ambiente, sob
agitacdo mecanica constante (350 rpm), durante®rheio reacional foi filtrado e as cascas
desmineralizadas foram lavadas com agua destitéda meutralidade das aguas de lavagem.
O material foi entdo transferido para placas deiReseco em estufa com circulagdo e

renovacéao de ar a 30°C por 12 h.

2.1.2 Desproteinizacdo
Nas reacdes efetuadas, cerca de 50 g de cascasardardo, previamente
desmineralizadas, foram adicionados a um reateidite contendo 0,5 L de solugéo aquosa

de hidréxido de sédio 4,4 M, a 65 £ 2°C, sob agitamecanica constante (350 rpm), durante
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3 h. Ao fim da reacao, o solido suspenso foi lavemlm adgua destilada até a neutralidade do
sobrenadante, transferido para placas de Petdoeese estufa com circulagcéo e renovacao de

ar por 12h, a 30°C.

2.1.3 Despigmentacao
Apds a etapa de desproteinizacdo das cascas, osiahdte transferido para um
extrator Soxhlet contendo etanol e foi mantido &fluxo durante 24 h. Em seguida, o

material foi transferido para placas de Petri ® setemperatura ambiente.

2.2 Extracado de [-quitina

Os gladios de lula empregados neste trabalho faedidos pela Empresa Miami
Pescados (Cananéia/SP) e mantidos sob refrigeaac2@°C até sua utilizacdo. Para efetuar a
extracdo da quitina, os gladios foram lavados marerge para remocdo de residuos de
carne, enxaguados com agua destilada e secos efa esin circulagdo e renovacao de ar

durante 24 h, a 30°C.

De acordo com trabalhos ja realizados no grupo idied=Quimica Organicd®, os
gladios de molusco utilizados ndo contém sais raisem quantidades significativas, o que
permite dispensar a etapa de desmineralizacdo deriaha Para remocgdo das proteinas
presentes nos gladios foram realizados dois métddesentes. Os métodos descritos por
LAVALL ®"**e CHAUSSARD® foram empregados para obtencéo de quitina comérimat

prima para reacoes de desacetilagéo.

2.2.1 Desproteinizacéo de gladios (Método 1) 7%

Nesta etapa da extracdo de quitina (Figura 9)acdec30 g de gladios moidos foram
transferidos para um reator de vidro, contendd-0jé uma solucdo aquosa de NaOH 0,3 M,

a 85 * 2°C, sob agitagdo mecanica constante (35  meio reacional foi mantido nestas
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condicOes durante 1 h e em seguida o solido susdentavado com agua destilada até a
neutralidade do sobrenadante. O material foi emtawsferido para placas de Petri e seco em
estufa com circulacéo e renovacéo de ar durante a430°C. Depois de seco, o material foi

novamente desproteinizado, utilizando as mesmatigiies experimentais.

— Desproteinizagao
Gladios .| NaOH 0,3M, 1g/20mL, 1h, B-QUITINA
Processados 85T

3 tratamentos

A

Figura 9. Representag&o do procedimento realizadogbtengéo d&-quitina (Método I).

2.2.2 Desproteinizacdo de gladios (Método Il)

Neste procedimento para obtencademuitina (Figura 10), cerca de 200 g de gladios
moidos foram suspensos em 3 L de uma solucdo agieoddaOH 1 M, sob agitacao
mecanica (350 rpm), durante 18 h. Em seguida, @ memacional foi filtrado e o sdlido
suspenso lavado com agua destilada até a neutlaldtlss aguas de lavagem. O material foi
entdo transferido para placas de Petri e seco &mfaesom circulacdo e renovacao de ar

durante 24 h, a 30°C.

— DESPROTEINIZACAO
Gladios R NaOH 1 M, 1 g/15 mL,
Processados 18 h, Tamp

y

B-QUITINA

Figura 10. Representacdo do procedimento realigadoobtencao dequitina (Método II).

2.3 Desacetilacao de a-quitina
Em um experimento tipic®', 4,58 g de quitina foram suspensos em 0,22 L d& um
solucdo aquosa de NaOH 40% (em massa) em um oeavddro com capacidade Gtil de 1 L,

sob agitacdo mecéanica constante (350 rpm), a teoparde 115 + 2° C. A reacao prosseguiu
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nessas condi¢des durante 6 h, quando o meio rehdmrfiltrado e o material desacetilado
lavado com agua destilada até a neutralidade desate lavagem. Apos a neutralizacéo, a
quitina desacetilada foi lavada com etanol, filtralansferida para uma placa de Petri e seca

a temperatura ambiente.

2.4 Desacetilacdo de [-quitina

2.4.1 Desacetilacdo heterogénea °

Em um experimento tipico, 9 g de quitina foram sasps em 0,18 L de NaOH 40%
(em massa) em um reator de vidro com capacidadeeifi,5 L, a temperatura de 80 £ 2°C e
sob agitacdo mecanica constante (350 rpm). Apodereacdo, o meio reacional foi filtrado
e 0 sélido retido no filtro foi lavado com agua tidada até a atingir a neutralidade do
sobrenadante. O material desacetilado foi entdaadtawcom metanol e em seguida com

acetona, transferido para placas de Petri e stogeratura ambiente.

2.4.2 Desacetilacdo homogénea °©

O método descrito por LAMARQUE e colaboradores, @m suspensdes de quitina
em solucdes concentradas de alcali sdo submeticlasa de congelamento, desgaseificacéo
e descongelamento, foi empregado como pré-tratandmtquitina visando a obtencéo de
quitosanas com grau meédio de acetilacdo proxime0ée e sollveis em soluc¢des aquosas de
acidos diluidos. Estas caracteristicas tornam yessl solubilizacdo de quitosana em
solucdes diluidas de acidos e, nos ciclos seguiatebtencdo de quitosana com baixo grau

médio de acetilacéo e de elevada massa molar.

Neste procedimento, 10 g de quitina foram suspepsoss00 g de uma solucdo
aquosa de hidroxido de sodio 40% (em massa) emubm de Schlenck feito de vidro
reforcado, sob agitacdo magnética, a temperatubgeate. Apos a adicdo de quitina, o frasco

foi fechado, congelado enpNquido e 0 meio reacional foi desgaseificado aposo de uma
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bomba de alto vacuo. Em seguida, o frasco reacfonalantido a temperatura ambiente até
seu descongelamento. Este ciclo de congelamensgasieificacdo e descongelamento foi
repetido mais seis vezes, a fim de assegurar askifigacdo completa do meio reacional.
Apos o ultimo ciclo, o frasco reacional foi mergadio em um banho de 6leo aquecido a 90 +
3°C. Uma vez atingido o equilibrio térmico (cera ID - 15 min), o frasco reacional foi
mantido sob agitacdo magnética constante por 30eneim seguida foi mergulhado em uma
mistura de gelo, agua e etanol (T = -10°C) paexiiaimper a reacdo de desacetilacdo. Ao fim
da reacao, as suspensdes foram parcialmente neadesl com a adicdo de solucdo de acido
cloridrico 6 M, até que o pH do sobrenadante ag&B,5 — 9,0. Em seguida, as suspensdes
foram centrifugadas e o precipitado foi lavado c@ua destilada até que a condutividade do
sobrenadante atingisse um valor préximo ao da dQeaois de lavada, a quitosana foi

congelada em Niquido e liofilizada.

2.4.3 Desacetilacdo de a- e (3-quitina assistida por ultra-som

Em um experimento caracteristico, aproximadamef@ten8 de uma suspensdo de
quitina em uma solucdo aquosa de NaOH 40% (propayaéina/alcali de 1 g /17,5 mL)
foram irradiados com ultra-som (BRANSON Sonifierdatm 450, na frequéncia de 20kHz)
empregando diferentes condi¢cdes com relacdo a flentpiitina utilizadad- ou B-quitina), a
poténcia utilizada (16,9 ou 32,7 W) e a duracaprdetratamento (10 ou 30 min; Figura 11).
Apols o pré-tratamento, a suspenséao foi transfeada um reator de vidro, que foi fechado e
imerso em um banho de 6leo a 100 + 2 °C, com &gitagagnética constante. Uma vez
atingido o equilibrio térmico (aproximadamente 2@h)mo sistema foi mantido nestas
condi¢cbes durante 1 h, quando o reator foi entdbiado pela imersédo em um banho de
gelo/NaCl/etanol (T = -15°C). A suspenséo foi paroente neutralizada com HCI 4 M (até
atingir pH = 9) e o polimero isolado foi lavado cama solucdo etanol/adgua 80% (v/v) para

promover a remog¢do dos ions cloreto presentes Im@rsadante e em seguida lavado com
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etanol absoluto e seco a temperatura ambiente. &Ciomalidade de avaliar os efeitos do uso
do ultra-som sobre a reacdo de desacetilacdo, tandr@am obtidas amostras de e (3-
quitina desacetiladas nas mesmas condi¢cbes dasnggie item, exceto pelo fato de que a

quitina utilizada nédo foi submetida a irradiacdmadtra-som.

Material
de partida

A 4

»| Poténcia

Tempo

10 min

| 16,96 W

30 min

it a-Quitina | <

10 min

32,7 W

30 min

Irradiacdo com
ultra-som

<

10 min

r| 16,96 W

30 min

\ B-Quitina |+

10 min

32,7 W

30 min

Figura 11: Esquema do procedimento adotado na8esalg desacetilacdo heterogénea assistida por
ultra-som.
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2.5 Ensaios para determinacdo de parametros cinétic  0s da reacao

de desacetilacdo heterogénea assistida por ultra-so m

De acordo com os estudos publicados por diverstmesr’*% durante a reacgéo

desacetilacdo de quitina (Figura 12), o grau méiodesacetilacdo do materi&l’oG_D)
aumenta nos minutos iniciais da reagdo em funcaderdpo e da temperatura até atingir um
valor critico, a partir do qual se observa um patamos valores de grau médio de
desacetilagdo em fungédo do tempo de reacdo. Valdede tempo de reacao critico, a partir
do qual a eficiéncia do processo de desacetilagi®tuadamente reduzida, é estimado por

diversos autores como inferior a 1 h de reagao.

OH OH
RO ° k _Ho © CH5COO Na'
NaOH + Na
Hog i;x oH * — = Ho OH 3
NH NH,,

ch/go

Figura 12. Esquema representativo do processos#eetiacio de quitina.

Além disso, a variacao linear do grau médio de @dsacdo nos minutos iniciais de
reacdo, empregando excesso de alcali, sugerem dasaaetilacdo heterogénea da quitina
obedece a uma cinética de reacao de pseudo-priarde#en. Desta forma, assumindo que, em
virtude do excesso de alcali utilizado, a quitistaesolvatada pela solucdo alcalina, torna-se
possivel utilizar equacgdes cinéticas aplicadasagdes em meio homogéneo representadas

nas equacoes 8 e 9.

_d[ GIcNA]]
dt

=k[ NaOH][ GIcNAc] =k' [ GIcNACc] Eq. 8
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N [ GICNAC], Kt £q. 9
GIcNAC]

sendo k' a constante de velocidade observada c@orea

Desta forma, a determinacdo dos graus medios deetdacdo de amostras de
quitina desacetilada em um determinado conjuntonidevalos de tempo de reagéo e de
temperatura possibilita a determinacdo dos parameinéticos da reacao, utilizando a

equacao de Arrhenius (Eq. 10)

kK'= A€ Vi Eq. 10

SendoA o fator pré-exponencial, relacionado a frequémgacolisbes entre 0s

reagentes e a fatores estéric&s a energia de ativacao.

Nos ensaios para determinacdo dos parametros cogétila desacetilacdo
heterogénea assistida por ultra-som, foram adotslasndi¢cdes de irradiacdo com ultra-
som definidas no item 2.4.3 que resultaram nas @masosnais desacetiladas (ou seja,

irradiacao de3-quitina com ultra-som durante 30 min, na potédei&2,7 W).

Depois do tratamento com ultra-som, as suspensdesnftransferidas para
reatores de vidro e imersas em um banho de aquettirdarante diferentes intervalos de
reacdo. Desta forma, foram realizadas 3 sériesededes de desacetilacdo, nas quais
foram variadas a temperatura de reacdo (T = 100107C e 120°C) e o tempo de

desacetilagcéo (t = 0, 10, 20, 30, 45, 60 e 120,rnor)forme descrito na Tabela 3.
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Tabela 3. Descricdo das condi¢des reacionais aaotars experimentos destinados a determinacao
dos parametros cinéticos da desacetila¢dbalgtina assistida por ultra-som

Tempo de reacgéo 0 Tempode 10 20 30 45 60 120

(min) inducao
Amostra
Seérie C (T = 100°C) Co C1 C2 C3 C4 C5 Co6 Cc7
Série D (T = 110°C) DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Série E (T =120°C) EO E1l E2 E3 E4 ES E6 E7

Uma vez decorrido o tempo de desacetilacdo desegadkacao foi interrompida com
o resfriamento do frasco reacional em um banhcett®@NaCl/etanol (T = -15°C) e o produto

obtido foi isolado e neutralizado conforme desanibatem 2.4.3.
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3 Caracterizacoes

3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos gladios e dos cefalotorax utiliaaddas amostras de quitina obtidas
e dos derivados obtidos apods a irradiacdo com-stina foi investigada em um microscépio
eletrénico de varredura LEO-440. As amostras fopaeviamente secas em estufa a vacuo a
60°C por 6h e recobertas com uma camada de ouf® den de espessura. A tensédo e a

corrente do feixe utilizados foram de 20 kV e 2086 respectivamente.

3.2 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica das amostras de quitinalabtioi estudada através de medidas
termogravimétricas, utilizando o equipamento TGA-&® Shimadzu, empregando atmosfera
dindmica de ar sintético a uma vazédo de 30 mL/mgumorte da amostra de platina. As
amostras foram aquecidas a uma razao de 10°/mif0&a8€ (permanecendo a 105°C durante
20 min, para eliminacédo de agua), e de 105°C &@€C3(permanecendo a 800°C por 5 min).

A quantidade de amostra utilizada em cada anais#efaproximadamente 5 mg.

As amostras de quitina e de quitosana analisadash fpreviamente trituradas em um

moinho analitico (Ika) e armazenadas em um dessecadtendo silica gel durante 7 dias.

A estabilidade térmica das amostras de quitosanastodada através de medidas
termogravimétricas nas condi¢des ja descritas aramostras de quitina, diferenciando-se
apenas pela programacao de aquecimento empregadpieeas amostras foram aquecidas a
uma razao de 10°min até 95°C (permanecendo adfedte 20 min), e de 95°C até 800°C

(permanecendo a 800°C por 5 min).
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3.3 Cristalinidade

A cristalinidade das amostras de quitina obtidasd&terminada por medidas de
difrac&o de raios X, em difratdmetro de raios X RK& com tubo de cobre\(= 1,54 A), no
intervalo de 3-50°, empregando varredura contiroma eelocidade de 1°/min. A tenséo e a
corrente utilizadas foram de 50kV e 100mA, respaatiente. A partir destas medidas, 0s

indices de cristalinidade das amostras de quitinleim ser determinados através da expressao

74,96

=
| =-10 _amx 100 Eq. 11

cr
110
em que,

ler = indice de cristalinidade
l110 = intensidade maxima (em unidades arbitrariaglifdacéo de rede (110)

lam = intensidade de difracdo (em unidades arbitraries regibes nao-ordenadas; nos

difratogramas obtidos, foi considerada a intensd#ldifracdo em@= 16°

3.4 Determinacdo do grau médio de acetilagdo (  %GA)

3.4.1 Determinacdo do grau médio de acetilacdo (% GA) por ressonancia

magnética nuclear de hidrogénio ( *H-RMN)

O grau médio de acetilagdo das amostras de quibtidas foi determinado através de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclehidaeénio fH RMN). Os espectros foram
adquiridos em um espectrometro VARIAN Unit InovaD4@a frequéncia de 400 MHz, em um
laboratério da EMBRAPA Instrumentacdo Agropecuafia.amostras foram preparadas através
da adicdo de 1 mL de uma solucdo de DE&IYR0% a 10 mg de amostra, sob agitacdo magnética
constante da suspenséo, a 70°C, durante 18 h.p@stexs foram obtidos a 80°C, com pulso de

10 uS (90°), acumulando 32 varreduras. O sinal corredgrte ao hidrogénio (HOD) observado



55

no espectro do solvente (DCI (@ 20%), ao qual foi adicionado acido 2,2-dimet8iapentano-
5-sulfénico (DSS) como padrdo, em 6,95 ppm, foidnsaomo referéncia para atribuicdo dos

deslocamentos quimicos referentes a quitina (Fig8)a

Quitina, hidrolisada em

\DCI /D0 20%

DCI/ D,0 20%,
com adicao de DSS A‘ | ﬂ u

DCI/D,0 20%

Figura 13. Espectros de RMN da soluco da solu¢do de DCI D20%, da solucéo de DCI 4D
20% com adicdo de DSS e de uma amostra de quitina.

Um espectro representativo das amostras de gaitialisadas € apresentado na Figura 14.

ppm

Figura 14. Espectro de RMM caracteristico de uma amostra de quitina (DGIJ RB0%, 80°C).
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O grau médio de acetilacéo (.TA) foi calculado a partir da razédo entre as areas do
prétons metilicos do grupo acetamida (sinais 2,0)pp da soma das areas dos protons
ligados aos carbonos 2 a 6 do anel glicopiranasidicjos sinais foram observados na regiao

de deslocamento quimico de 3 a 4,2 ppm), conforig 2)°":

A;H/
%GA=| —~3_ |* 100
A,
6
Para as amostras de quitosana obtidas de acordos@mcedimentos descritos nos
itens 2.3, 2.4.1 e 2.4.2, aproximadamente 10 manuestra foram solubilizados 1 mL de uma

solucdo de HCI/BD 1% (em volume), sob agitacdo magnética constaluente 24 h, a

temperatura ambiente.

As solugbes obtidas foram transferidas para tulkogdfo apropriadosp(= 5 mm) e
0S respectivos espectros foram obtidos em espeetirdrBRUKER AC200 a 80°C; o pulso
utilizado foi de 8,uS (90°), acumulando 16 varreduras e o parametréolLBe 0,2 Hz. Os

espectros foram calibrados a partir dos sinaiggda @m 4,1 ppm.

As solucbes das amostras de quitosana obtidasxpesireentos para determinacao
dos parametros cinéticos também tiveram o0s seysea@gs espectros adquiridos no
espectrometro VARIAN Unit Inova 400, na frequénda 400 MHz, da EMBRAPA
Instrumentacdo Agropecudria, usando pulso de(d90°) e acumulando 32 varreduras, a
temperatura de 80°C. Os espectros obtidos tambémmfoalibrados a partir dos sinais da

agua em 4,1 ppm.

Os graus médios de acetilacdo foram determinadosl@ado a razdo entre as areas
dos protons metilicos do grupo acetamidagA2,00 ppm) e do préton ligado ao carbono 2

do anel de glicosamina (& 3,12 ppm), utilizando a Eq. (3):



57

Ay
%GA=— 23 %100

2

3.4.2 Determinacdo do grau médio de acetilacdo (%  GA) por titulacdo

condutimeétrica

A amostra de quitosana (0,2500 g), previamente secastufa a vacuo a 60°C por 6 h,
foi suspensa em 50 mL de uma solucdo de HCI 0,06 Mantida sob agitagdo magnética
constante durante 15 h. A solug&o obtida foi teenidd para um bal&do volumétrico de 250 mL e o
seu volume foi ajustado com agua destilada e desida. Aliquotas de 50 mL das solucbes
resultantes foram tituladas com uma solugdo deoxidio de sédio 0,1 M (previamente
padronizada com biftalato de potassio) e a nemaigdio da solucdo foi acompanhada através de
medidas de condutividade, utilizando um condutitfmenodelo Handylab LF1 e titulador
automatico Titronic Universal, ambos da Schott-@erds medidas de condutividade da amostra

durante as titulagbes foram efetuadas a tempermdé¢u?s,0 + 0,1 °C.

Um gréfico de condutividade em fungéo do voluméitdéante adicionado, representativo

para titulacdes de amostras de quitosana, € apmdsama Figura 15.

2600

2400—-
2200—-
2000—-
1800—-
1600—-
1400—-

1200+

Condutividade (uS cm™?)

1000 +

800+

Volume de NaOH (mL)

Figura 15. Curva de titulagdo condutimétrica canmdstica de uma amostra de quitosana.



58

Como pode ser observado, a curva apresentada ne Hi§ é caracteristica de uma
titulacdo de uma mistura de um acido forte e deaaido fraco, utilizando uma base forte.
Inicialmente, ocorre a neutralizagdo do acido dhicd pela adicdo do hidroxido de sédio, de
forma que os ions Hprovenientes do acido cloridrico presentes nacdolisdo substituidos
pelos ions Na, resultando na redugdo brusca da condutividadesaliacio. Apds a
neutralizacdo do acido forte;fy a adicdo do hidréxido de sodio promove a despegtao
dos grupos amino da quitosana, promovendo ligeinoesto da condutividade do meio. Uma
vez concluida a neutralizacdo do acido fraco, prievee dos grupos —NHpresentes ¢, a
adicdo de excesso de base resulta no aumento dent@téo de ions hidroxila na solucéo e
na elevacdo mais acentuada da condutividade. Desten, a partir da determinacdo dos
volumes nos respectivos pontos de equivaléngiee (w), 0 grau médio de acetilacdo das

amostras de quitosana analisadas pode ser detdovatravés da expressao:

_161* (v, —v)) *[NaOH]
m

%GA= (1 j*lOO Eq. 12

sendo:

%GA = Grau médio de acetilacao
161 = Massa molar média da unidade repetitiva @desana (g / mol)

(V2 — v1) = Volume de solucéo de hidréxido de sodio congionpiara neutralizar a quitosana
(mL)

[NaOH] = Concentracéo da solucdo de hidroxido dios(M)

m = Massa de quitosana contida na aliquota titulgda
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3.4.3 Determinacéo do grau médio de acetilacdo (% GA) por analise

elementar

As amostras de quitina e os derivados desacetiladogspondentes as amostras
(Ad)1/100 e (As4d)1/100 foram secas em estufa aojéc 85°C por 15 h e em seguida foram
determinadas as porcentagens de C, H e N presdiitzando equipamento EA 1110 CHNS
— O CE INSTRUMENTS. O grau médio de acetilacdo ama®stras foi determinado pela
proporcao nitrogénio/carboriautilizando a express&o

A Ve
%GA = 400 -—~LC Eq. 13
48x10

3.5 Determinacédo da massa molar média das amostras  de

guitosana por viscosimetria capilar

Para a determinacdo da viscosidade intrinsécaerca de 50 mg de quitosana
purificada (previamente seca em estufa a vacu6@ por 6 h) foram suspensos em 25 mL
de solugdo tampdo (0,3 M &cido acético/0,2 M agetkt sodio, pH=4,5) sob agitacao
magnética constante durante 1 h. A solucdo reselfan aquecida em banho-maria a 80°C
por 2 min e, depois de fria, foi diluida com a adigde mais 25 mL de tampé&o acetato a
solugéo, a qual foi novamente aquecida por 2 maskiada. A solucao obtida foi filtrada sob
pressdo positiva em membrana com didmetro dos mErd345um. Aliquotas de 15 mL
desta solucdo foram transferidas para um viscosineapilar de vidro (do tipo Ubbelohde,
@=0,53 mm) e as medidas de tempo de escoamento fdetenminadas em viscosimetro
AVS-350 acoplado a um moddulo diluidor automéatico 20, ambos da Schott-Gerate.
Todas as medidas de tempo de escoamento do solvafge solucdes de quitosana foram
realizadas a 25,00 = 0,01°C, e o mesmo tampaaripregado para as sucessivas dilui¢des,

de modo a assegurar que a forga ionica das sol@igé®s mantida constante. Os valores de



60

tempo de escoamento correspondem a média de 3ndwedes independentes que nao

apresentaram variacdo maior que 0,09%.

Empregando as condi¢cdes e os equipamentos citacmss@lerando os intervalos de

concentracdo das solucdes de quitosana analisagaguinte aproximacao é valida:

t
a-<
/7rel to

sendo,

Nrel = Viscosidade relativa da solugdo de quitosanaodeentragéo C;
t. = tempo de escoamento da solugéo de quitosanmanderdracao C;

to = tempo de escoamento do solvente.
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SIMBOLOS UTILIZADOS

Sé&o apresentados na Tabela 4 os simbolos empregactosdentificar as amostras

obtidas nas etapas de extracéo e desacetilacaotioha g

Tabela 4. Simbolos utilizados para identificar @&lotorax e as amostras de quitina obtidas

Amostra  Descricao

A o-quitina, extraida de acordo com o procedimentoritesno item 2.1

B B-quitina, extraida de acordo com o procedimentardtespor CHAUSSARD

e colaboradore¥

BL B-quitina, extraida de acordo com o procedimenteritespor LAVALL
(Ad)1/100 Amostra A, desacetilada por 1 h, a 100° C
(Ad)6/115 Amostra A, desacetilada por 6 h, a 115° C

(As4d)1/100 Amostra A, irradiada com ultra-som aiea30 min, com poténcia de 32,7 W

e desacetilada por 1h, a 100°C

(BL7d)0,5/90

Amostra Bsubmetida a ciclos térmicos e desacetilada poni@Qa 90°C

(Bd)3/80  Amostra B, desacetilada de acordo com o procedimento descoititem
2.4.1
(Bd)1/200  Amostra B, desacetilada por 1 h, a 100° C
(Bs1d)1/100 Amostra B, irradiada com ultra-som dtgalO0 min, com poténcia de 16,96
W e desacetilada por 1 h, a 100° C
(Bs2d)1/100 Amostra B, irradiada com ultra-som dtga30 min, com poténcia de 16,96
W e desacetilada por 1 h, a 100° C
(Bs3d)1/100 Amostra B, irradiada com ultra-som dtegdl0 min, com poténcia de 32,7 W
e desacetilada por 1 h, a 100° C
(Bs4d)1/100 Amostra B, irradiada com ultra-som dtg&80 min, com poténcia de 32,7 W
e desacetilada por 1 h, a 100° C
(Bs4) Amostra B, irradiada com ultra-som duranter®0, com poténcia de 32,7 W,
resfriada e neutralizada
(Bs4d)2/100 Amostra B, irradiada com ultra-som dtg&80 min, com poténcia de 32,7 W

e desacetilada por 2h, a 100°C cqntinua)
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Continuacdoda Tabela 4. Simbolos utilizados para identifasmcefalotérax e as amostras de
quitina obtidas

(Bs4d)1/120 Amostra B, irradiada com ultra-som dte&80 min, com poténcia de 32,7 W
e desacetilada por 1h, a 120°C

(Bs4d)2/120 Amostra B, irradiada com ultra-som dte&80 min, com poténcia de 32,7 W
e desacetilada por 2h, a 120°C
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4 Resultados e discussao

Neste capitulo sdo apresentados os principaistadssl obtidos no desenvolvimento
do trabalho, sendo que tal apresentacédo bem conisassdes decorrentes serdo exploradas
de maneira a demonstrar a evolucéo do trabalhseNsntido, o capitulo foi organizado para
abordar inicialmente a caracterizacdo e os trateoredas matérias-primas, a saber,
cefalotorax deM. rosenbergiie gladios del. plei e L. sanpaulensisempregadas para a
obtencéo de-quitina ep-quitina. A adequacéao dos referidos tratamentass ssndimentos e
efeitos sobre as caracteristicas das alomorfasutieagserédo brevemente abordados, sendo
reservada maior énfase aos estudos de desacetigcaquitina. Assim, as reacdes de
desacetilacdo de quitina empregando diferentesigie®l sdo discutidas na ultima parte do
capitulo, com destaque para o emprego de procegsmsonvencionais, especialmente a
irradiacdo ultra-som. Nessa parte do capitulo séstadadas as principais vantagens
decorrentes do uso desse método de desacetilacdmmparacdo com outros metodos.
Também séo apresentados e discutidos os modelogigiiicam as diferentes reatividades

dea-quitina eB-quitina.

4.1 Caracterizacao e processamento das matérias-pri mas

Devido as naturezas distintas das matérias-primmgsegjadas para a obtencdoode
quitina ep-quitina, os cefalotérax dd. rosenbergiie os gladios de. pleie L. sanpaulensis
demandam tratamentos diferentes. De fato, os cdosede quitina e de proteinas e os teores

de umidade e de cinzas dessas matérias-primagesadiferentes (Tabela 5).
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Tabela 5. Composicdo percentual aproximada dagias{@rimas empregadas para a extracam-ae

B-quitina®
Matéria-prima Quitina (%) Proteinas (%) Umidade (%) Cinzas (%)
Cefalotorax 23,5 28,2 6,0 40
Gladios 31,3 58 8,9 <2

@ Estimativas efetuadas com base na massa de rhasetigerado apds a realizacdo dos
procedimentos para extracao de quitina.

Na etapa de desmineralizac@o dos cefalotéral.desenbergiiforam eliminados sais
inorganicos, principalmente CaGOO rendimento dessa reagdo, com base no material
recuperado e seco, foi de aproximadamente 35%. ééprokteinizacdo dos cefalotérax
desmineralizados foi recuperada, em média, 70% udantglade inicial de material
(cefalotorax desmineralizados). Apds a etapa derdesnizacdo, ai-quitina resultante foi
submetida a extracdo de pigmentos com etanol @emngssoxhlet, durante 24 h. Apds estes
tratamentos, foi obtida-quitina na forma de p6 com uma leve coloragdod®sA remocao
completa dos pigmentos também foi efetuada poresissip do material obtido apds a
desproteinizacdo em solucao de peroxido de hidiogéras este tratamento é mais drastico e
pode apresentar como conseqiéncia a reducdo da massr do polimero e favorecer a
ocorréncia de hidrodlise das ligacbes glicosidicas dadeias durante desacetilacdo. Desta
forma, o isolamento da-quitina resultou na obtencdo de um po ligeirameaterido, sendo
gque a massa quitina obtida corresponde a aproxmmamta 25% da massa inicial de
cefalotorax e com reduzido teor de cinzas, confopmde ser observado na Tabela 6. As
curvas TG correspondentes aos cefalotoralMl deosenbergii cefalotérax desmineralizados e
gladios de molusco, como também das amostras AAB)1/100, (Bs4), (Bs4d)1/100,

(Bs4d)2/100 e (Bs4d)2/120 estédo apresentadas nodiqeeA.
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Tabela 6. Teor de cinzas encontrado em amostresfai®torax de camaréo antes (amostra C) e apos
a desmineralizacdo (amostrg)C

Amostra Teor de cinzas (% @
C 32
CM 2!4

@ Determinado por termogravimetria (10°C/min,sd 800°C e atmosfera dindmica de ar sintético a
uma vazao de 30 mL/min). A estimativa do teor aéeas corresponde a massa de residuo presente no
porta-amostras ao fim da programacao de aquecirdestdiferentes amostras.

Na etapa de desproteinizacdo dos gladios de malugsando a obtencdo de
quitina, os rendimentos, com base na massa de iahatecuperado, foram de 40% (1°
tratamento), 85% (2° tratamento) e 90% (3° tratamesendo o rendimento global préximo
de 30%. Entretanto, 0 emprego de um tratamento $neigmroso, como 0 proposto por
CHAUSSARD et af®, resultou em maior rendimente 40%) e foi o procedimento aplicado

neste trabalho para a execugao dos estudos deeties@o.

Os graus médios de acetilacdoadguitina ep-quitina foram determinados a partir
dos espectros RMRH, os quais foram adquiridos apés hidrélise pard@ polimeros por
tratamento com 20% DCI /O durante 12h a 70-75°C. Assim, levando em conta as
atribuicdes de sinais mencionadas anteriorments@egando o tratamento proposto por
SHIGEMASA et al*®, a-quitina e B-quitina apresentaranGA=71,1% e GA=81,1%,
respectivamente. Esses resultados revelam que dmsaos casos 0s polimeros foram
extraidos em condi¢cbes que favoreceram a ocorréeciiesacetilacdo. No casoalguitina
a desacetilagdo foi mais acentuada devido ao iaoog cefalotorax foram submetidos aos
tratamentos &cido e alcalino para remocdo de catbere proteinas, respectivamente. De
fato, os grupos acetamido sdo susceptiveis tartiralise 4cida como basica, embora a
primeira ocorra mais lentamente. Assim, a desacéiil menos acentuada no casofee
quitina deve ser atribuida ao tratamento executldante a etapa de desproteinizacdo que,

embora brando, também promoveu a hidrélise dosogra@getamida. Pode ser observado,
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assim, que o procedimento de extracdo da quitingncipalmente na etapa de
desproteinizacdo, tem grande influéncia nas cafatitas dos polimeros obtidos. No caso de
B-quitina, os tratamentos executados em temperatueas elevadas, mesmo que por um
curto intervalo de tempo, favorecem a desacetilalg® cadeias. Este efeito é indesejavel
quando o processo de extragdo visa a obtencdo ileaqgcom grau médio de acetilacao

elevado (%GA ~100) e por isso nao foi o procedimapiicado neste trabalho.

As alomorfas de quitina extraidas neste trabalhabém foram caracterizadas por
difracédo de raios X (Figura 16), o que permitiulara distincdo dexr-quitina e p-quitina.
Assim, pode ser observado quguitina exibe sinais mais intensos e mais defmido que
0s apresentados p@rquitina, os quais sdo também mais alargados doaqueles dei-
quitina. Tais dados foram tomados como evidénaigsas processos de extracao foram bem

sucedidos e que-quitina é mais cristalina do gequitina.

Intensidade (u.a.)

%GA=71

%GA =81

T T T T T
10 20 30

20

Figura 16. Difratogramas dequitina (A) ep-quitina (B) extraidas de cefalotorax Merosenbergiie
de gladios dé. pleieL. sanpaulensigespectivamente.
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4.2 Desacetilacéo de quitina

Nesta parte do trabalho foi desenvolvido um esttmo 0 objetivo de avaliar a
potencialidade de um novo processo de desacetjlde@ominado desacetilacdo assistida
por ultra-som de alta poténcia, frente ao processterogéneo, aqui denominado
desacetilagdo convencional, e ao novo processmtesuente desenvolvido, em que a
reacdo é precedida pela execucdo de ciclos térncmosecutivos de congelamento e
amornamento intercalados por succdo da atmosfacioral para exclusdo de oxigénio
molecular. Entretanto, antes de apresentar e dismsitresultados desse estudo, alguns
fundamentos e premissas bem aceitas acerca da r@agéesacetilacdo sao brevemente

discutidos nos paragrafos que se seguem.

A desacetilacdo de quitina mais frequentemente utxda em laboratérios de
pesquisa, e também nos processos industriais, ssifdada como uma reacédo
heterogénea, pois nem todos o0s sitios reativoolimgro, grupos acetamido das cadeias
de quitina, sdo acessiveis ao reagente desacetil@® fato, como ja comentado
anteriormente, o carater semicristalino de quitimata a acessibilidade de reagentes e
solventes as regifes amorfas de sua estruturangestio a ocorréncia da reacdo a essas
regides, enquanto os dominios cristalinos, menessiweis, sdo preservados. Por outro
lado, no estado solido-quitina ep-quitina adotam estruturas diferentes, a primedrale
mais cristalina e densamente empacotada do quguadse (Figura 17), o que justifica
suas diferentes propriedades fisico-quimicas e @rnaessibilidade exibida pds-

quitina.
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Figura 17. Representacdo esquematica das estrdeuaguitina ep-quitina no estado solido.

Quando quitina, independentemente da alomorfa dermia, € submetida a
desacetilacdo heterogénea € preciso considerarimja@lmente, ocorre um processo de
intumescimento que permitird maior acessibilidads sitios reativos na etapa seguinte, a
reacado de desacetilacdo propriamente dita. Evidemite,a-quitina ep-quitina propiciaréo
diferentes acessibilidades aos reagentes, masiadonijue o intumescimento inicial seja
igualmente rapido (ou lento) em ambos os casosvemngue esta etapa seja superada, séo as
regides amorfas, presentes em diferentes proporgi@es alomorfas, que reagirdo
primeiramente. A desacetilacdo dessas fracoessdEvansiderada uma reacdo homogénea e
sua ocorréncia pode ser monitorada pela deternordgdlistribuicdo de unidades GICNAc e
GIcN nas cadeias desacetiladas. A medida que @gsocavanca a superficie dos cristalitos

também passa a ser acessivel, na medida em queacaorecorra nessas regides, a
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acessibilidade as regides cristalinas aumentgyreaesso assume seu carater essencialmente
heterogéneo. Entretanto, a acessibilidade é ietamente limitada, como mostram o0s
resultados de estudos desenvolvidos ao longo d@smamos, e apds avancar rapidamente nos
momentos iniciais, a reacdo é desacelerada e atimg@atamar de velocidade constante
(Figura 18). Conforme antecipado a partir da dis&@assobre as estruturas adguitina ep-
quitina, a primeira alomorfa reage mais rapidamensa reacdo atinge um patamar mais
elevado de desacetilacdo. Por outro lado, as cade@primeiramente reagiram, em um caso
como no outro, S80 mais expostas a ocorréncia sigolimerizacdo via hidrolise alcalina.
Finalmente, como resultado os processos discutaosuitosanas originadas pela primeira
etapa de desacetilacdo @eguitina ep-quitina diferem quanto ao grau médio de acetilacdo
massa molar média e grau de cristalinidade, masnileer consideradas semelhantes, ja que
sdo heterogéneas e, geralmente, insollveis em mmdsradamente acidos. Assim, novas
etapas de desacetilacdo devem ser executadas pgnm@paracdo de produtos mais

desacetilados e suficientemente solUveis para sgéeeominados quitosanas.

80

70

60+
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- %GA
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Dominio Il

Tempo de reacéo

Figura 18. Avanco da reagéo de desacetilagdo desta® dominio cinético e o patamar de
velocidade de reacdo constante.
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De fato, em funcao da limitada acessibilidade edaréncia de despolimerizacéo, a
manutencdo da reacdo por mais tempo do que o Aecegmra atingir o patamar de
velocidade constante resulta em produtos cujo giau acetilacdo continua sendo
relativamente elevado, mas que podem ser solunefsiggdo de suas baixas massas molares.
Assim, um processo de desacetilacdo multietapasig vantajoso, pois embora as etapas
subsequentes sejam menos eficientes do que a @jmeios patamares sdo atingidos e a
otimizacao das condi¢cOes pode levar a desacetilag@completa (Figura 19). Infelizmente,
embora promova uma desacetilagcdo mais completapae$s0 multietapas também favorece
a despolimerizacado e, assim, sua execucao demagm@rego de medidas que minimizem a
despolimerizagéo, incluindo o uso de atmosferagtdsee de aditivos e, como tem sido

sugerido mais recentemente, de novas metodologidsshcetilacao.

100
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Tempo de reagéo (min)

Figura 19. Representacdo esquematica das cinddadssacetilacdo por processo multietapas, antes e
apos a otimizacdo das condi¢des reacionais (cem@Esiores), e processo continuo (curva
inferior).
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Em funcédo do exposto, o estudo proposto nestelli@alpaetende avaliar o potencial
de um novo processo de desacetilagdo no qual diaigé de ultra-som de alta poténcia €
empregada para permitir, via aumento de acessitididiecorrente do fenbmeno de cavitacao,
a preparacao de quitosanas mais desacetiladaxe gespolimerizadas em tdo poucas etapas
quanto possivel. A proposta esta baseada na expiarigrévia desenvolvida no ambito do
Grupo de Fisico-Quimica Organica do IQSC/USP e mpselltou na conclusdo de uma
dissertacdo de Mestrado em 20%3 além de publicacdes em periddicos cientificos e

apresentacdes em congressos nacionais e interagcion

Assim, nos tépicos que se seguem serao discutijos: processo heterogéneo e a
desacetilacdo assistida por ultra-som de alta p@téR) a cinética da desacetilacdo assistida

por ultra-som de alta poténcia, 3) as propostas@mnismos de desacetilacao.

4.2.1 Desacetilacdo heterogénea versus desacetilacd 0 assistida por

ultra-som

A desacetilacdo de quitina provoca mudancas esdistle morfolégicas que
podem ser monitoradas, por exemplo, pela variagigrdu médio de acetilacdo, por
microscopia eletrénica de varredura e por difradgicaios X. Nesse Ultimo caso, o padrao
de difracdo da amostra de partida e suas alteragiesincdo do grau de desacetilagéo
refletem o rearranjo das cadeias poliméricas deotas da progressiva destruicdo dos
dominios cristalinos. Tais evidéncias podem semtjizadas pela determinacdo dos
graus de ordem, ou cristalinidade, e dos diametrédios dos cristalitos, entretanto o
tratamento quantitativo acurado dos dados de ddrae raios X demanda a adocéo de
linhas de base coerentes, a normalizacdo das cuavamvaliacdo e subtracdo da
contribuicdo das regides amorfas para a intensidadesinais, a avaliagdo da intensidade

dos sinais e, eventualmente, a sua deconvolucals. f@cedimentos devem ser
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criteriosamente executados, 0 que entretanto néantgaa validade das estimativas de
graus de ordem resultantes de seu emprego. Adiciente, os padroeorrespondentes a
maxima cristalinidade (grau de cristalinidade dé%pe a sua completa auséncia (grau
de cristalinidade de 0%) n&o sao disponiveis, oigpede uma calibracdo confidvel. Em
funcdo desses fatores alguns trabalhos, como émdmste trabalho, se limitam a fazer
uma analise comparativa e semiquantitativa dosatdiramas de raios X. Assim, a
intensidade e a definicdo dos sinais serdo cré§uera comparar e estimar o grau de
ordem das amostras. Da mesma forma, sabendo gifenetcb médio dos cristalitos &
inversamente proporcional a largura do sinal cpoedente as regides cristalinas a meia
altura do sinal, a ocorréncia de alargamento daissim P~20° sera empregada como

critério para determinar a diminuigéo da cristalade.

A avaliacdo dos difratogramas dequitina e p-quitina e de seus derivados
desacetilados revela aspectos muito interessardss ddsacetilacbes heterogénea e

assistida por ultra-som de alta poténcia.

No primeiro caso (Figura 20), pode ser observagoaguprodutos de desacetilacdo
heterogénea de-quitina apresentam sinais menos intensos que im@a de partida e
ligeiramente deslocados para maiores valores del@ntg Bragg, aléem de serem mais
alargados, revelando o decréscimo de cristalinidgae acompanha a desacetilacéo.
Também pode ser constatado que o prolongamentealzic e a sua execucado em
temperaturas mais elevadas contribuem para acemecréscimo de cristalinidade. Por
outro lado, a execucdo da desacetilacdo assigtidaltpa-som de alta poténcia resulta na

amostra menos cristalina dentre aquelas companadegjura 21.
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Figura 20. Difratogramas das amostrasieguitina (A), a-quitina desacetilada por 6h, a 115°C
((Ad)6/115),a-quitina irradiada com ultra-som e em seguida degada por 1h, a 100°C
((As4d)1/100) e de-quitina desacetilada durante 1h, a 100°C ((Ad)2y10

A comparacédo dos difratogramasfdquitina e derivados desacetilados (Figura
21) corrobora as observacdes e conclusdes aprdasnted caso de-quitina e
também mostra que temperaturas mais baixas de ediésgio ndo produzem uma
reducéo significativa da cristalinidade, mesmo seagédo se prolonga por 3 h. Como
observado anteriormente, a desacetilacdo assmbidaltra-som resulta nos produtos
menos cristalinos, sendo que o prolongamento dgioeeesulta em produtos menos

cristalinos, mesmo se a reacéo é executada padpsrinais curtos (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Difratogramas das amostragdgiitina (B),3-quitina irradiada com ultra-som e em
seguida desacetilada por 2h, a 100°C ((Bs4d)2/Be@ijtina irradiada com ultra-som e
em seguida desacetilada por 1h, a 100°C ((Bs4d)LAR-quitina desacetilada por 3 h, a
80°C ((Bd)3/80).

Adicionalmente, a comparacdo dos difratogramassaptados na Figura 22
revela que produtos semelhantes resultam quandsacetilacdo assistida por ultra-
som é executada por 1 h a 100°C e se a suspengagudina em NaOH 40% é
simplesmente submetida ao tratamento de ultra-sarante 30 min. E importante
ressaltar que nesse ultimo caso a execucao dadeefestamento provoca o aumento
da temperatura da suspenséo desde a temperatusmtamaié aproximadamente 90°C
apos 10 min, sendo que entdo a temperatura sematdéo fim do tratamento (mais
20 min). Também é relevante acrescentar que a ekeaa desacetilacdo heterogénea
de B-quitina a 80°C por 3 h ndo produz alteracbes mdgortantes na cristalinidade

(Figura 21).



75

—B
—— (Bs4d)1/100
— (Bs4)

(Bd)1/100

Intensidade (u.a.)

%GA = 16,7

T T T T T
10 20 30

20

Figura 22. Difratogramas das amostragdgiitina (B),3-quitina irradiada com ultra-som e em
seguida desacetilada por 1h, a 100°C ((Bs4d)1/Be@ijtina irradiada com ultra-som e
em seguida resfriada e neutralizada (B3 )eitina desacetilada por 1 h, a 100°C
((Bd)1/100).

A evolucdo da reacdo de desacetilagcdo também &diada por determinacdes de grau
médio de acetilacéo e de viscosidade intrinsecassanmolar média viscosimétrica (Tabelas 8 e
9). Assim, pode ser constatado que a execucdo dacetdacdo assistida por ultra-som,
independentemente da condicdo empregada no tratanden ultra-som, provoca acentuada
reducdo ¥66%) do grau médio de acetilacdo Hguitina de partida. Além disso, tal reducdo &
ainda mais importante (>80%) se o tratamento de-sim é executado com poténcia mais
elevada por 30 min. Entretanto, a eficiéncia daacktacdo ndo se altera se a reagcdo €
prolongada por mais 1 h, mas aumenta discretanserdereacdo € executada a temperatura mais
elevada. Também é muito importante avaliar os afaia reacdo de desacetilacdo assistida por
ultra-som sobre a viscosidade intrinseca dos posdigsacetilados, como pode ser observado na
Tabela 9 e nos graficos apresentados no Apéndiésdim, pode ser observado que as condi¢des
mais vigorosas empregadas nos tratamentos desoltnabem como o prolongamento da reacao
de desacetilacdo e a sua execucao a temperatig@lenada, favorecem a despolimerizacédo dos

produtos desacetilados. Entretanto, € muito imptetanotar que a simples execucdo do
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tratamento de ultra-som levou a producédo de quia)m@ < 17% e com a maior massa

molar dentre as amostras comparadas na Tabela 8.

Tabela 7. Valores de grau médio de acetila@éG_A) das alomorfas de-quitina, B-quitina e dos
derivados desacetilados dejuitina

Amostra %GA (RMN H) @ %GA (Andlise elementar)
A 71 89
(Ad)1/100 41 51
(As4d)1/100 18 29
B 81 85
B, 710 ]

@ DCI/D,O 20%, 80°C® LAVALL, R. L., 2003 %

Tabela 8. Valores de viscosidade intrinsegdarassa molar média viscosimétriddi. ) e grau
médio de acetilacad®bGA ) dos derivados desacetiladosocdee deB-quitina

Amostra [n] (mL/g) Wv(105) (%)@
(Bd)3/80 2390 8,5% 18 + 1€ 9
(BLrd)0,5/90 - - 469
(Bs1d)1/100 1790 5,88 25 + 4@©)
(Bs2d)1/100 1495 4,62 26 + 5@°)
(Bs3d)1/100 1865 6,19 27 + 2@
(Bs4d)1/100 1634 5,02 13,3©
Bs4 2401 8,3%) 16,7©
(Bs4d)2/100 1582 4,89 13,4
(Bs4d)1/120 1115 3,08 10,1
(Bs4d)2/120 1002 2,69 12,8
(Ad)6/115 1425 4,18 13 + 2

@ [7] =K'MMy , sendo K’ = 0,074 a = 0,76;

® [7] =K'MMy, sendo K’ = 0,076 a = 0,76;

© Determinado por RMNH (HCI/D,O 1%, 80°C);
@ Determinado por titulagdo condutimétrica;

©) Médias de reacdes realizadas em duplicata.
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As alteragbes morfolégicas provocadas pela execudéo reacdo de
desacetilagdo heterogénea e pela desacetilac&iidesgoor ultra-som podem ser
avaliadas por microscopia eletrénica de varredDsaefeitos desses processos sobre as
dimensdes médias das particulas revelam que aatiésg@oper sipromove a reducao
das dimensdes citadas (Figuras 23a e 23b), ma®mareb observa que o tratamento
de ultra-som contribui para a reducdo das dimensbegial € mais importante se

irradiacdo de poténcia mais elevada € aplicadaatenento (Figuras 24a e 24b).

Assim, como ja destacado quando as alteracdes idwlioidade foram
discutidas, os resultados desse estudo demonstramo tratamento de ultra-som de
alta poténcia produz efeitos marcantes sobre &edia da reacédo de desacetilacao e,
nas condicBes adequadas, permite a preparacadtdsagas com caracteristica®A
e [n], superiores quando comparadas aquelas produrjdasdo a desacetilacao
heterogénea é executada. De fato, esses resulthdnenstram que a quitosana
mencionada (amostra Bs4) também é mais desaceti{i®la®0) do que aquela
produzida a partir dg3-quitina ap0s a aplicagcdo dos ciclos térmicos skegule
desacetilagéo por 20 min a 2% embora sua massa molar seja ligeiramente menor

(=12%).



(b) amostra (Bd)1/100

Figura 23. Micrografias das amostras B (a) e (Rd)a/b).
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(@) amota Bde) 1/100

(b) amostra (Bs4d)1/1
Figura 24: Micrografias das amostras (Bs2d) 1/H)@((Bs4d) 1/100 (b).

Os efeitos discutidos nos paragrafos anterioresyegultam na reducédo das dimensfes médias
das particulas, podem ser indicativos de um auntantorea superficial das particulas. Esta proposta
reforcada pelas micrografias tomadas com aproxigsmqdais importantes. De fato, tais micrografias
mostram que as superficies das particulgd-qgigtina sdo relativamente lisas (Figura 25a)uantp
aquelas das amostras submetidas a desacetilagioddstea (Figura 25b) e desacetilacdo assistida

por ultra-som (Figuras 26a e 26b) sdo muito majssas. Ainda, pode ser observado que a superficie
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da amostra submetida & desacetilagdo heterogéigeaa(R5b) parece conservar alguma “memdaria”
da morfologia da quitina de partida (Figura 25a)guanto aquelas submetidas a desacetilacdo
assistida por ultra-som (Figuras 26a e 26b) exib@rfologias que parecem refletir a progressiva

desagregacgéao provocada por condigbes mais vigaapiaadas nos tratamentos de ultra-som.

(a) amostra B

(b) amostra (Bd)1/100
Figura 25. Micrografias das amostras B (a) e (Bd)a/b).
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(a) amostra (Bs2d) 1/100

(b) amostra (Bs4d) 1/100
Figura 26. Micrografias das amostras (Bs2d) 1/H)@ (Bs4d) 1/100 (b).

De acordo com os resultados apresentados e dissutiesse tdpico, o aumento da
eficiéncia da reacéo de desacetilacdo assistidalparsom em comparacdo com O processo
heterogéneo de desacetilacdo pode ser atribuid@riemira aproximacao, ao fenébmeno de
cavitacdo, o qual a reducdo das dimensdes médmsa@mento da area superficial das

particulas, aumentando a acessibilidade aos sé#bisos do polimero.



82

4.2.2 Estudo cinético da desacetilagdo assistida po  r ultra-som

A maioria dos estudos sobre os processos de démg@etde quitina € direcionada
para a pesquisa de condi¢cbes otimizadas de rebgdoando determinar as condi¢cbes que
propiciem o rendimento mais elevado, a desacetilagéis completa e a minimizagdo da
despolimerizacdo. Dentre 0s poucos estudos focaatoe os aspectos cinéticos da reagcédo ha
uma boa concordancia relativamente a ordem de gzandas energias de ativagdo, embora
algumas discordancias entre os valores absolutssedgarametro sejam encontradas em
diferentes trabalhos (Tabela 9). Em geral, taisdest também s&o concordantes com o fato
que as energias de ativacdo referentes a desgéetilde a-quitina e B-quitina séo
semelhantes, apesar de varios trabalhos da litenalatarem qup-quitina seria mais reativa

do quea-quitina.

Tabela 9. Energia de ativac@o da reac@o de ddagéetheterogénea de quitina

Alomorfa Temp.(°C) [NaOH] (% m/m)  E, (kJ/mol) Referéncia

a 80-120 50 36-58 99
a 80-110 40 53 41
a 70-150 35 56 79
a 40-60 45 82 100
B 40-60 45 90 100
B 40-150 40 41 5,101

Entretanto, como discutido e esclarecido em traba#itente®, as diferentes
reatividades das alomorfas de quitina ndo devenasssciadas a diferentes valores de

energia de ativacdo, mas sim ao fator pré-expoakdai equacdo de Arrhenius. Assim,
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enquanto a energia de ativacdq)(Be associa a fracdo de moléculas minimamente
ativadas para reagir, i. e. a fracdo de molécwas energia cinética no minimo igual a
energia de ativacao, o fator pré-exponencial (A4 gsculado a taxa de colisdes (Z) e a

um fator estérico (p).
A=2Zp Eqg. 14

Segundo a teoria das colisbes, o parametro A eeflgiroporcdo de espécies que
possuem a energia cinética necessaria para sw@pbedreira energética representada pela
energia de ativacao e a proporcao de reagentepapseem a orientacao correta para se
tornarem espécies ativadas. Em resumo, o parameapresenta a frequéncia de colisdes
entre duas moléculas de reagentes que possuenggaen@ orientacao necessarias para

reagir.

Dessa forma, como demonstrado em trabalho reégntefator pré-exponencial
associado a primeira etapa de desacetilacdo héteragler-quitina é cerca de sete vezes
maior do que o d@-quitina, embora as energias de ativacdo determgad mesma
condicdo sejam praticamente iguaig £E40kJ/mol). Portanto, as diferentes reatividades
das alomorfas de quitina sdo efetivamente assaciada diferentes acessibilidades
apresentadas par-quitina e p-quitina (Figura 27). Com base nessa mesma premissa
Lamarque et & justificam a maior eficiéncia da desacetilacdo deitina,
independentemente da alomorfa considerada, quastdo éepreviamente submetida a
ciclos de descongelamento e amornamento intercajaotosuc¢ao da atmosfera reacional

para exclusdo do oxigénio molecular.
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Alfa-Ouitina

DOMINIOS AMORFOS:
rAcessiveis
sExtensivamente hidratados
*Desacetilaciio rapida
sDistribuicio estatistica

DOMINIOS CRISTALINOS:
+Pouco acessiveis

*Pouco hidratados

*Pouco desacetilados

D : unidades desacetiladas
A : unidades acetiladas

S

Alfa-quitina é cristalina
ADDADAAAAAADDDADDDD
Copolimeros em hloco hidrofihicos

Beta-quitina

Fraciio solivel:
sExtensivamenie desacetilada
+Extensiramente solhivrel
+Extensivamente degradada

N

Amosira Amorfa:
sDesacetilacio estatistica
+Reacio mais eficaz

Figura 27. Representacdo esquematica do processtudescimento das cadeiasades 3-quitina
pelos reagentes, adaptada da referéncia 95.

O estudo cinético da desacetilacdo assistida pa-sdm foi executado a 100°,

110° e 120°C empregando a alomdifquitina e seus resultados sdo mostrados na Figura

28.
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Figura 28. Curvas cinéticas da desacetilacddalgtina assistida por ultra-som, nas qtﬁ_i@
representa o grau médio de desacetilagéo.

De acordo com os resultados desse estudo, quitosama 9% GA< 20% s&o
obtidas, independentemente da temperatura da resg@s suspensdes do polissacarideo
sdo submetidas a tratamento de ultra-som. De d@itgsanas com essas caracteristicas
sdo obtidas apO0s os primeiros trinta minutos decaga independentemente da
temperatura. Assim, pode ser concluido que o texton de ultra-som favorece
enormemente a ocorréncia de desacetilacdo, o que per atribuido a plena
acessibilidade aos sitios reativos do polimerolta@se da acdo desse tratamento, como ja
discutido. Como pode ser observado na Figura 2neinio cinético da reagdo € muito
mais curto do que aquele observado no processmbpéteeo desacetilacdo e também no
método dos ciclos térmicos desenvolvido por Lamargual? Dessa forma, os dados
disponiveis ndo permitem a determinacdo da endegetivacdo para esse processo, mas

mostram que a reacdo € muito mais favorecida doatfagés do emprego de quaisquer

dos métodos descritos na literatura. Adicionalmeiitea demonstrado que a execucéo do
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tratamento de ultra-som por 30 min basta para tezsei quitosana conGA~15%

(Figura 28), um resultado inédito na literatura wee glemonstra a potencialidade do
método proposto e a necessidade de estudos mafaragados serem desenvolvidos para
permitir a plena compreensdo dos fendmenos enwdvel a sua exploracdo para a

producdo em larga escala de quitosanas extensiv@rdesacetiladas e de massa molar

elevada.
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5 Conclusdes

Os tratamentos fisicos e quimicos das matériasagrinsefalotorax deM.
rosenbergii e gladios delL. plei e L. sanpaulensispossibilitaram a obtencéo de
amostras de quitina, alomorfase 3, com caracteristicas estruturais tipicas, conforme
avaliado por espectroscopia RMM e difracdo de raios X. Os valores de graus
médios de acetilacdo das alomorfas sao elevadasteawaelam que 0s processamentos
das matérias-primas resultaram na hidrélise pardizd grupos acetamida dos
polimeros. Conforme nossos resultados, pode saluido que a execucdo da etapa
de desmineralizacdo dos cefalotérax € respons@arelima taxa de hidrolise mais
elevada durante a extracdo aguitina. Por outro lado, a desproteinizacdo, embor
tenha sido executada em condicbes brandas, tambeétmbai para a ocorréncia de
hidrélise dos grupos acetamida de quitina. Outregléacias dos efeitos dos
tratamentos mencionados foram avaliadas por micpisceletrbnica de varredura,
gue revelou as diferentes caracteristicas morfcédgilas superficies das particulas das
alomorfas de quitina. As amostras de quitina obtidaste trabalho sdo nitidamente
distintas pelos diferentes padrdoes de difracdoadss rX, sendo que a alomoréa
quitina exibe um padrdo mais ordenado, com sinaags nmtensos e mais bem

resolvidos que os exibidos pgéquitina.

As reacOes de desacetilacdo de quitina geraranufoodlesacetilados, em
diferentes extensbes conforme as condicdbes em@egadujas solubilidades
dependem tanto do grau médio de acetilacdo congpadode ordem, ou cristalinidade
das quitosanas obtidas. Quando a desacetilacaoofgp@tea foi executada, aqui

denominada desacetilagdo convencional, foi comkiatpe aa-quitina foi menos
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completamente desacetilada do fjeguitina, entretanto esta Ultima se mostrou mais
susceptivel a despolimerizacdo. Desses resultamiies ger concluido que a estrutura
mais ordenada dequitina é responsavel pela menor acessibilidadeedpécies ativas
de hidréxido de sédio aos grupos acetamida do potimindependentemente da
alomorfa considerada e da temperatura, foi cortkiajae a reacédo atinge um patamar
apos 30 minutos, a partir do qual a reacao prooad lentamente. Por outro lado,
guando processos nao convencionais de desacetitagiio empregados, como aquele
em que quitina é previamente submetida a ciclosités e aquele em que a reacao é
assistida por ultra-som de alta poténcia, ambasoasorfas foram mais eficientemente
desacetiladas. No caso em que os ciclos térmicasfaplicados, € proposto que tal
tratamento destrdi os dominios cristalinos do petonmaumentando a acessibilidade
dos reagentes e, consequientemente, a eficiencidesiacetilacdo. Os efeitos da
irradiacdo de ultra-som também se manifestam fameensobre a eficiéncia da reacao
de desacetilacdo, que atinge o patamar de velacidaustante em nivel mais elevado
e muito mais rapidamente do que qualquer outrogssirde desacetilacéo relatado na
literatura. De fato, a reacdo é dramaticamentece® nesse caso e o0 dominio
cinético do processo é abreviado para tempos memraeue 30 minutos. Assim, o
emprego de irradiacdo de ultra-som possibilitouimiemodo mais simples e rapido, a
obtencdo de quitosanas com caracteristicas senwthas obtidas apos o emprego do
método dos ciclos térmicos. Entretanto, o conjuidodados obtidos neste trabalho
ainda nao permite a formulagcdo de um processo z#doi de desacetilagdo e nem a
proposicdo de um mecanismo de acdo da irradiacaaolttlesom, embora seja

proposto que os principais efeitos decorram do ggsw de cavitagdo. Assim, de
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acordo com a experiéncia e as evidéncias acumuleatds trabalho e em outros nos
quais a irradiacdo de ultra-som foi empregada,opgato que o aumento da area
superficial decorrente da acéo do ultra-som pragieno acesso das especies ativas
de hidroxido de sddio aos sitios reativos do palmeromovendo a ocorréncia da
reacdo em condicbes homogéneas, a exemplo do qoepédsto no caso dos
tratamento térmicos. No entanto, ainda sdo negéessExperimentos adicionais com
0S objetivos de corroborar essa hipétese bem carm aprofunda-la no sentido de

promover uma melhor compreensao dos fendmenos\wetes!
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6 Perspectivas

Os resultados deste trabalho apontam claramente, upo lado a elevada
potencialidade do processo de desacetilacdo dssipbr ultra-som de alta poténcia ser
empregado em larga escala e, por outro lado, ssidegle de se desenvolver estudos basicos
que fundamentem propostas de mecanismos, visanapreender melhor os aspectos
cinéticos e termodinamicos de tal processo. Asssiprcos devem ser direcionados para
ampliar e otimizar o processo, que € inédito, daeima a permitir o seu registro e, portanto
demanda providéncias no sentido de proteger o conbato, a propriedade intelectual e o
eventual invento e aplicacdo industrial decorredéeseu desenvolvimento. Do ponto de vista
cientifico, devem ser desenvolvidos estudos quenipem: i) otimizar os parametros do
tratamento de ultra-som; ii) avaliam situ os efeitos da irradiacdo de ultra-som de alta
poténcia sobre a quitina suspensa em solucdo déxthld de soédio; iii) determinar os
parametros cinéticos da reacdo de desacetilacdstidesspor ultra-som. Essas linhas de
investigacdo devem ser implementadas e explorangsegando as técnicas e meétodos
adequados de analise. Nesse sentido, devem sercatiss as técnicas e métodos que
permitam: i) avaliar a area superficial das palii€we quitina antes e apds o tratamento de
ultra-som; i) estudar os efeitos do tratamentoresobs caracteristicas estruturais e
morfologicas do polimero, incluindo dentre as maigortantes o diametro médio, a
rugosidade e a porosidade das particulas, o gralionte acetilacdo e a distribuicdo de
unidades acetiladas e desacetiladas ao longo dmsasadas quitinas desacetiladas pelo
processo assistido por ultra-som, as massas mote@isis e distribuicdo de massas molares,
e 0 grau de ordenamento dos produtos no estadios@lém disso, € necessario investir
esforcos no sentido de propiciar a execucdo deriex@etos em que 0s parametros da

irradiacdo de ultra-som sejam variados em amplervato, principalmente no que diz
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respeito a amplitude e a frequiéncia da irradiag@otempo de tratamento e ao volume e

densidade das suspensfes de quitina a serem $ratada

Em funcéo do exposto fica claro que o trabalho riedeido nesta tese abre amplas
possibilidades de aprimoramento e para o desemehto de conhecimento novo bem como
de novas tecnologias em que a biomassa é a mpténa; contribuindo dessa maneira para
ampliar as possibilidades de aproveitamento ratidesses recursos naturais, abundantes e

renovaveis.

Em relacdo a area especifica em que se inserelaadedicada aos estudos de
macromoléculas naturais e/ou quimicamente modifisadceste trabalho apresenta novas
perspectivas, especialmente para a producdo desgnéds de maneira mais rapida e simples
em comparacdo com 0S processos atualmente disponikEm disso, a partir do
aprofundamento dos estudos aqui relatados, podepregetado o desenvolvimento de
procedimentos que assegurem maior controle sobrea@xteristicas e propriedades das
quitosanas visando sua aplicacdo em nichos esmes;iiomo a producdo de biomateriais e a

elaboracao de dispositivos para a liberacdo cauteotle farmacos, entre outras.
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