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Resumo

Titulo: Preparagao, modificagio quimica e calorimetria do biopolimero
quitosana

Aluno: Oyrton Azevedo de Castro Monteiro Junior
Orientador: Prof. Dr. Claudio Airoldi

Palavras chave: quitina, quitosana, glutaraldeido, organossilano,
calorimetria.

As quitosanas C e F foram preparadas a partir do biopolimero natural
quitina de casca de camardio. O efeito interativo de Cu®* com a quitina, com as
quitosanas C ¢ F € com a quitosana comercial A, foi estudado via calorimetria. A
guitosana F foi modificada quimicamente com o glutaraldeido e com silanos
organofuncionalizados. Foi investigada a capacidade de adsorgdio de Cu®* ¢ de
imobiliza¢do de quatro diferentes enzimas pela quitina, quitosana F e quitosanas
modificadas.

A energia livre de Gibbs das interages quitina-Cu®* e quitosanas-Cu’”
demonstram que os processos sio favoraveis a interagio polimero-Cu’*. As
-entalpias dessas interagbes sdo exotérmicas, sendo que para as interagoes
. quitosanas-Cu®* sdio bem superiores a interagdio quitina-Cu’*. A entropia da
mteracio quit:ina—Cu2+ demonstra um aumento na desordem do sistema, o
contrario foi observado para as entropias das interagdes quitosanas-Cu’".

A concentragdo do glutaraldeido afeta as propriedades fisicas ¢ quimicas
das quitosanas modificadas com este reagente formador de ligagfes cruzadas,
gerando uma série de produtos QGX (X = 0,0 a 25,0). Estes possuem maior
capacidade em adsorver o Cu®* que a quitosana original, entretanto, menor que a
QG0,0. Conforme aumenta a concentrac@o de glutaraldeido diminui a capacidade
de adsor¢do de Cu™".

Os hibridos obtidos com agentes sililantes apresentam-se no estado de
hidrogel. Depois de secos mostram ser amorfos ¢ msoluveis em solventes
organicos, em meios alcalinos e acidos, Com excecdo do SiGQ1 os hibridos
apresentam superior capacidade de adsor¢dio de Cu’" em relagio & quitosana e
esta capacidade aumenta conforme cresce o tamanho da cadeia orgénica do
organossilano. Entretanto, um comportamento oposto € observado para a
capacidade de imobilizar enzimas, urease, glucose oxidase, catalase € invertase.
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Abstract

Title: Preparation, chemical modification and calorimetry of the biopolymer
chuitosan

Auther: Oyrton Azevedo de Castro Monteiro Junior

Superviser: Prof. Dr. Claudio Airoldi

Keywords: chitin, chitosan, glutaraldehyde, silylating agent, calorimetry.

Chitosans C and F were prepared starting from the natural biopolymer
chitin of shrimp shell. The interactive effects of Cu®* with chitin, chitosans C and
F and commercial chitosan A were followed via calorimetry. Chitosan F was
chemically modified with glutaraldehyde and silylating agents. The capacity of
adsorption of Cu’* and the imobilization of four different enzymes for the chitin,
chitosan F and modified chitosans were verified.

Gibbs free energy of the chitin-Cu®* and chitosans-Cu®* interactions
demonstrates that the processes are favorable. The enthalpies of these
interactions are exothermic and the enthalpic values of chitosans-Cu®*
interactions are greater than those of chitin-Cu®" interaction. The entropy of the
chitin-Cu’* interaction indicates a decrease in the order of the system and the
opposite was observed for the chitosans-Cu®* interactions.

The concentration of glutaraldehyde affects the physical and chemical
properties of the modified chitosans, originating a series of products QGX (X =
0,0 to 25,0). These chitosans had larger capacity in adsorbing Cu®* than the
original chitosan but smaller than that of QGO,0. By increasing of the
glutaraldehyde concentration, a decrease of the capacity of adsorption of Cu®*
was observed.

The hybrids obtained from chitosan and silylating agents were hidrogels.
After drying, a amorphous solid, insoluble in organic solvents and in alkaline
and acid solutions, was obtained. With exception of SiGQI, the other hybrids
presented larger capacity of adsorption of Cu®* in relation to the chitosan. This
capacity increased as the size of the organic chain of the silylating agents
increased. However, an opposite behaviowr is observed for the capacity of
immobilizing enzymes, urease, glucose oxidase, catalase and invertase.
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1. INTRODUCAO
1.1. Quitina e quitosana

A quitina € um polissacarideo natural que se destaca do ponto de vista
quimico, por apresentar um grupo acetoamido, ¢ a sua desacetilagio conduz a
um novo biopolimero denominado quitosana. Ambos os biopolimeros
assemelham-se quimicamente a celulose ¢ possuem caracteristicas fisico-
quimicas bastante peculiares.’

Durante os ultimos trinta anos, estes biopolimeros vem despertando
bastante interesse junto & comunidade cientifica mundial, devido principalmente
ao grande potencial de aplicag@io apresentado por estes materiais em diversas
areas. Este fato ¢ observado tanto para as formas naturais como para os
derivados.’ Entretanto, 0 reconhecimento cientifico nfio se deu imediatamente
apés a descoberta mas s6 veio depois do conhecimento das propriedades
quimicas ¢ fisicas.

A confirmagdo da presenga de glucosamina na estrutura desses
polissacarideos, que possui como caracteristica bdsica um grupo amino no
carbono 2, os tornaram especiais do ponto de vista quimico, fisico e biolégico.>
Outros fatores também contribuiram para que a quitina e quitosana fossem
levadas a terem interesses cientifico e tecnolégico em diversas areas, donde
pode-se destacar por serem: a) muito abundantes na natureza, b) obtidos por
sintese natural; ¢) os principais componentes das cascas de crusticeos, que
geralmente s3o descartados como residuos do processamento industrial, d)
biodegradaveis, ) biocompativeis com os orgéos, tecidos € células de animais e
plantas, f) poucos antigénicos nos tecidos e 6rgiios de animais, g) ndo toxicos em
administra¢éio oral e implante em animais, h) processados em diversas formas
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como flocos, po fino, grdo, membranas, esponjas, algoddes, fibras, fios e géis, 1)
polieletrdlitos, e por agirem como quelantes de metais e por fornecerem solugdes
de viscosidade elevada. Possuem agéo biologica em 6rgéos, tecidos e células dos
animais e plantas, como também, nos solos e nas hidrosferas, podem ainda ser
quimica e enzimaticamente modificados.* Estas e muitos outras caracteristicas
ddo suporte para que ambos os biopolimeros estejam sendo apontados como
materiais, que demostram grande potencial de uso e aplicagdes no século XX1.°

1.1.1. Breve histérico da quitina ¢ quitosana

A quitina foi isolada pela primeira vez em 1811 por Braconnot, quando
trabalhava com fungos. Em seu trabatho conclui que os mesmos continham uma
nova substincia que, em sua opiniio, 0 novo composto era completamente
distinta da encontrada nas madeiras.’

Odier em 1823 isolou uma substincia insolivel contida na
armadura/carapagas dos insetos, a qual passou a chama-la de quitina, que em
grego quer dizer tanica, envelope ou cobertura. Falhou em nfio detectar a
presenga de nitrogénio na quitina ¢ errou ao afirmar que se tratava da mesma
substincia anteriormente encontrada nas plantas. Entretanto, foi o primeiro a
relatar a semelhanga entre as substincias suportes presentes na armadura dos
insetos € nos tecidos dos vegetais. Existem duvidas se ele tinha conhecimento da
substdncia encontrada por Braconnot nos fungos, pois neste e em trabalhos
posteriores, nfio se refere ao autor. Posteriormente, Odier também observou a
presenca de quitina na carapaga de caranguejo e sugeriu que ela seria o material

basico na formacfio do exoesqueleto de todos os insetos e¢ possivelmente dos
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aracnideos. Entretanto, s6 mais tarde, em 1843, Payen detecta a presenca de
nitrogénio na quitina.’

Os pesquisadores da época Odier ¢ Children relatam que, isolaram a
quitina com multiplos tratamentos com solugdes de hidroxido de potassio
concentrado. Isto pode ter sido um problema, porque na realidade eles devem ter
obtido quitosana ao invés de quitina. No entanto, a quitosana foi descrita pela
primeira vez em 1859 por Rouget. Este nome foi proposto em 1894 por Hoppe-
Seyler pelo fato de que esta substéncia possuia quantidade de nitrogénio igual a
quitina original >*

Devido a grande similaridade entre celulose, quitina ¢ quitosana, uma
enorme confusdo estabeleceu-se entre elas e manteve-se até o inicio do século
XX, quando as pesquisas demonstraram definitivamente que tratavam-se de
substincias diferentes. A celulose na época, por ser ja bastante explorada
principalmente nas industrias de papel e téxtil, passou a ser alvo de grande
investimento cientifico e tecnologico. Por outro lado, a quitina ficou restrita a
pesquisa basica com pouco incentivos financeiros.’

| Apesar da quitina ter sido descoberta ha dois séculos, seu estudo e
aplicagdo s6 veio intensificar-se por volta de 1970, quando comegou-se a
perceber o grande potencial de aplicagdio que apresentavam tanto a quitina como
a propria quitosana. >

A quitosana so foi produzida industrialmente pela primeira vez em 1971
no Japdo. Em 1986, este mesmo pais ja possuia quinze indistrias produzindo
quitina e quitosana em escala comercial.” Atualmente estes polissacarideos vem
tomando destaque consideravel nas pesquisas e aplicagdes, sendo até mesmo
considerados um dos materiais de maior potencial para o proximo século. Esta
afirma¢do vem sendo tomada com base na grande versatilidade de aplicagdes
encontradas para estes biopolimeros e muitos derivados.” O Jap#o e os EUA sio



os paises que vem se destacando como os maiores produtores, consumidores e
pesquisadores destes polissacarideos e derivados,””* Para exemplificar, em 1993
0 Japio e EUA publicaram 214 e 84 entre patentes e publicacdes,
respectivamente, de acordo com “Chemical Abstract Citations”, portanto, nesta
¢poca, juntos publicaram mais da metade do total no mundo, que foram 501
publicagdes.” O Brasil aparece em 24* posig#o, com 2 publicagdes e nenhuma
patente.

De 1993 para c4, esta situag3o ndo tem mudado tanto, o Japdo continua a
frente das pesquisas vindo em seguida novamente os Estados Unidos. Outros
paises, passaram a interessar-se mais por esta area, entre eles encontram-se a
China, Italia, Brasil e muitos outros, conforme “Institute for Scientific
Information Citation Databases”.

Awalmente o Japdo elege a quitosana como o material do século XXI,
investindo anualmente gigantesca quantidade de recursos financeiros nos
desenvolvimentos cientifico e tecnolégico associados a quitina e quitosana.’

Acredita-se que no futuro bem proximo muitos materiais atalmente em
uso vio perder seu lugar para estes biopolimeros. Isto fica bem claro quando a
quitina, quitosana e derivados s@o testados na substituigdo de alguns materiais, e

¢ incrivel que quase sempre, mostram certas vantagens.
1.1.2. Fontes de quitina e quitosana
Quitina ¢ quitosana sdo biosintetizados e biodegradados na biosfera

terrestre, com estimativa anual de 100 bilhdes de toneladas por ano, bem

distribuidos na natureza sem haver um excesso de actimulo.?
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A quitina ¢ um dos materiais orgénicos mais abundante na natureza,
perdendo apenas para a celulose. Por outro lado, a quitosana nio € muito
encontrada como material natural em si, quando comparada a quitina e 2
celulose, ocorrendo muito dispersamente em alguns microrganismos.! Por isso,
devido 4 baixa ocorréncia natural, a quitosana ¢ normalmente obtida por
desacetilagio da quitina natural. Contudo, a quitosana assim obtida ainda ¢
considerada como um biopolimero natural.’

A quitina € largamente distribuida na natureza, sendo o maior componente
estrutural do exoesqueleto dos invertebrados marinhos , cuja quantidade relativa
varia de 30 a 60% nos crustaceos (cuja quantidade relativa varia de 30 a 60% nos
crustaceos) e da cuticula dos insetos, como também ¢é encontrada na parede
celular de alguns fungos e leveduras.®'°

A quitina funciona como um componente fibroso na estrutura do
exoesqueleto, cuticula e parede celular dos organismos nos quais ocorre. Desta
maneira, ela ¢ quase sempre encontrada associada as proteinas, formando oligo-
proteinas que funcionam como matrizes que interagem com outros constituintes,
como os taninos fendlicos na cuticula dos insetos e os minerais no exoesqueleto
dos crustaceos.*!!

Embora esteja bastante difundida na natureza, no momento a fonte
economicamente mais viavel para obteng@o da quitina, e consequentemente da
quitosana, tem sido os refugos industriais do processamento de crustaceos,
destacando-se entre eles, j4 em larga escala, os caranguejos, camardes e
lagostas.'>**

Nos ultimos anos, devido ao aumento acelerado no interesse cientifico e
principalmente industrial em quitina e quitosana, outras fontes destes materiais
foram avaliadas como, por exemplo, extragdo de quitina do fungo utilizado na
produgdo de acido citrico.”” Os investigadores acreditam que no futuro os
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microrganismos serdo uma das principais fontes de quitina e quitosana.!’>'®
Entretanto, estas e outras novas fontes testadas ainda ndo t¥¥m demonstrado
viabilidade econdmica, devido ao alto custo, além de problemas técnicos e
cientificos, encarecendo o produto final. Contudo, as fontes naturais no momento
sdo basicamente os residuos de crustaceos, que ainda mostram suficiéncia no
suprimento da demanda mundial. Entretanto, para evitar problemas futuros, até
mesmo de ordem bioecologica, cada vez mais crescem as investigagdes em
busca de novas fontes ¢ tecnologias adequadas para obtengdio de quitina e de
quitosana, '

O Brasil produz grande quantidade de residuos de crustdceos que sio
quase completamente desperdigados.” Alguns estudos demonstram que existem
boa quantidade de quitina no cefalotérax de camariio-rosa (P. brasiliensis e P.
paulensis)*'*, no caranguejo ucé (Ucides cordatus) e na lagosta (Panulirus
argus)”, sendo encontrado em torno de 14% de quitina em base Umida,
demonstrando portanto, a grande potencialidade do Brasil em produzir quitina e
quitosana em larga escala. Duas empresas brasileiras: Polimar Industria
Comercio Importagdo ¢ Exportagdio LTDA, situada em Fortaleza-CE e Kito
Quimica Fina LTDA localizada Palhoga-SC tém se destacado na produgdo e
comercializagdo destes biopolimeros, ambas também estéio vinculadas a pesquisa
basica destes materiais.

1.1.3. Aspectos fisicos ¢ quimicos da quitina e quitosana

A quitina € um biopolimero de cadeia linear formado por unidades de N-
acetil-2-amino-2-dioxi-D-glicopiranose, unidades interligadas por liga¢des

glicosidicas (1—»>4) glucosamina, formando um polissacarideo cristalino
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representado pela formula geral [CsH305N],. Normalmente ¢ denominado
polif3(1—>4)-N-acetil-D-glucosamina] ou N-acetilglucosamina’ Sua massa
molecular ¢ estimada de 1 a 2 x 10° daltons. A estrutura quimica da quitina &
muito semelhante a da celulose. A principal diferenca entre elas se encontra no
tipo de grupamento situado na posicdo axial no carbono 2 do anel de piranose.
No carbono 2 da celulose encontra-se uma hidroxila, enquanto na quitina tem-se
um grupamento mais volumoso que ¢ uma acetamida (-NHCOCH;), esta

diferenca pode ser methor visualizada na Figura 1.

‘a) ) €} )
OH OH
0
O
HO = o
NHa

Figura 1. Estrutura monomérica dos biopolimeros: &) celulose, b) quitinae ¢)

quitosana.

A quitina ¢ conhecida em trés formas estruturais cristalinas diferentes, o-,
3- e v, mostradas na Figura 2. Destas as o- ¢ B-quitinas, sdo as mais conhecidas,
sendo a o-quitina a mais comum e por isso também ¢ a mais estudada.?* A
estrutura da y-quitina € muito pouco conhecida devido & rara ocorréncia ¢

formacdo natural.
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A quitina ¢ biodegradavel, ndo-téxica, insoliivel em agua e em muitos
solventes orgnicos. E despolimerizada na presenca de 4cidos minerais fortes,
sendo parcialmente solivel em solugdo de dimetilacetamida com 5% cloreto de
litio (DMA¢-LiCl ).

Figura 2. Representacdo do arranjo das cadeias poliméricas das

trés quitinas conhecidas: a) o, b)B e ¢)y.

A quitosana poli[f-(1—>4)-2-amino-2-dioxi-D-glicopiranose] é um
biopolimero obtido normalmente pela desacetilagde quimica da quitina, sendo
representada pela férmula geral [C¢H,O4N],. E normalmente denominada de
poli-B-(1—4)-D-glucosamina ou N-glucosamina, portanto, assemelha-se
quimicamente ao biopolimero original quitina. A quitosana possui no carbono 2
uma amina priméria (-NH,),” como mostra a Figura 1. Esta diferenca faz com
que a quitosana tenha certas caracteristicas quimicas e fisicas diferentes da
quitina ¢ da celulose, que na maioria dos casos sdo consideradas bem mais
interessantes como, por exemplo, o fato de ser um polieletrolito, possuir melhor
solubilidade, reatividade, etc.*

A quitosana € soluve] em muitos acidos orgénicos diluidos mas é insolavel

At - s . . . 7
em solventes organicos e em solugdes 4cidas cujo pH seja acima de 6,5."%2%%
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O grupo amino presente na quitosana possui um pKa em torno de 6,2 a
7.0, 0 que a torna um polieletrélito quando dissolvida em meios cujo pH seja
mais baixo.?

A quitina e a quitosana sdo uns dos poucos polieletrélitos catibnicos
naturais. Diferente dos outros polissacarideos ﬁaturais, que se apresentam
neutros ou negativamente catregados. A quitosana dispde de grupos amino que
reagem com certa facilidade, o que permite a obtengdo de muitos compostos
derivados .

A quitina, a quitosana e seus derivados sdo considerados polimeros
heterogéneos, porque possuem na cadeia polimérica tanto monémeros acetilados
quanto desacetilados, conforme mostra a Figura 3, isto porque, as formas
totalmente acetiladas ou desacetiladas, respectivamente, n#o ocorrem
normalmente na natureza e sdo de dificil preparagao em laboratorio.>**

NHCOCH,
o o
. 0
NH, R
Figura 3. Representagdo da heterogeneidade da cadeia polimérica dos polimeros:
quitina (NHCOCH3), quitosana (NH;) e forma modificada R).

A andlise elementar da quitina mostra a presenca de moléculas de agua
incorporadas ao polimero.****Alguns pesquisadores estimam que a quitina é
constituida de 82,5% de unidades acetiladas, 12,5% de unidades desacetiladas e
5% de agua*

experimental de amostras de quitina e quitosana proveniente de lulas.

A Tabela 1 mostra a composigio quimica calculada e



Tabela 1. Composi¢do quimica (%) experimental e calculado de quitina e
quitosana proveniente de lulas.>*

Amostra C H N COCH; N/C Monbmero
N-acetilglucosamina 47,30 6,40 6,90 21,2 0,146 203
(CeH13OsN), =1

N-glucosamina 4470 6,80 8,70 0,0 0,195 161
(CeH))OaN), =TI

82,5%I1+125%11+ 4460 6,50 6,80 17,5 0,153 198
5% H,O

Quitina 42,50 6388 650 163 0,153 181
77.0%1+13, 7%+ 42,66° 650" 625

9,3% H,0

Quitosana A 4370 6,80 715 124 0,164 177
585%1+357%0+ 41517 654 1751

5,8% H,0

Quitosana B 4330 6388 740 91 0,171 . 170
43,0%1+509% I+ 4231" 6,55 787

6,1% H,0

Quitosana C 41,30 7,12 725 63 0,178 158
29,7%1+59,7% 1+ 4045 5,88 741

10,6% H,0

"Dados experimentais
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De um modo prético, a quitina e a quitosana podem ser distintos pelo
critério de solubilidade em solugdo aquosa de 4cido diluido. Quando o polimero
possui alto teor de grupos N-acetil (= 40%) distribuidos na cadeia polimérica, ele
¢ normalmente insoldvel, sendo denominado de quitina. Quando os mesmos
grupos sdo menores que 40%, este polissacarideo passa a ser soltivel em solugdo
aquosa de 4cido diluido, ¢ entdo denominado de quitosana.®

A dissolugdo da quitosana em solu¢do aquosa de acido diluido ndo se deve
apenas ao rompimento das ligagBes intermoleculares envolvendo os grupos N-
acetil presentes na quitina, mas também, as propriedades hidrofilicas das
unidades de glucosamina (Glc-NH,), que em pH abaixo de 6 s3o protonadas

levando a um equilibrio, conforme mostra a Equagdo 1.

Gle-NH; + HA <, Gle-NH;" + A” 1)

A solubilidade de quitosana em solugdo aquosa de acido diluido esta
relacionada principalmente com o grau de N-acetilagio (GA) ou N-desacetilacdo
(GD) deste biopolimero.

Portanto, a solubilidade da quitosana pode ser associada a varios fatores:
quantidade de grupos N-acetil (NCOCH3) e de grupos amina (NH,), distribuigdo

destes grupos na extensdo da cadeia polimérica, pH e forga i6nica da solugdo.”®
1.1.4. Sintese de quitina e quitosana

Diversos trabalhos publicados descrevem o processo de obtengdo de

quitina e quitosana a partir de residuos de crustaceos. Recentemente, No e
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i_\Aeyer-[s;f;f-_"ii';i:evisaram muito bem diversos métodos de preparagdo destes
biopolimeros. De um modo geral, o processo envolve trés etapas basicas:
desproteinizagdo, desmineralizagdo e desacetilagio. Esta ultima se limita a
obtencdo da quitosana, conforme o tluxograma simplificado mostrado na

Figura 4.

RESIDUG DE ‘JSTACB{}%

Y

TRITURACAC DOS RESIDUOS ¢

¥

|
! DESPROTRINIZACADY  €—  NaOH

LAVAGEM

4

i mm&uzf\c&d 4— HCl

v

LAVAGIM 3 STCAGTEM

DESACETILACAO 4— NaOH

LAVAGEM E SBCA.@!

=2

Figura 4. Fluxograma simpliticado da sintese de quitina e quitosana
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Durante a etapa de desproteinizagfio, o residuo € tratado com solugéio de
hidréxido de sédio diluida (1-10%) sob temperaura elevada (65-100 °C). % Em
alguns casos esta proteina extraida pode ser aproveitada como, por exemplo, em
ragdes para animais. >~

A etapa de desmineralizagio como objetivo principal dissolver e
extrair o carbonato de cilcio ¢-para isso utiliza-se uma solugio de acido
cloridrico diluida (<10%) & tefaperatura ambiente.>®

A ctapa de desacetiihc;ﬁo visa converter a quitina ji processada em
quitosana, a qual consiste no tratamento da quitina com solugéo de hidroxido de
sodio ou potassio concentrado (40-50%) em temperatura elevada (100 -110%),
para remover os grupos acetil presentes na quitina.>®

Devido as diferencas fisicas e quimicas entre as diversas espécies de
crustaceos, que ddo origem aos residuos, estas operagdes s3o ajustadas conforme
a proveniéncia da matéria-prima pois, tanto as altas concentragdes ¢ temperatura
das solugdes, como também longos periodos de tratamento, podem acarretar

danos d quitina e a qllitOSana_?’12J9,38,39

1.1.5. Qualidade da quitina e quitosana

Comercialmente a quitina ¢ a quitosna sfo encontradas no mercado
mundial sob a forma de flocos, pés, grios, fibras, placas e filmes.” Entretanto,
nfo existe ainda um padréo internacional dos pardmetros fisicos ¢ quimicos para
estes biopolimeros. Estes parimetros variam conforme a matéria prima,
processamento € area de aplicagdo. No entanto, a obteng#o de quitina e quitosana
de boa qualidade depende principalmente das condi¢Ses da matéria-prima e de

um adequado processamento.””'?
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As carapagas de crustaceos, que atualmente ainda sdo as principais fontes
de quitina, constituem-se principalmente de proteina, carbonato de calcio e
quiting "1*14#"2363 Egtes componentes costumam variar de acordo com a
espécie do crustaceo e da época do ano de captura, fazendo com que o método de
obtengéio da quitina e quitosana sofra um certo ajuste a cada tipo de matéria
prima. *

Além do bom conhecimento das condi¢tes do estado inicial da matéria-
prima, o correto controle do processamento ¢ também de extrema importincia
para a obtengio de uma quitina e quitosana de boa qualidade. Por exemplo, sabe-
se que as altas concentragdes como também as altas temperaturas podem
acarretar danos itrepardveis a qualidade destes biopolimeros, como grau de
desacetilagdo, despolimerizagdo, massa molecular, viscosidade, conformagéo
optica, etc, 10323638

As etapas de desmineralizagdo e desacetilagio sdo normalmente
consideradas as mais importante na obtengdo da quitina e da quitosana,
mostradas na Figura 4. A elas devem ser dadas as condi¢des e cuidados
adequados para a manutengdo da qualidade do produto final'>*® As maiores
dificuldades na obtengéo de quitina e quitosana de qualidade, encontram-se no
encarecimento destes biopolimeros ¢ na dificuldade em produzir estes
biopolimeros uniformemente em larga escala de produc;ﬁo.s

A quitina ¢ a quitosana podem ser caracterizadas por diversos pardmetros
fisicos ¢ quimicos como: grau de desacetilagio, solubilidade, teor de cinzas, pH,
viscosidade, turbidez, massa molecular, transigdio vitrea, etc.’> A importancia
destes pardmetros varia de acordo com a drea de aplicagdo do biopolimero.” Na
Tabela 2 pode ser visto a importdncia de alguns destes pardmetros associados

Com sua respectiva area de uso.



Tabela 2. Pardmetros propostos para a padronizagio de quitina e quitosana
em algumas éreas de aplicag#o.’

Parametros Area

Médica Cosmético Comercial Industrial
Fonte X X X X
Aparéncia (cor) X X X X
Viscosidade X X X X
Tamanho das particulas X X X X
Grau de desacetilagfo X X X X
Solubilidade X X X X
Misturas X X X X
Cinzas X X X
Metais pesados X X
Microrganismos X X
Proteinas X
Pirogéneos X

1.1.6. Grau de desacetilaciio da quitina e quitosana

O grau de desacetilagho (GD) é considerado normalmente como um dos
principais parimetros na caracterizagio de quitina ¢ de quitosana. Ele relata de
forma direta ou indireta a quantidade de grupos NH, na quitosana. Inameros
meétodos ja foram propostos na literatura para determinagio do GD tais como
espectroscopia de infravermelho,* ™ de ultravioleta, *>** de RMN *-*! analises
térmicas®’ e HPLC****, Entretanto, existe uma certa discrepancia entre os valores
encontrados por estes diferentes métodos,*’ de forma que, até hoje ainda se

aperfeigoa ou busca-se métodos mais adequados para melhor determinagsio. Em
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grande parte dos trabalhos publicados, 0 GD é determinado pela técnica de
espectroscopia na regido do infravemelho, 624555 cujos dados sdo ajustados
em equacdes relacionadas normalmente as bandas associadas aos grupos N-acetil
¢ hidroxila presentes na quitina. Como exemplo, abaixo encontram-se as
Equagdes 2 e 3*** desenvolvidas por diferente autores:

GD =[1- (Asess/ Azaso) 1/1,33]1100  (2)

GD=97,67 — [26,486 (Aigss/Auso)l  (3)

Em ambas as equagdes sdo utilizados os valores de absorbincias das
bandas em 1655 e 3450 cm™, que sdo associadas & carbonila (C=0) dos grupos
N-acetil e hidroxila (OH), respectivamente. A primeira banda varia conforme o
grau de desacetilagdo da quitina, diminuindo da quitina para a quitosana ¢ a
segunda esta presente tanto no espectro da quitina quanto no da quitosana, €
portanto, ndo sofre variacio.

L.1.7. Modifica¢io quimica e aplicagdo da quitina e quitosana
Um avango importante ¢ decisivo na quimica e tecnologia de quitina €

quitosana estd também relacionado 4 modificagio quimica destes polimeros,

cujas pesquisas neste sentido vem intensificando-se rapidamente a cada dia.®
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A presenga do grupo acetamino na quitina e amino na quitosana as tornam
mats interessantes do ponto de vista reativo do que a celulose, que amplia as
possibilidades de modificar quimicamente estes biopolimeros.® Na quitina o
grupo amino encontra-se acetilado (NCOCH3), enquanto na quitosana o grupo
amino encontra-se livie (NH,), e esta é a grande vantagem da quitosana com
relagdo aos outros biopolimeros, que a torna um polieletrélito catiénico que
forma sais na presenca de acidos, fazendo com que a quitosana seja mais reativa
e solivel.**** Qutros caminhos s3o utilizados para modificar quimicamente a
quitina e quitosana como, por exemplo, reagdes com o grupo hidroxila, caminho
este normalmente utilizado para modificar a celulose.® As Figuras 5 ¢ 6 mostram
resumidamente algumas rotas mais utilizadas para modificacgo quimica de
quitina e quitosana, respectivamente.

Por apresentarem biocompatibilidade, biodegradagdo, ndo toxidez,
biomassa renovadvel, ndo poluente e também descoberta de sua grande
potencialidade de aplicagdo em diversas 4reas, a quitina e quitosana vém sendo
alvo de grande interesse por parte dos pesquisadores. Entretanto, ha pouco tempo
atras, a quitina e seu principal derivado, a quitosana, ja foram considerados de
pouco valor, até que se descobrissem algumas de suas relevantes propriedades.

Embora as pesquisas ¢ a aplicagdes da quitina € da quitosana sejam ainda
inferiores &s da celulose, estes biopolimeros vém despertando bastante atengdo
por parte dos estudiosos, ndo apenas no campo da quimica, biologia e
bioquimica, onde a principio se concentravam a maioria dos estudos, mas
também em diversas areas como, por exemplo, farmacia, medicina, agréria,
alimento, biotecnologia, etc. 19.8
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Figura 5. Representacao geral dos derivados de quitina mais conhecidos
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Além da pesquisa basica, muito esforco tem sido feito para encontrar
novas aplicagGes para estes biopolimeros e suas formas modificadas, visto que
s8o considerados materiais de grande potencial de aplicagdo, superando a
celulose em muitos aspectos como, por exemplo, ser um amino polissacarideo.>

Os pesquisadores atualmente envolvidos com estas substincias
principalmente os quimicos, reconhecem o fato de que a principal diregiio do
estudo ¢ progresso da quitina ¢ quitosana encontra-s¢ na modificacio quimica
destes biopolimeros. Isto tem sido normalmente o caminho da solugéo de alguns
problemas mais complexos, ampliando mais ainda o espectro de atuagfio destes

materiais.’
1.2. Agentes sililantes organofuncionalizantes

Nas duas ultimas décadas o processo sol-gel tem sido visto como uma
interessante rota na obtengdo de novos materiais hibridos de natureza bastante
diversificada.®*** Estes materiais tém despertado bastante interesse por parte de
areas bastante exigentes: sintese bioorgénica, medicina, biotecnologia e muitas
outras relacionadas ao meio tecnoldgico. Estes compostos oferecem vantagens
na elaboragdo de materiais Opticos, sensores, suportes cataliticos, lamelares e
especialmente polimeros. Uma das caracteristicas bastante interessante destes
hibridos € a capacidade de se introduzir, reter e manter atividade de materiais
biologicamente sensitivos, especialmente proteinas e células, no interior de sua
rigida estrutura fisico quimica. Outra caracteristica bastante interessante é a
flexibilidade de formas com que estes materiais hibridos podem ser preparados:
monolitos, filmes finos, po ¢ fibras.

Diversos precursores foram explorados na geragio de materiais que

envolvem o processo sol-gel,**®' entre muitos deles encontram-se os agentes
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sililantes organofuncionalizados de férmula geral (CH;0);Si-R-NH,, ** como
mostra a Figura 7. Caracterizam-se por possuirem dois grupos funcionais
reativos: grupo amina (-NH,) ¢ grupo metoxil (-OCHj;), ambos localizados nas
extremidades da cadeia, um oposto ao outro. O grupo metoxil € bastante
hidrolizdvel na presenga de 4gua e pode sofrer policondensaggo pelo processo
sol-gel gerando um polimero com estrutura inorganico -SiOSi-, que forma a
espinha dorsal dos polissiloxanos. Estes agentes sililantes sdo bastante
explorados na industria principalmente em reforo de polimeros.® como
também, na modificagio de matrizes orgénicas e inorganicas.® sintese de novos
compostos, %57
no processo sol-gel em um novo método de imobilizagio da enzima o-amilase,*
n3o havendo portanto, interagfio da quitosana na formacédo do novo composto.

etc. Recentemente, a quitosana foi utilizada como um dispersante

a) H
£0_
HgO;SP'(CHz)s- NH2
H300
b)
\ .
f-!?O';S"(C|'iz)3""NH--(CHZ,)Z-NH2
H300
¢)

f}_!lpC%;SHCHz)s'NH-(CHz);NH-(CHz);NHZ
3

Figura 7. Estrutura dos organossilanos de férmula geral (CH;0):Si-R-NH;:
a) 3-(trimetoxisilil)propilamina - TMA,
b) N-[3-(trimetoxisilil)propilJetilenodiamina -TMD e
¢) N-[3-(trimetoxisilil)propil]etilenotriamina - TMT.
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1.3. Glutaraldeido

O Glutaraldeido, mostrado na Figura 8, ¢ uma molécula bifuncional que
interage muito fortemente com compostos que possuem grupos amino na sua
estrutura ¢ com menor intensidade com o gmpo tiol. Inicialmente, o
glutaraldeido foi muito utilizado como fixador na histoquimica e na microscopia
cletrdnica. S6 depois ele foi utilizado como reagente bifuncional no estudo
estrutural de proteinas simples e macromoléculas agregantes.*

O H
\ ~
. /C——CHECHZ—CHEC\O

Figura 8. Estrutural molecular do glutaraldeido

1.3.1. Mecanismo de re¢do do glutaraldeido com grupos NH,

O glutaraldeido normalmente age como um agente formador de ligacoes
cruzadas (crosslinking). A interagio ocorre entre os grupos aldeidos do
glutaraideido e os grupos aminas livres dos compestos.”” No entanto, o
mecanismo de formagdio desta interagdio e as estruturas dos compostos obtidos
ndo estdo ainda bem definidos. Normalmente, afirma-se que nesta interac3o ha
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formagdo de uma base de Schiff. Entretanto, tem-se questionado esta afirmativa
quando em estudos que envolvem a interagio de glutaraldeido comercial (diluido
em agua) e proteinas. Acredita-se que nesta interacsio seja muito provavel que
haja envolvimento de formag#o de duplas ligacdes etilénicas conjugadas. Este
fato ganha muito apoio pela estabilidade desta interacéio, irreversivel ¢ bastante
resistente a variagdes de pH e temperatura, o que normalmente nlo é observado
para interagdes que envolvem simplesmente uma base de Schiff, 7"

1.3.2, Estrutura formada na interaciio do glutaraldeido com grupos amino

Além do mecanismo de reagdo, a estrutura formada desta interag&o
também ¢ motivo de grandes questionamentos, geralmente ndo é estudada nem
téo pouco apresentado nos trabathos publicados, os quais fundamentam-se neste
tipo de interagdo. Nos poucos trabalhos onde os autores arriscam-se em
comentar, normalmente, sugerem trés esu'unuas a) ha formacio de apenas uma
base de Schiff com um dos grupos aldeidicos do glutaraldeido, o outro grupo
aldeido permanece livre e ¢ habitualmente utilizado para uma reagdio reag#o
subsequente,”’* b) Os dois grupos aldeido de uma umica molécula de
glutaraldeido reagem com duas aminas formando uma ligagdo cruzada.” e c) a
ligagdo cruzada (crosslinking) € formada por mais de uma molécula de
glutaraldeido.’s”

A interacdo do glutaraldeido com o grupo amina livre tem sido muito
explorada em diversas circunsténcias, destacando-se entre elas a imobilizacdo de
enzimas, >’ sendo nesta utilizada uma gama muito grande de diferentes enzimas
€ suportes, como por exemplo: vidro nfo poroso-urease,**® vidro poroso-

urease,*? —tripsina,** composito 6xido de celulose titinio-D-glucose oxidase, —
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urease, —L-amino oxidase,84 compdsito acetato titdnio iso-propéxido—uricase, —
invertase,® outras espécies de titanio modificado,’ poliuretano-urease,* nailon—
invertase,”’ géis hidrofilico,®® gelatina—urease®.

1.3.3. Modificacfio da quitina e quitosana com glutaraldeido

Os estudiosos dos biopolimeros quitina € quitosana como também de seus
derivados t€m utilizado o glutaraldeido para diversas situa¢des. Comumente, os
compostos obtidos da interagdo destes biopolimeros com o glutaraldeido sdo
testados quanto & capacidade de adsorver cations metilicos e proteinas. Isto
porque os biopolimeros quitina e quitosana em sua forma natural j4 apresentam
boa capacidade em adsorver estas referidas espécies.”'*”*% O mesmo fato ¢
observado para outras diferentes matrizes modificadas com o glutaraldeido.

Recentemente, o interesse em modificar a quitina e quitosana com
glutaraldeido aumentou bastante. Os polimeros obtidos s#io avaliados em

diversas aplicacdes, destacando-se entre elas, a adsorsdo de uma variabilidade de

75,9699 160-103

ions metalicos ¢ principalmente enzimas: urease, B-glucosidase, a-
amilase, pectinase,’™ fosfalipase,'” glucoamilase, ' tactase,'"” o~chimotrypsina,
fosfatase™ e glucose isomerase.'® Apesar de que nestes trabalhos quase sempre
obtém-se resultados satisfatérios, normatmente, ndo discutem o mecanismo de
interagdio dos biopolimeros quitina e quitosana com o glutaraldeido, como
também o mecanismo de adsorsdo de ions metilicos e de enzimas com estes
biopolimeros modificados com glutaraldeido. O problema encontra-se na
complexidade de eventos que estas intera¢Bes estdo envolvidas. Portanto, sdo

poucos os pesquisadores que se aventuram em estudar e discutir este problema.
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Muzzarelli e colaboradores™ nio estudando a interagdo do glutaraldeido
com a quitosana propriamente dita, mas investigando a capacidade da quitosana
ativada com glutaraldeido em imobilizar certas enzimas, observaram que ndo se
tratava de uma interagdio tio simples como era suposto por outros pesquisadores.
Concluiram que a interagéo do glutaraldeido com a quitina ou quitosana levava a
um alto grau de formagio de ligagbes cruzadas (crosslinking), cuja extensdo
deveria ser de dificil determinagdo. Portato, sugerem que os polimeros
resultantes da interacio do glutaraldeido com a quitina e quitosana sejam
cuidadosamente estudados.

Masri e colaboradores® sugerem que este polimero obtido da interagdo da
quitna com o glutaraldeido tem carater anfotero, dependendo de certas
condi¢des, pode possuir cargas positivas ou negativas. Conclui que este especial
comportamento € o principal responsével pelo bom desempenho em adsorver
muitos dos cations metalicos, anions complexos e ions hidrogénio.

Koyama e Taniguchi’’ relacionam a capacidade do polimero em adsorver
ions metalicos aos grupos aldeidos remanescentes da interagio do glutaraldeido
com a quitina ou com a quitosana.

Agarwa e Grupta'® afirmam que a adsorgdo de enzimas e outros
compostos devem-se as condigdes eletrostéticas e hidrofobicas do polimero.

" estudando a formagio de gel da interagdio da
quitosana com o glutaraldeido, concluiram que a gelatinizagio aumenta com o
aumento na concentragdo de quitosana e glutaraldeido, assim como o aumento de

temperatura. Entretanto, a gelatinizagsio diminui com o aumento na concentragio
de acido acético.

Robersts e Taylor,

Draget pesquisando a viscosidade de géis obtidos durante a interagiio
covalente do glutaraldeido com quitosanas de diferentes grau de desacetilagdo,

observou surpreendentemente que, conforme aumenta o graus de desacetilagio
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da quitosana, diminui a viscosidade do gel formado. Sugere entdo, que as
interagdes hidrofobicas sdo envolvidas na estabilizagio de géis formados por
quitosanas que possuem baixo gran de desacetilaggo.”’

Como se pode perceber, devido ao pouco tempo de estudo, pouco se
conhece a respeito do mecanismo de interagdo entre os biopolimeros quitina e
quitosana com o glutaraldeido, assim como a esturura formada. Entretanto, sabe-
s¢ que uma das principais vantagens mostradas por estes novos polimeros,
encontra-se na aumento da hidrofobicidade ””1%

Alguns estudos da interagio do glutaraldeido com outros materiais relatam
algumas propriedades fisicas e quimicas dos novos materiais como a eficdcia na
adsorsdo de ions metdlicos,”” resisténcia ao esmago ¢ solubilidade,”
imobilizagdo de enzima e area interna,” gelatinizagdio e coloracio.”®

1.3.4. Afinidade do glutaraldeido com quitosana e organossilanes

Vimos durante o desenvolver desta introdugdo que tanto a quitosana com
0s organossilanos possuem na sua estrutura o grupo amino livre que os tornam
bastante reativos na presenga do glutaraldeido, formando ligagdes covalentes
bastante estaveis. Aproveitando este fato, neste trabalho realizou-se uma série de
modificagdes quimicas da quitosana gerando novos polimeros, os quais foram

avaliados quanto a capacidade de adsorver ion cobre e de imobilizar enzimas.



2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivos principais:

- Preparar duas quitosanas distintas a partir do biopolimero natural
quitina.

- Estudar o comportamento calorimétrico da interagdo do ion cobre com

a quitina, com as quitosanas preparadas e com a quitosana comercial.

- Modificar quimicamente a quitosana com o glutaraldeido, e entender
melhor 0 mecanismo de reagfio e a estrutura formada.

- obter os hibridos quitosana-organossilanos a partir da quitosana e
silanos organofuncionalizados interligados pelo glutaraldeido.

- Verificar a capacidade de adsor¢do do ion cobre e de imobiliza¢do de
algumas enzimas na quitosana ¢ quitosanas modificadas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Materiais e métodos

3.1.1 Substiincias e reagentes

- Quitina de casca de camardo (Fine Chemical Kito, Pathoga-SC-Brasil).
- Quitosana A (Aldrich)

- Glutaraldeido solugdo em agua 50% (Aldrich).

- Acido acético glacial (Ecibra).

- Acido cloridrico (Nuclear).

- Boroidreto de sédio (Aldrich).

- EDTA (Nuclear).

- Nitrato de cobre (Vetec).

- 3-(trimetoxisilil)propilamina - TMA (Aldrich).

- N-[3-(trimetoxisilil)propil]etilenodiamina — TMD (Aldrich).
- N-[3-(trimetoxisilil)propiljetilenotriamina - TMT (Aldrich).
- Urease de feijdo 1,59 U/mg (Fluka).

- Glucose oxidase de Aspergillus niger 23,8 U/mg (Fluka)

- Catalase bovina 47470 U/mg (Fluka)

- Invertase de levedura (S. cerewisiae) 104,6 U/mg (Fluka).
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3.1.2. Técnicas instrumentais

As andlises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
realizadas em um instrumento da Perkin Elmer modelo PE 2400.

Os difratogramas de raios-X foram obtidos com fonte de Cu-Ko em 26 =
3- 50° num difratdmetro Shimadzu modelo XD3A.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos usando pastilha de
KBr com 1% de amostra em 20 varreduras com resolucgo de 4 ¢m™ em um
espectrémetro Bomem modelo MB.

Os espectros de RMN C e *Si foram obtidos em um espectrémetro
AC300/p Bruker com 4ngulo magico, operando em CP/MAS em 75,47 MHz,
pulso de 3 s e tempo de contato de 3 ms para BCeem 59,63 MHz, pulso de 3 s
e tempo de contato de 5 ms para 2°Si .

A microscopia eletrénica foi realizada por detecgdo de elétrons
secundarios no microscopio Jeol JSTM-300, usando analise EDS.

Os espectros de Raman foram obtidos em pastilhas com um espectrémetro
Bomem DAS-FT na regido de 0 — 3000 cm™ com 1000 varreduras, 10 cm/s, e
resolugdo 4 cm™.

Os espectros na regido do UV-VISIVEL, para a determinagfio de enzima
total foram obtidos em um espectrofotdmetro Beckman DU 640, com leitura
feita em 735 nm.



As medidas calorimétricas foram obtidas em um microcalorimetro de

preciséo Thermometric 2277 (Thermal Activity Monitor), utilisando a técnica de
titulagéio calorimétrica.

3.2. Sintese das quitosanas

As quitosanas C ¢ F foram sintetizadas pelo processo de desacetilagio
quimica alcalina de quitina. Neste processo a quitina foi desacetilada em solugéio
alcalina de NaOH 50% sob temperatura de 110°C durante 1 h. A quitosana foi
filtrada e lavada por varias vezes com agua bidestilada até¢ pH neutro ¢ por fim
foi seca a vacuo 4 temperatura ambiente.

A quitosana F difere da quitosana C por ter sido obtida através de duas
desacetilagSes seguidas na quitina, enquanto que a quitosana C foi obtida por
apenas um processo de desacetilagfio. A quitina e as quitosanas A, C e F foram
trituradas em moinho de facas e passadas em pencira de 80 mesh.

3.3. Determinaciio do grau de desacetilaciio das quitosanas

O grau de desacetilagdo ou entdio percentual de grupos amino livres NH,
presentes nas quitosanas foi determinado pelo método de Sabins e Bloch.”® O
metodo ¢ fundamentado na relagdo entre o valor da absorbancia em tomno da
regido de 1655 cm™, que é associada a carbonila presente apenas na unidade
basica da quitina e o valor absorbéncia da banda em torno de 3450 cm™! atribuido
a0 grupo hidoxila, que esti presente tanto na unidade polimérica da quitina,
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como da quitosana. O grau de desacetilagdo das quitosanas foram obtidos
aplicando-se a Equacéo 3.

GD=97,67 - [26,486 (Asgss/Ass0)]  (3)

3.4. Estudo calorimétrico da interacfio do jon cobre com os biopolimeros

O efeito térmico da interagdo do ion cobre com os biopolimeros quitina e
quitosanas A, C e F foi estudado no microcalorimetro de precisdo, aplicando a
técnica de titulacdio calorimétrica, onde uma suspensdio aquosa do polimero ¢
titulada com um solugio aquosa do ion Cu. Esta mesma titulagio foi
acompanhada também fora do calorimetro pela técnica de isoterma de adsorggo
em batelada. Com os dados obtidos em ambas as titulagdes, foram determinados
os valores termodinAmicos ApH’, 4G’ € AnS’ para a interagdo do ion cobre
com os biopolimeros. Este mesmo procedimento tem sido aplicado em outros

109-119

tipos de sistema heterogéneo, cuyja metodologia sera descrita com mais

detalhes a seguir.

3.4.1. O calorimetro

Os calorimetros sdo instrumentos termodindmicos desenvolvidos para
detectar o efeito térmico, endotérmico ou exotérmico, de um conhecido processo.
O efeito térmico ¢ detectado como poténcia elétrica que a partir desta, pode-se

determinar alguns valores energéticos envolvidos na rea¢o.'”’ O uso de
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calorimetros ¢ fundamentado no fato que todo processo fisico, quimico ou
121

biologico dd origem a um efeito térmico.“ Apesar de ser um instrumento
termodindmico este também tem sido explorado como ferramenta analitica 120,122
Desde a primeira descri¢io de um calorimetro ocorrido ha mais de 200 anos,
varios tipos de calorimetros foram desenvolvides, com diferentes principios de
medida, formato e procedimento experimental.'” Do ponto de vista do principio
de medida do efeito térmico, ¢ muito comum dividir os calorimetros em trés
grupos: calorimetros adiabéticos, calorimetros de conducdio de calor e
calorimetros de compensagdo de poténcia.'”*'”® Em um calorimetro adiabatico
ideal néio deve haver troca de poténcia térmica entre o vaso reator do calorimetro
¢ 0 ambiente. No calorimetro de condugéio de calor, a poténcia térmica liberada
ou absorvida ao sistema, ¢ permitida escoar entre o vaso reator € 0 ambiente.
Normalmente, a poténcia térmica deslocada entre o vaso reator ¢ o ambiente (pia
escoadora de calor) ¢ detectado por um sensor composto de termopilhas
posicionado entre eles. No calorimetro de compensagio de poténcia, a poténcia
térmica de um processo exotérmico € balanceada por uma poténcia de
resfriamento.'?°

Muitos calorimetros bastante sensiveis e outros utilizados para
acompanhar o efeito térmico de pequenos sistemas sdo frequentemente
chamados de microcalorimetros.'” No entanto, esta terminologia ainda ¢é
bastante discutida *>'*'® Um microcalorimetro moderno possui uma
sensibilidade variando de 10 a 100 uW, com capacidade do vaso reator variando
1,0 a 25,0 cm’."**'® Estes microcalorimetros s3o frequentemente utilizados em
experimentos calorimétricos que envolvem interacdes de ligantes e processos de
interagdes em solugdo, processos de dissolugdo e de mistura, processos de

vaporizagdo e sublimag#io, processos de cura e degrada¢do e experimentos que

C i
envolvem materiais vivos. %%
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3.4.2. Principio bisico de calorimetria

O principio basico termodindmico que fundamenta estes estudos
calorimétricos encontra-se na magnitude de efeito térmico liberado ou absorvido
em um sistema, evento quimico ou fisico, que € proporcional & quantidade de
matéria envolvida.'” Entso, quando a poténcia térmica (P) de uma dada
interacdio ¢ medida sob pressdo constante, o efeito térmico de interagéio (Q) pode
ser determinado, **'* conforme a equagsio abaixo:

P = d(AQ)/dt )

Se o sistema ¢ bem conhecido portanto, conhece-se a quantidade dos
componentes envolvidos no processo quimico, em nimero de moles (N)
envolvidos, a entalpia de interagdo (AH”) pode ent#o ser calculada pela Equago
5. Subsequentemente, pode-se estimar outros valores termodindmicos: energia
livre de Gibbs (4G”) e entropia (AS®),"* conforme Equagdes 6 ¢ 7.

AH = QN (5)
AG’ =-RTInk (6)
AG’ = AHC - TAS® (7

Os microcalorimetros de condugio de calor sdo montados com diversas
partes mecénica ¢ elétrica de tecnologias diferentes, algumas destas podem ser
visualizadas na Figura 9.
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Figura 9. Diagrama do microcalorimetro isotérmico de condugéo de calor do tipo
LKB-Thermometric 2277 sendo: 1) cilindro de medida, 2) banho de agua
termostatizado, 3) recipiente de medida, 4) termopilhas. 5) bloco metalico
termostatizado e 6) trocador de calor.



Entre elas encontram-se as termopilhas, que s3o componentes
microeletrdnicos compostos de semi-condutores que destacam-se por serem as
responsaveis pelo aumento de sensibilidade dos calorimetros mais modernos,
permitindo por este detectar pequenos eventos térmicos.

Frequentemente, as termopilhas, também sdo conhecidas como placas
termopares ou placas de efeito Peltier, que funcionam como sensor da poténcia
térmica escoada entre o vaso reator do microcalorimetro e a pia de escoamento
de calor, que normalmente, ¢ um bloco metalico termostatizado, como mostrado
na Figura 9.

3.4.3. Titulacio calorimétrica

Estudos microcalorimétricos que investigam interagdes de macro-sistemas
sdo em muitos casos realizados pela técnica de titulagio calorimétrica. Esta
técnica consta em acompanhar ponto a ponto o efeito térmico total da interagéo.
E conduzida por inje¢des sucessivas da solugdo titulante ao sistema contido no
vaso calorimétrico. Este procedimento é levado até o término da reagdo ou
qualquer outro ponto desejado. E bom salientar que, a solugdo titulante antes de
entrar em contato com o titulado € previamente termostatizada a mesma
temperatura. O efeito térmico total de interagSio é entdo determinado pelo

somatorio dos efeitos térmicos obtidos durante a titulagio calorimétrica ‘2
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3.4.4. Medidas dos efeitos térmicos

Os efeitos térmicos foram obtidos por titulagdo calorimétrica, realizada
com incrementos sucessivos de 10 pl. da solugéo titulante, 0.10 mol dm™ de
Cu(NO;), & suspenséo aquosa de 50,0 mg do biopolimero em 19,0 cm’ de 4gua
bidestilada, acondicionado em um vaso calorimétrico de vidro com capacidade
maxima de 20,0 cm’, mantido sob agitacdo mecénica de 90 rpm, com agitador
tipo turbina e termostatizado a 298,15 + 0,02 K.

O efeito térmico obtido da interaglio do ion cobre com os biopolimeros
(Pol), foi determinado em um ciclo de experimentos calorimétricos, com no

minimo trés repeti¢des para cada experimento, conforme mostram as equagbes

abaixo:
Poluy + Cu”' gy = Pol.Cu** 0. (8)
Poluy+nH0 = PolnH:0 (o (1 (9)
Cu” g +nH0 = Cu’'.nH,0.y; Q. (10)

O efeito térmico de reagéo Q,, de hidratagio @; e de diluigio @, de cada
experimento foi registrado ponto a ponto para cada incremento da titulagdo
calorimétrica. Com 1sso, o efeito térmico de interagdo do ion cobre com os
biopolimeros @, em cada ponto da titulagfio calorimétrica foi obtido aplicando a
Equacdo (11).

Qi -0:-0-0 (11)
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Pelo fato de o efeito térmico de hidratagdo ter sido nulo, @5 = 0, em todos
os polimeros, a Equagéo 11 ficou reduzida 4 Equagio 12:

Oint=Qr- Qu (12)

3.4.5. Isoterma de adsorcio

Fora do calorimetro a quantidade de ion cobre adsorvido para cada ponto
da titulagdo calorimétrica foi determinado utilizando o método de isoterma em
batelada. Neste processo, 50,0 mg do polimero foram suspensos em 19,0 cm’ de
agua bidestilada em um frasco de polietileno. A este sistema foi adicionado um
volume idéntico da solucéo titulante de nitrato de cobre, utilizado na titulagdo
calorimétrica, correspondente a cada ponto deste experimento calorimétrico. O
sistema foi mantido em um banho termostatizado a 298 + 1 X por 2 h. Apés este
intervalo de tempo, uma amostra do sobrenadante foi titulada com solug@io de
EDTA 1,0x10” mol dm™. O numero de moles fixos ou adsorvidos (Ny) de ion
cobre foi calculado aplicando a Equagéo 13.

Ny=(N;-N)/m (13)

onde N; é o namero de moles inicial de ion cobre na solugdo titulante, N, o

numero de moles final de ion cobre em equilibrio no sobrenadante ¢ m a massa

do polimero.
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As condi¢des experimentais destas isotermas foram as mais préximas
possiveis das condi¢des da titulagio calorimétrica, pois variagdes muito grande

podem afetar o comportamento de adsor¢éio do ion cobre pelos biopolimeros.

3.4.6. Tratamento dos dados da isoterma de adsorciio da calorimetria

Nos sistemas em estudos nos quais a adsorgdo em solu¢do ocorre na
interface soélido-solugdio seguem o modelo de Langmuir que considera a
superficie composta de sitios de adsor¢éo na qual a espécie adsorvida interage
somente com um sitio, formando uma monocamada sobre a superficie. Os dados
da isoterma foram assim ajustados ao modelo de Langmuir, aplicando-se a
Equacdo 14, com o objetivo de obter a fragdio molar do ion cobre em equilibrio

no sobrenadante (X), em cada ponto da titulago calorimétrica.

N/N; = N/N° +1/b (14)

Na Equagéo 14 N, ¢ o numero de moles final de ion cobre no sobrenadante
em cada ponto da titulagdo, Ny o niimero de moles fixo de ion cobre por grama
do polimero em cada ponto da titulagdo, ambos obtidos na isoterma de adsorgdo,
Equagdio 13, N ¢ a quantidade de ion cobre necessario para formagdo da
monocamada e b é uma constante relacionada com a intensidade de adsorgéo,
obtidos pela linearizacdo da curva da isoterma de adsor¢do. Como exemplo é

mostrada na Figuras 10 a curva da isoterma de adsor¢éo, Ny versus N, da quitina.
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Figura 10. Curva da isoterma de adsor¢cdo do ion cobre pela quitina, Ny versus

N,, e sua forma linearlizada, N/ N, versus N,.

O coeficiente angular obtido a = I/V', ¢ 0 coeficiente linear S = I/b obtido
da curva linearizada, N/N; versus N,, foi aplicado ao modelo de Langmuir
Equagfio 15, que ¢ um rearranjo da Equagdo 14. A partir da qual foi determinado
o numero de moles do ion cobre em equilibrio no sobrenadante, para cada ponto

da titulacdo, Ngs.

aNys' + (m - Na + V) Negs - BYN; (15)

onde & ¢ o coeficiente angular (g mol™), B o coeficiente linear (g dm™), ¥ o
volume total adicionado em cada ponto da titulagfo (dm?), Ni o nimero de moles

adicionados em cada ponto da titulagdo (mol) € m a massa do polimero (g).
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A fracio molar de ion cobre em equilibrio no sobrenadante para cada

ponto da titulagdo calorimétrica (X) foi entdo determinado pela Equagdio 16.
X = Nwy/ (Nsob + Nigua) (16)

3.4.7. Tratamento dos dados calorimétricos

O valor de X e os dados obtidos da titulagdo calorimétrica foram ajustado

ao modelo de Langmuir, conforme Equagdo 17.

X/Qint = X/Ormono + 1/Omono (K-1) (17)

onde Q. € o efeito térmico de interag¢do do ion cobre-polimero em cada ponto da
titulagdo calorimétrica, Qmon, € 0 efeito térmico de formagdo da monocamada de
ion cobre no polimero ¢ K a constante de proporcionalidade, na qual esta
incluida a constante de equilibrio de cada ponto da reago.

Um tratamento similar foi realizado para os dados da titulagdo
calorimétrica. Da curva linearizada, X /Q;, versus X, obteve-se o coeficiente
angular o = 1/0;, ¢ o coeficiente linear £ = 1/ Qumon, (K-1). Como exemplo, tem-
se os dados da quitina mostrados na Figura 11, que foram ajustados ao modelo
de Langmuir modificado, pela aplicagdo da Equacdo 17, obtendo-se o efeito
térmico de formacdo da monocamada Q,m, COmMo também a constante de

proporcionalidade K.
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Figura. 11 Curva da titulagdo calorimétrica da quitina 20, versus X e sua

forma linearlizada X/2Q,,, versus X.

3.4.8. Obtencdo dos dados termodiniamicos

Com a entalpia de formacio da monocamada Q... € a quantidade de ion

cobre adsorvido para formagao da monocamada N, determinou-se a entalpia de

interacdo A, H’ pela Equacfo (18).

AirrtHo = ano/-zv : (1 8)
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A partir de Al e K pode-se determinar outros dados termodinidmicos
ApiG" € AneS® aplicando as Equagdes (6) e (7).

4G’ =-R Tink (6)
AenlG’ = AH' - TAS’ 7N

onde R ¢ a constante dos gases, T temperatura em kelvin ¢ K € a constante de
proporcionalidade calculada, em que esta incluida a constante de equilibrio.

3.5. Prgparaciio da quitosana-glutaraldeido

Nesta preparaciio foram dissolvidos 0,40g da quitosana F (2,48 x 107 mol)
em 60 cm’ de solugio de acido acético glacial (5,0 x 10° mol dm”) a
temperatura ambiente. Apés 1 h sob agitagdo, a fragfo insoluvel foi separada por
centrifugagio, eliminando-se assim as impurezas. A quitosana F dissolvida em
4cido acético foram adicionados 80,0 cm’ de glutaraldeido em varias
concentracdes, variando de 0,0 a 25,0 x 10" mol dm™. Desta forma, obtiveram-
se nove diferentes quitosanas modificadas com glutaraldeido, que foram
denominadas por QGX, onde X= (0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0)
que representa a concentracio de glutaraldeido utilizado na preparacéo de cada
composto. Apds a adi¢do do glutaraldeido a mistura foi imediatamente agitada
mecanicamente por 30 s e depois foi mantida em repouso por 1 h. O gel formado
foi neutralizado lentamente com solugfio de hidréxido de sédio 0,20 mol dm™ até
pH em tomo de 6 a 7. O gel foi entdio lavado extensivamente com agua
bidestilada e finalmente seco a vacuo. E bom salientar que a QG0,0 foi preparada
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sem adigdo do glutaraldeido, isto €, a quitosana foi apenas dissolvida em solugio
de acido acético e precipitada em solugdo de hidréxido de sodio.

3.6. Preparaciio dos hibridos quitosana-organossilanos

A preparacdio dos hibridos constituiu na dissolugdo de 1,0g de quitosana F
(6.2 x 107 mol) em 40 cm’® de solugiio de Acido acético glacial (0,10 mol dm™).
As impurezas insoliveis desta solugdo foram eliminadas por centrifugagdo. A
quitosana dissolvida foi adicionado o equivalente molar de organossilano (6,2 x
10~ mol). Para assegurar uma boa homogenizagdo, a mistura foi agitada
mecanicamente por 1 h. S6 entdo, foi adicionado 4 esta mistura 6,2 x 107 mol de
glutaraldeido para cada mol de nitrogénio presente nos organossilanos. Um gel
foi formado imediatamente, o qual foi mantido em repouso por 24 h com o
objetivo de favorecer a ocorréncia do processo sol-gel. Apos este tempo, o gel
foi lavado extensivamente com agua bidestilada ¢ finalmente seco a vacuo. Toda
a preparagdo foi realizada a temperatura ambiente. Para obtencdio dos hibridos
S1GQ1, S1GQ2 e SiGQ3 utilizaram-se trés organossilanos diferentes TMA, TMD
¢ TMT.

3.7. Aplicacédo das quitosanas modificadas

3.7.1. Capacidade de adsor¢io do ion Cu®*

A capacidade das quitosanas modificadas adsorver o ion cobre foi
determinada pelo método de batelada. Uma série de amostras do polimero (em
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torno de 50 mg) foi suspensa em 20,0 cm’ de de solugdio de nitrato de cobre 1,0 x
107 mol dm”, em um frasco de polietileno. Todos os frascos foram mantidos em
um banho termostatizado a 298 + 1 K, sob agitacdo mecénica por varios
intervalos de tempo, variando de 10 a 180 min. Apds o tempo de contato
definido, o sdlido fo1 separado por filtragdo e a quantidade de cobre
remanescente na solucfo foi determinada por titulagdo com solucdo de EDTA
1,0 x 107 mol dm® A quantidade de cobre adsorvido pelo polimero foi
determinada utilizando a Equagdo 13. Os resuitados sdo mostrados nos graficos
de N; versus tempo de contato. Um exemplo, relativos aos resultados da

quitosana F, sdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12. [soterma de adsorgdo de ion Cu™ da quitosana F.
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3.7.2. Capacidade de imobilizar enzimas

Uma amostra do polimero, em tomo de 50 mg, foi suspensa em 10,0 cm’
de uma solugdo contendo 2,5 mg cm™ de enzima com tampao fosfato de pH 6,86
em um fraco de vidro vedado. Este sistema foi mantido em um banho
termostatizado a 298 + 1 K sob agitagdio mecanica durante 2 h. A quantidade de
¢nzima imobilizada pelo polimero (E;,) foi calculada subtraindo a quantidade de
enzima determinada no sobrenadante apds o processo de imobilizagio (Ey) da
quantidade de enzima determinada na solug3o antes do processo de imobilizagio
(Ein), conforme a Equagdio 19. A quantidade de enzima foi determinada pelo
método de Lowry. '%* O método mede o teor de proteina total em solugéo por
espectrofotometria com leitura em 735 nm, utilizando o reagente Folin fenol

depois de um prévio tratamento com cobre alcalino.

Epm= E; - Eﬁ (19)



Resutados e Discussio _ Piging 46

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacio da quitina e das quitosanas

A espectroscopia na regido do infravermetho € uma das técnicas muito
utilizadas para a caracterizagdo destes biopolimeros, de forma que, um estudo
detalhado destes polimeros naturais e modificados ¢ de fundamental importincia
para este trabatho.

O espectro da quitina é mostrado na Figura 13. A banda na regido de 3400 cm™,
intensa e larga, ¢ devido as vibragdes de estiramento do grupo OH presente na
quitina e na agua que acompanha o polimero. Esta banda permanece presente em
todos os espectros dos biopolimeros e das quitosanas modificadas. As bandas
entre 3200 a 3100 cm’™’, estdo associadas a presenga do grupo amida, pois, como
Veremos a seguir, as mesmas nio devem ser notadas no espectro da quitosana. As
bandas na regido de 2900cm’ sdo atribuidas ao estiramento C-H. As quatros
bandas consideravelmente fortes, observadas entre 1700 e 1300 cm™, sdo bem
caracteristicas no espectro destes biopalimeros. A banda em 1654 cm™ ¢ atribuida
a deformacdo axial de C=0 da carbonila presente na quitina, denominada amida I.
A banda em 1558 cm™! corresponde & mistura de dois modos vibracionais, N-H
no plano e o estiramento C-H, que é chamada de amida II. A banda em 1378 cm™
é atribuida 4 deformac#o angular simétrica do grupo CH;. A banda em 1313 cm™
¢ menos intensa que as outras trés ¢ ¢ atribuida as ligagdes C-N e CH;.'#12 As
bandas entre 1200 ¢ 1100 cm”, que também sio encontradas no espectro da
quitosana e celulose, ainda ndo se sabe muito bem a respeito das suas

origens.'?>1%
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Figura 13. Espectro da quitina na regido do infravermelho.
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Para efeito comparativo, a Figura 14 mostra o conjunto de espectros da
quitina ¢ das quitosanas A, C e F. Comparando os espectros das quitosanas com o
espectro da quitina verifica-se que, com exce¢lo do espectro da quitosana C,
notam-se significativas modificagdes na regido entre 1700 a 1300 cm”. O
desaparecimento da banda em 1558 cm™ e o surgimento de uma nova banda em
1598 cm'l, devido a deformacido NH;, predomina sobre a banda em 1634 cm.
Esta ultima banda esta associada a carbonila C=0O, que tende a diminuir, conforme
vai aumentando o grau de desacetilagdo da quitosana.

O desaparecimento das duas bandas entre as regides 3200 e 3100 cm™,
como ja mencionado, esta relacionado a desacetilagdo do gupamento NHCOCH;,
transformando a amida em amina priméria. Entretanto, nota-se a permanéncia das
bandas nas regides em torno de 3400 cm™, esta associada a hidroxila. A banda em
2900 cm™ est4 relacionada a ligagio CH e as bandas entre 1200 a 1100 cm™ sdo
caracteristicas destes biopolimeros. De um modo geral, pode-se notar que o
espectro da quitosana C possul uma semelhan¢a muito grande com o espectro da
quitina e ambas diferem dos espectros das quitosanas A e F. Isto demonstra que a
quitosana C assemelha-se mais com o biopolimero quitina do que com o
biopolimero quitosana. Este fato serd melhor comentado a seguir, quando for

discutido o grau de desacetilagdo de cada quitosana.
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Figura 14. Espectro na regide do infravermelho: a) quitina, b) quitosana C, c)

quitosana A e d) quitosana F.
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4.2. Grau de desacetilaciio das quitosanas

A melhor forma para se determinar o grau de desacetilagéo da quitosana
(GD) ainda tem sido motivo de muitas investigagdes. Este pardmetro esta
associado diretamente 4 quantidade de grupos amina livres -NH; e de grupos N-
acetii -NHCOCH; distribuidos na superficie da quitosana. Algumas técnicas
instrurnentais propostas para sua determinagéio, serdo apresentadas a seguir.

4.2.1. Espectroscopia na regiio do infravermelho

Varias técnicas s#o empregadas para determinar o grau de desacetilagio,
entretanto, dentre elas a mais utilizada tem sido a espectroscopia na regido do
infravermetho. *'

A Tabela 3 mostra o grau de desacetilagdo dos biopolimeros, obtidos pela
técnica de espectroscopia na regifio do infravermelho.*’ Nesta tabela, foi incluido
também o grau de desacetilagdo da quitina, pelo fato de que o produto natural
também possui unidades desacetiladas. Sabe-se que a quitina ¢ a quitosan-
naturais s#o considerados biopolimeros heterogéneos, isto ¢, na cadeia polimérica
de ambos sfo encontrados tanto mondmeros de quitina, quanto de quitosana,
porém, o que as diferem é o percentual destas unidades na cadeia polimérica.’**

Colocando as quitosanas em ordem crescente de grau de desacetilacio
obtidos por esta técnica, abserva-se a seqiiéncia: C < A < F. Este resultado
confirma o baixo grau de desacetilagdo da quitosana C. Este comportamento ja era
esperado, pois o espectro da quitosana C apresentou-se muito semelhante ao da

quitina, com GD = 77,48 e 73,26%, respectivamente.

I waIC AT
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Tabela 3. Percentual de desacetilagio (GD) dos biopolimeros,

determinados pela espectroscopia na regido do infravermetho.

Quitina Quitosana A Quitosana C Quitosana F
73,26 81,01 7748 86,12

Os dados demostram também que as quitosanas A e F possuem grau de
desacetilagio bastante elevado. Entretanto, a quitosana A possui grau de
desacetilac@io inferior a0 da quitosana F, como se observa pelos valor de GD =
81,01 e 86,12%, respectivamente. Esta diferenca s6 foi possivel ser observada
através da aplicagdo desta técnica, pois como visto nos espectros mostrados na

Figura 14, sdo bastante semelhantes, o que indica um grau de desacetilagio
bastante proximos.

4.2.2. Anilise elementar

A andlise elementar pode ser uma outra ferramenta empregada para se
avaliar a eficiéncia do processo de desacetilagfio da quitina, pois espera-se que,
quanto mais eficiente for a desacetilagdio da quitina, maior sera o percentual de
nitrogénio encontrado na quitosana, € consequentemente maior o grau de
desacetilacio.

A Tabela 4 mostra os percentiais de carbono, hidrogénio, nitrogénio ¢ a
relagdo carbono/nitrogénio encontrados nos biopolimeros. Colocando-os em
ordem crescente de percentual de nitrogénio temos outra vez a seqiiéncia C < A <

F. Novamente o comportamento da quitosana C aproxima-se mais da quitina, com
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percentuais de nitrogénio de 5,06 e 6,78 %, respectivamente, portando, mais uma
vez a quitosana C ¢ apontada como a que possui menor grau de desacetilagdo. Os
valores do percentual de nitrogénio obtidos para as quitosanas A e F sdo proximos
entre si, ou seja, 7,68 e 7,86 %, respectivamente, e bem superiores a quitosana C
com 6,78 %. Este comportamento também foi observado com os valores do grau
de desacetilagio obtidos na espectroscopia na regifio do infravermelho. Desta
forma, com os resultados até aqui apresentados, com relagio ao grau de
desacetilagdo das quitosanas, verifica-se que, ambas as técnicas, espectroscopia na
regido do infravermelho e analise elementar, sdo bastante coerentes entre si.

Tabela 4. Percentuais de carbono, hidrogénio, nitrogénio e relagio
carbono/nitrogénio nos biopolimeros

Quitina Quitosana A Quitosana C  Quitosan F

C 36,04 39,16 43,64 40,76
H 5,47 7,62 6,40 7,33
N 5,06 7,68 6,78 7,86
C/N 7,12 5,10 6,44 5,19

4.2.3. Ressonincia magnética nuclear

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de *C no estado sélido
¢ normalmente pouco utilizada para estimar o grau de desacetilagdo destes
polimeros. Entretanto, recentemente, alguns estudos foram realizados na tentativa

de ajustar esta técnica para este fim, com resultados bastante animadores, ‘%>
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Por esta técnica ¢ fundamental a observagdo do comportamento de dois picos, um
em torno de 173 ppm relacionado ao carbono da carbonila C=0 e outro em torno
de 22 ppm, este relacionado ao carbono da metila CHs, que corresponde a parte
acetilada do biopolimero. Conforme a eficiéncia do processo de desacetilagdo
sobre a quitina, a intensidade destes picos tende a diminuir, verificando-se
portanto, que as intensidades estdo claramente associadas ao grau de desacetilagdo
da quitosana.

Na Figura 15 podem ser vistos os espectros de RMN C dos
biopolimeros quitina ¢ quitosanas C, A e F. Observa-se no espectro da quitina,
Figura 15a, a presengca dos dois picos caracteristicos deste biopolimero
relacionados ao carbono da carbonila € ao carbono da metila, dando os valores em
173,4 e 22,4 ppm, respectivamente.

Como pode ser visto também, ambos os picos apresentam intensidade bem
elevada. Os valores relativos das intensidades destes picos para cada biopolimero
pode ser melhor acompanhado na Tabela 5.

Como esperado, a quitina € o0 biopolimero que apresenta picos com maiores
intensidades. Em seguida vem a quitosana C com valores bem aproximados aos da
quitina, demonstrando que esta quitosana possui baixo grau de desacetilagfo. As
quitosanas A e F apresentam espectros bem semelhantes ao espectro esperado
para uma quitosana 100% desacetilada, demonstrando que ambas as quitosanas A
¢ I possuem otimo grau de desacetilagdo. Entretanto, observando os dados da
Tabela 5, verifica-se que a quitosana F é a que apresenta menor valor de
intensidade para o pico relacionado ao carbono da metila e auséncia do pico que
corresponde ao carbono da carbonila. Esta técnica mais uma vez confirma a maior
desacetilagdo da quitosana F e leva novamente a seqiiéncia C < A <F, para o grau
de desacetilagdo das quitosanas.
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Fig. 15 Espectro de RMN “C: a) quitina, b) quitosana C, c¢) quitosana A ¢ d)
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Tabela 5. Intensidades relativas dos picos na RMN “C da quitina e das

quitosanas associadas aos carbonos da carbonila (C=0) em 173,4 ppm e
metila (CHs) em 22,4 ppm.

Carbono Quitina Quitosana A  Quitosan C  Quitosana F

C=0 6,37 0,73 4,64 0,00
CH; 14,73 1,22 13,38 0,58
4.2.4. Difraciio de Raios-X

Das técnicas utilizadas neste trabalho, a difratometria de Raios-X ¢ a menos
apropriada para a determinagdo do grau de desacetilagdo. No entanto, tem-se
observado uma certa correlagiio entre elas.'™

A Figura 16 mostra os difratogramas de Raios-X dos biopolimeros. A
quitina ¢ a que apresenta maior grau de cristalinidade, com nove picos bem
definidos, cujos valores em 20 sdo: 8,94; 18,92; 20,47; 26,09, 35,09; 39,75; 42,12,
45,22; € 49,58°.

De um modo geral, verifica-se que as quitosanas possuem menor grau de
cristalinidade do que a quitina, ¢ conforme aumenta o gran de desacetilacdo
diminui o grau de cristalinidade, levando a quitosana A a apresentar apenas dois
picos no seu difratograma em 20 igual a 10,06 ¢ 19,62°. A diminuigio do grau de
cristalinidade durante a desacetilagdo da quitina ndo estd associada apenas a
remogdo dos grupos acetil na quitosana, mas tamb€m, as drasticas condi¢des de
processamento da quitina e da quitosana.” %%
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Portanto, as quitosanas F ¢ A foram obtidas a partir de diferentes quitinas e
processamento, sendo natural que ambas possuam caracteristicas fisico-quimicas
bastante distintas. Este fato ja foi comentado na parte introdutéria deste trabalho,
quando discutiu-se sobre a qualidade deste biopolimeros, vide item 1.1.5. Quando
colocamos as quitosanas em ordem decrescente quanto ao grau de cristalinidade
obtém-se C > F > A. Verifica-se que esta é diferente da seqiiéncia encontrada na
espectroscopia na regifo do infravermelho, analise elementar e RMN de °C,
observando uma inversio entre as posi¢des das quitosanas A ¢ F. De fato, o grau
de cristalinidade néio d4 uma relagdo direta com a presenga ou auséncia do grupo
amina na cadeia polimérica do biopolimero. Entretanto, este estudo fisico-quimico
pode ser um importante caminho para o esclarecimento de alguns
comportamentos adverses destes biopolimeros, que serdo vistos e discutidos
posteriormente.

4.3. Dados calorimétricos
4.3.1. Adsor¢io em solugio

Nos processos de adsorgiio em estudo a adsorgdo ocorre na interface
solugdo/solido. E um processo mais complexo do que aquele que ocorre na
interface gas/solido. Isto porque, no processo de adsorgéio que ocorre na interface
solucfo/solido ha a participagfio de um terceiro componente, que ¢ o solvente, no
caso a agua, cujas moléculas provocam interacSes adicionais entre os
componentes do sistema, gerando competitividade entre o soluto/superficie,
solvente/superficie e entre soluto/solvente. '

Para os dados experimentais de isoterma de adsor¢do em solugfio o

modelo de monqcamada ¢ melhor desenvolvido € mais aplicavel, no qual toma-
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se como base os modelos usados para adsor¢do de gases, introduzindo-se
pardmetros especificos do sistema em solugdo, aproximando-o de um sistema
ideal."*?

Um modelo aplicavel a este sistema de adsorgdo ¢ o modelo de Langmuir,
que considera a superficie composta de sitios de adsorgdo, na qual toda espécie
adsorvida interage somente com um sitio, formando uma monocamada sobre a
superficie.

Desde o comego das investigagBes destes biopolimeros, observou-se que
tanto a quitina como a quitosana e alguns de seus derivados possuem muita

habilidade em adsorver ions metalicos em solugBes aquosas, *>**

possuindo em
particular, grande afinidade pelo ion cobre *">"*"*° Estes processos de adsorgao
foram perfeitamente ajustados ao modelo de Langmuir, cujo resultados serdo

mostrados a seguir.

4.3.2. Isoterma de adsorgiio do Cu** pelos biopolimeros

O principal abjetivo das isotermas € estimar os valores da fragdo molar (X)
do ion cobre em equilibrio no sobrenadante, em cada ponto da titulagdo
calorimétrica. Este procedimento foi necessario pelo fato de ndo se possivel
determinar este pardmetro durante os experimentos calorimétricos, de maneira
simultinea.

O comportamento das curvas de adsor¢do deste ion pelos biopolimeros
quitina € quitosanas C, F e A, obtidos pelo método de isoterma em bateladas,
pode ser observado nas Figuras 17, 18, 19 e 20, respectivamente.

De um modo geral, as curvas das isotermas demonstram que a superficie

da quitina e de todas as quitosanas ficam saturadas pelo ion cobre, atingindo
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patamares de saturacdo bem definidos. Entretanto, estas isotermas mostram
niveis de patamares diferentes. Comparando os niveis dos patamares das
isotermas, fica bem claro que, todas as quitosanas possuem maior capacidade em
adsover o fon cobre do que a quitina. Este fato ja é bem conhecido e ¢ atribuido
ao diferente grau de populagdo dos grupos amino acetilado e ou desacetilado,
localizado no carbono 2 da unidade monomérica dos biopolimeros. Na quitina o
grupo amino esta acetilado, enquanto que na quitosana este encontra-se livre,**
conforme mostra a Figura [, Este mesmo fato é também associado as diferentes
capacidades de adsorgdo de ions metalicos apresentadas por quitosanas
possuidoras de grau de desacetilagdo distintos. A quitosana que apresenta maior
grau de desacetilagdo, isto ¢, possul maior quantidade de grupos amino livres na
superficie, mostra melhor capacidade de adsorgdo do que a quitosana, que possui
grau de desacetilagdo menor. Entretanto, neste trabatho algumas divergéncias

foram observadas nos resultados obtidos pelas isotermas de adsorgio.
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Figura 17. Isoterma de adsor¢do do ion cobre pela quitina, apresentado Ny versus

N; e sua forma linearizada N,/ Ny versus ..
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Figura 20. Isoterma de adsor¢fio do fon cobre pela quitosana A, apresentado Ny

versus N, e sua forma linearizada N,/ Ny versus N,

A Figura 21 mostra a forma linearizada das isotermas de adsorcio do ion
cobre pelos biopolimeros em um sé grafico, Ny/Nyversus Ny, das quais obteve-se
a quantidade do cation necessario para forma¢do da monocamada de cada

biopolimero, onde N¥ = 1/coeficiente angular da reta, tendo 3,1 x 107,95 x 107

13 x 10% e 1,4 x 10® mol g' para a quitina, quitosana C, F e A,

respectivamente. Esperava-se que a capacidade de adsor¢do do ion cobre pelas
quitosanas fosse a mesma seqiiéncia observada para o grau de desacetilaggo das
quitosanas. Entretanto, como verifica-se, o valor de N° para a quitosana A &
superior ao da quitosana F, fazendo com que a seqiiéncia da capacidade de
adsor¢do de ion cobre pelas quitosanas, C < F < A, torne-se diferente da
seqiincia obtida para o grau de desacetilag@o das mesmas que foi, C < A < T,
contrariando o que se esperava. Este fato sera methor discutido em detalhes junto

aos resultados da titulagdo calorimétrica, devido ambas os experimentos. estarem
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fundamentados sob o mesmo fenémeno, que envolve os centros &cido € basicos

do sistema.
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Figura 21. Formas linearizadas das curvas das isotermas de adsor¢o com. seus
respectivos valores de N'. quitina (W), quitosana C (a), quitosana F ( ) e

quitosana A ().

Outro fato interessante € que, a quantidade de ions cobre necessaria para
formagdo da monocamada N° em todos os biopolimeros ¢ muito inferior a
capacidade teoricamente esperada, se levado em considera¢do que ! mol do
polimero seria capaz de adsorver pelo menos 1 mol do ion cobre. Isto porque,
cada mondmero do polimero possui 1 atomo de nitrogénio, que como tudo
indica, é o maior responsavel pela interagfo do fon metalico com a quitina e
quitosana. Entretanto, uma total saturac3o destes centros s6 seria possivel se os
mesmos estivessem totalmente livres e disponiveis, o que normalmente ndo €

verificado neste tipo de material. Apesar disso, estes biopolimeros sdo
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considerados bons adsorventes de metais, pricipalmente quando comparados
com materiais semelhantes.

A nio total disponibilidade dos centros quelantes presentes na quitina e
quitosana, pode estar associado a varios fatores como, por exemplo, o grau de
desacetiiagdo e cristalinidade, ambos ja discutido neste trabalho. Entretanto, um
fato que vem chamando muita atencfo recentemente € a observagdo de fortes
interligacdes entre as longas cadeias polimericas e rigidez das mesmas, que
chegam a formar grandes quantidade de agregados em solugdo, estando
fortemente associados a heterogeneidade fisico-quimica caracteristica destes
biopolimeros, principalmente com relagio ao grau de desacetilagdo.”>'> Estes
fatos podem ser um caminho para explicar a baixa disponibilidade dos centros

adsorventes de metais.
4.3.3. Titula¢fio caloriméirica

O efeito térmico de interagdo (Q;.) do ion cobre com os btopolimeros
foram obtidos subtraindo o efeito térmico de diluigdo (Q,) do efeito térmico de
reacdo ((2,), ambos obtidos experimentalmente, conforme Equagédo 12.

As curvas das titulagdes calorimétricas obtidas para a quitina e quitosanas
C, A e F sdo mostradas nas Figuras 22 a 25, respectivamente. A grande
afinidade do grupo amina livre presente na quitosana pelo ion cobre € claramente
demonstrado pelas curvas de titulagdes calorimétricas.

Embora a quitosana A possua grau de desacetilagdo superior a quitosana
F, tanto os resultados das isotermas de adsorgdo como os resultados da titulagdo
calorimétrica comprovam que a quitosana A tem maior afinidade pelo ion cobre.
Isto pode ser perfeitamente entendido pelo fato de que ambas as quitosanas A e I

possuam grau de desacetilagio muito proximos, ou seja, 81,01 e 86,12 %,
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respectivamente. Isto faz com que outras diferengas fisico-quimicas, que
normalmente sdo despercebidas, quando se trata apenas da diferenga do grau de
desacetilacdo entre as quitosanas, passam a se manifestar, influindo na
capacidade de adsor¢do do biopolimero. Este fato ¢ confirmado quando
comparamos estes resultados com o grau de cristalinidade das quitosanas, como
Ja discutido no item 4.2.4.

Os resultados obtidos através da isoterma de adsor¢do ¢ da titulagdo
calorimétrica divergem em parte dos resultados obtidos para o grau de
desacetilacdo das quitosanas. Porém, estes resultados sdo totalmente coerentes
com aqueles obtidos na analise de Raios X, quando observou-se o grau de
cristalinidade para cada quitosana. Assim, a seqiiéncia obtida com ambas as
técnicas mostraram resuitados semelhantes, conferme a seqiiéncia C, F e A, onde

o grau de cristalinidade da quitosana A é menor que o da quitosana F.
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Figura 22. Titulagdo calarimétrica da quitina com ¢ ion cobre: efeito térmico de
reacdo 0, (@), efeito térmico de diluicdo Q. (W) ¢ efeito térmico de interacdo Qi

(A).
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Figura 23, Titulagdo calorimétrica da quitosana C com o ion cobre: efeito
térmico de reacdo (. (@), efeito térmico de diluicdo @, (m) e efeito térmico de

interacdo Oy (a).
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Figura 24. Titulago calorimétrica da quitosana F com o ion cobre: efeito térmico
de rea¢do O, (@), efeito térmico de dilui¢io Q. (m) ¢ efeito térmico de interagdo
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Figura 25. Titulagdo calorimétrica da quitosana A com o ion cobre: efeito
térmico de reacdo @, (@), cfeito térmico de diluigdio @, (W) e efeito térmico de

mnteracdo Oy (a).

Observa-se que os efeitos térmicos de interagdo do ion cobre com todas as
quitosanas s&o bem superiores ao da quitina. Verifica-se também que os efeitos
térmicos da quitosana A sdo supertores ao da quitosana F, que por sua vez sdo
superiores aos da quitosana C. Estes resultados s@o coerentes com aqueles
obtidos na isoterma de adsor¢do, sendo observado, como é de se esperar, a
mesma. seqiiéncta C < A <F.

Considerando os resultados obtidos, tudoe leva a crer que o grau superior
de cristalinidade da quitosana F pode dificultar a acessibilidade do ion metélico
aos sitios ativos do biopolimero, fazendo com que diminua a capacidade em
adsorver ions cobre. O contrario ocorre para a quitosana A, cujo baixo grau de
cristalinidade aumenta a capacidade em adsorver os mesmos ions. Estes

resultados inferem que, além do grau de desacetilacdo, outros fatores fisico-




Resuyitados e Discussio Paging 67

’ .

quimicos devem ser levados em consideragdes na cemparagdo de quitosanas, que
apresentam graus de desacetilagdo semelhantes.

Outro fato importante a ser observado, € que existe uma diferenga quanto
ao comportamento entre as titulagdes calorimétricas e as isotermas de adsorgdo.
Nessas verifica-se a formagdio de um patamar bem definido, o que nfo ¢
observado nas titulagiio calorimétricas. Isto sugere que mesmo apds a formagéo
de uma aparente saturagio ou formagdo de uma monocamada, demonstrado pelas
isotermas de adsorgdo, de alguma forma, ainda hd uma pequena ¢ lenta adsorgdo
de ions cobre pela superficie dos biopolimeros. Estes dados levam-se a acreditar
na possibilidade de que o biopolimero continua adsorvendo ion cobre muito
lentamente, devido ao equilibrio dindmice que ocorre na interface liquido/solido.
Este fato somente pode ser observado com técnicas que apresentam ailta
sensibilidade em detectar o fenémeno, como € o caso da técnica calorimétrica
em especial com de calorimetro utilizado neste trabalho, o que satisfaz estas

condi¢des de trabalho.

4.3.4. Dados termodinimicos

Com os dados obtidos através da isoterma de adsor¢do e titulagdo
calorimétrica, foi possivel determinar alguns valores termodindmicas para a
interagdo do ion cobre com os biopolimeros. Os principais valores
termodindmicos obtidos nesta investigacdo estdo mostrados na Tabela 6,
juntamente com outros valores encontrados na literatura, com o intuito de

estabelecer comparagdes.



Tabela 6. Valores termodindmicos da interagdo heterogénea cobre-quitina e
cobre—quitosanas A, C e F. Estes valores sfio comparados com N-
carboximetilquitosana (N-carbox) modificada™'*® e também alguns
complexos de cobre-aménia. '’

P olimere 'AmonHo In K ‘4:1!(;0 'Ainﬂa Aim*sﬂ
Jg! kImol'  kJmol'  Jmol' K*
Quitina 0,62+0,01 14,5 35,940,1 19,85+0,34 54+1
Quitosana C  4,20+0,08 14,5  36,1+0,3 44,18+1,97  -27+2
Quitosana F  5.49+6.08 14,8 36,8+0,1 41,27+1,57 -15+1
Quitosana A 6,81+0,11 15,3 37,9+0,6 47,1610,82 -313+2

N-carbox; 33,89 39.33 -4.4
o\ 220
Cu(NH;);>* 69.90
Cu(NH;)** 81,10

O valor das entalpias de formagio da monocamada, -A,,,,H’, obtidos a
partir dos tratamentos dos dados experimentais foram todos negativos, - 0,62 +
0,01, -4,20+ 0,08, - 5,49 + 0,08 e - 6,81 + 0,11 J g” para a quitina ¢ quitosanas
C, F e A, respectivamente. A partir destes dados pode-se calcular a entalpia de
mteracdo do ion cobre com o polimero, -AineH’, conforme a Equacédo 18,
obtendo-se os valores - 19,85+ 0,34, -44,18 £ 1,97, -41,27+ 1,57Te-47,16 £
0,82 kJ mol’, também todos negativos. O valor negativo destas entalpias
concorda com reagbes exotérmicas observadas entre Cu’* e grupos amino
presentes em outras espécies de polimeros em solugdio aquosa.'™® Isto confirma a

forte influéncia dos grupos amino presentes na quitina € na quitosana na

interagdo com o ion cobre.
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Em ambos os dados entalpicos AponH’ € A H’ verifica-se uma diferenca
significativa entre os valores da quitina e das quitosanas. Estes resultados
confirmam mais uma vez a alta afinidade do biopolimero quitosana em adsorver
ion cobre. Outro fato importante a ser observado ¢ que ambos os valores
entilpicos mostram uma seqiiéncia semelhante a observada na isoterma de
adsor¢do e timlagdo calorimétrica, ou seja, C > F > A. Esta seqiiéncia ¢ um
pouco diferente da encontrada para o grau de desacetilagio das quitosanas. Isto
ja foi bem comentado quando discutiu-se os dados da isoterma de adsorgéo e da
tinlagédo calorimétrica.

Os dados existentes na literatura a respeito do estudo termodindmico da
interagdo Cu®* com um derivado da quitosana, N-carboximetil quitosana
encontra-se também na Tabela 6."*° O referido estudo difere do apresentado, por
ter sido conduzido sistema homogéneo, isto €, foram utilizadas solugées
aquosas do polimero, enquanto no presente trabalho utilizou-se o polimero em
sua forma natura, ou seja, suspenso em Agua Entretanto, a entalpia encontrada
no sistema homogéneo, que foi de — 39,33 &J mol I 3416 ¢ intermedidria as
‘observadas neste trabalho, concordando também com uma forte participagéio dos
£rupos amino na intera¢do destes polimeros com o ion cobre.

Para acompanhar a interagio do atomo centro basico nitrogénio com o
centro 4cido de cobre, alguns dados com a aménia,'>’ disponiveis na literatura
sdo também mostrados na mesma Tabela 6. As entalpias de formacgédo do
complexo sdo - 23,4; - 46,2, - 69,9 e - 81,10 kJ mal’, do primeiro ao quarto
ligantes, respectivamente. Observa-se que os valores entalpicos AmH’
determinados para a quitina ¢ quitosanas estio situados entre os valores de
coordenacdo mais baixos na formacdo do complexo cobre-aménia, ficando
intermediario entre o primeiro e segundo ligantes. Por outro lado, do ponto de

vista de coordenagdio, para o modelo em estudo, o cobre pode teoricamente
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coordenar-se com até quatro atomo de nitrogénio presentes nos biopolimeros.
Entretanto, considerando que a natureza interativa seja a mesma, ou seja, cobre-
nitrogénio, as caracteristicas destes centros sdo distintos, pois, espera-se que no
polimero a interagdo seja mais restrita, do que em solucdo aquosa, devido a
vérios fatores fisico-quimicos. Com estes resultados leva-se a acreditar em que
apenas um centro ativo ¢ envolvido na interagfio do ion cobre com o nitrogénio
do biepolimero.

Com os valores de A,H’ e X calcularam-se os valores da energia livre de
Gibbs, 4,G°. O valor de 4,G° para todas as interagbes foram negativos,
demonstrando gue todos os processos em estudo sdo favoraveis a formaggo do
complexo ion cobre-polimero: - 35,9 £ 0,1, -36,1 +0,3,-368+0,1¢ 379+
0,6 &/ mol’ para a quitina e quitosanas C, F e A, respectivamente, tendo a
mesma seqiéncia dos valores entdlpicos. Estes valores estdo proximos ao
encontrado para a quitosana modificada com o grupo N-carboximetil, que ¢ -
33,89 kJ mol 154156

Os valores entrépicos encontrados nesta investigagio parecem ser bastante
interessantes. Na interagio quitina-cobre obteve-se a entropia positiva de 54 + 1
Jmol’ K | indicando um aumento na desordem do sistema. Por outro, lado na
interagdo cobre-quitosanas C, F e A s#0 negativas, obtendo-se entropias de - 27 +
2,-15%1,-31+2Jmol’ K, sugerindo um decréscimo na desordem do sistema,
portanto, 0 oposto do observado para a interagdio quitina-cobre. Os valores
entrpicos encontrados para a interagdo cobre-quitina € cobre-quitosanas,
demonstram claramente que provavelmente ambos os processos de interagdo em
estudo ocorrem com comportamentos bem distintos. Como se deve esperar, a
entropia estd relacionada as moléculas de agua que estdo associadas tanto ao

polimero como ao cétion. No processo interativo as moléculas de solvatagdo sdo
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removidas para o meio da reagéo. Os resultados com as quitosanas indicam que
as moléculas de 4gua removidas devem ajustar-se tanto ao polimero como ao
complexo formado, de maneira a ordenarem o sistema, com conseqliente
diminui¢do na entropia do sistema. Por outo lado, os resultados da mteracgio
cobre-quitina demostram um certo desajuste no sistema, que pode ser associada
provavelmente a participagdo também do grupo acetil na formagso do complexo.
A participagdo do grupo acetil na formagdo do complexo cobre-quitina, pode
fazer com que um mimero maior de moléculas de agua de solvatagdo do ion
cobre sejam liberadas ao meio, com conseqilente aumento na entropia do
sistema. Estes resultados poderio ser um suporte muito importante no
desvendamento da estrutura formada durante a interagfio do ion cobre com estes

biopolimeros em meio aquoso, as quais ainda no sio bem conhecidas.
4.4. Estudo ¢ caracteriza¢do das quitosana-glutaraldeido
4.4.1. Reacdio da quitosana com o glutaraldeido

A reac¢do da quitosana com o glutaraldeido foi realizada em meio acido com
pH em torno de 3 e 4 por um terapo de 1 h. Aparentemente, estas condigdes foram
suficientes para que houvesse uma completa reagdo. Isto ¢ importante ser
mencionado, pois alguns pesquisadores relatam que a interagio do glutaraldeido
com amina livre sofre interferéncia de reagio, quando realizada em meio de pH
baixo e afirmam que as methores condigdes encontradas para esta intera¢do foi em
meios que possuem pH que variam de meutro a basico.”®**'* Engretanto, no
presente caso, o pH e tempo de reagdo estabelecidas foram suficientes para
obtencdio das quitosanas modificadas com glutaraldeido (QGX) . Durante esta
reacdo ha formacgéio de um gel de maneira rapida, que a partir da QG5,0 torna-se
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mais firme e consistente, iste ¢, o gel nfo escorre quando o vaso reator €
inciinado.

Outro fato a ser mencionado ¢ que se observa uma variaco na cor dos
compostos obtidos. Esta coloragdo estd diretamente associada as diferentes
concentracdes de glutaraldeido utilizadas para cada QGX, variando desde amarelo
bem claro 4 vermelho tijolo bem intenso. Estes materiais depois de secos mostram
ser facilmente triturados quando comparados & quitosana original, como também

bastante resistente a varia¢do de pH.

4.4.2. Espectroscopia vibracional

Os espectros na regifio do infravermelho da quitosana e das amostras QGX

(X =0,5, 5,0 and 25,0) sdo vistos na Figura 26.

transimitancia / w.r

4000 3500 3000 2500 2000 1500 10G0 500
numero de ondas / em”

Figura 26. Espectro na regifio do infravermelho: a) quitosana, b) QGS5,0, ¢)
QG15,0 e d) QG25,0.
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Comparando os espectros observa-se o surgimento de duas novas bandas
em QGX. A primeira em torno de 1655 cm™' pade ser atribuida 4 ligag#o imina
N=C ¢ uma segunda em torno de 1562 cm™' que ¢ associada a ligagdo etilénica
C=C %1211 Entretanto, ndo foi detectada a banda caracteristica do grupo
aldeido livre em torno de 1720 cm™ nos espectros das QGX, como mostram as
Figuras 26 b, ¢ e d, demonstrando que nfo ha grupos aldeidicos livres
remanescentes, em proporges consideraveis, -para serem detectados por esta
técnica.

Os dados obtidos levam a acreditar na possibilidade de que no polimero ha
presenga de ligagdo imina conjugada com ligagdo dupla etilénica no material.'®
Com objetivo de comprovar esta hipdtese alguns testes foram realizados.

Um dos teste consiste em reduzir a ligagdo imina, com boroidreto de sodio
e em presenga do acido cloridrico. Esse procedimento ¢ aplicado em muitos
compostos que contém base de Schiff.**""”* Os espectros da quitosana modificada
com glutaraldeido e tratada com boroidreto de sddio € com acido cloridrico sdo
mostrados na Figura 27. Nota-se que em nenhum dos casos a redugio foi bem
sucedida. Este fato corrobora com a hipdtese levantada anteriormente, pois, trata-
se de uma ligagéo imina bastante estavel, fato este normalmente nfo observado
para uma tipica imina da base de Shiff.

Qs resuitados deste teste ¢ mais um suporte na possibilidade de que ha
formagdo de ligacdo imina conjugada com a dupla ligagdo etilénica, durante a

interagdo da quitosana com o glutaraldeido.
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Figura 27. Espectro na regido do infravermelho a) QGl15,0, b) QG130 na
presenca de NaBH,; e ¢) QG135,0 na presenga de HCL
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Outro fato observado é que o sucessivo aumento do percentual de
glutaraldeido na obtengfo das amostras QGX, acarreta também um sucessivo
aumento na intensidade da banda associada a ligagdo etilénica C=C em 1562 cm,
como mostra a Figura 26.

O mesmo comportamento ¢ observado com a banda em 2936 em’, que ¢
associada ao estiramento da ligagdo C-H. O aumento na intensidade destas bandas
podem ser atribuido ao aumento da contribuigio de moléculas de glutaraldeido
durante a interagdo da quitosana com o mesmo. Este fato leva a acreditar na
possibilidade de que, conforme aumenta a concentragdio de glutaraldeido nesta
interagdo, ha também um aumento no nimero e tamanho das ligagdes cruzadas,
formadas pelas moléculas de glutaraldeido, entre as cadeias polimericas da
quitosana. Porém, o que se sabe, ¢ que o glutaraldeido em condigdes favordveis €
muito sensivel a polirnerizagﬁo.m Entretanto, o aumento na intensidade destas
bandas ¢ notado apenas até o espectro da QGS5,0. Dessa em diante, até a QG23,0,
0s espectros mostram-se bastante semelhantes. Este fato leva a acreditar que haja
uma provavel parada no crescimento das ligagdes cruzadas com esta concentragdo
de glutaraldeido, entre as cadeias poliméricas da quitosana.

A técnica de espectroscopia vibracional Raman tem sido um método muito
utilizado para obter informag¢Ses sobre a estrutura molecular ¢ a estrutura
eletrdnica dos polimeros, que contém ligagdes duplas etilénicas.'®® Portanto, trata-
se de uma ferramenta poderosa para o entendimento da estrutura da quitosana
modificada com o reagente glutaraldeido. Os espectros Raman da quitosana F,
QG5,0 e QG25,0 sdo mostrados na Figura 28. Como observado nos espectros na
regido do infravermelho, o sucessivo aumento da proporgio de glutaraldeido na
formacdo das QGX, também causa um aumento na intensidade das bandas até o

espectro da QGS,0, fato que é também observado com os espectros Raman.
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Fig. 28 Espectro Raman: a) quitosana, b) QG5,0 e ¢) QG25,0.



Pagina 77

Da mesma forma confirma-se uma provavel parada no crescimento no
tamanho das ligagSes cruzadas, como ja mencionado acima. No entanto, o fato
mais importante nos resultados obtidos na especiroscopia Raman ¢ a presenga das
bandas em 1629 € 1579 cm™’ que estdio associadas a ligagéio imina C=N e etilénica
C=C, respectivamente. 161162 Desta forma confirma-se a real possibilidade da
existéncia de ligagdo imina conjugada com ligacdo dupla etilénica, na estrutura
das quitosanas modificadas com glutaraldeido.

4.4.3. Resoniincia magnética nuclear de carbono-13

A Figura 29 mostra os espectros d¢ RMN de C no estado solido da
quitosana C, QGO,5, QG5,0 e QG25,0. Observa-se no espectro da quitosana C,
Figura 29a, a presenca dos picos em 173,4 e 23,2 ppm, associados aos carbonos
da carbonila e metila, respectivamente, os quais sdo caracteristicos da molécula da
quitina. Como ja foi discutido durante a caracteriza¢do da quitina e quitosana, a
intensidade destes picos variam de acordo com o grau de desacetilagio da
quitosana. Portanto, eles sdo também vistos nos espectros da quitosana C ¢ das
QGX, devido a nfo total desacetilagdo da quitina original.

Os espectros das QGX mostraram um alargamento dos picos C1, C3-C5 ¢
C6, sobrepondo aos picos C4 e C2. Estes carbonos podem ser visualizados na
estrutura da quitosana mostrada na parte superior esquerda da mesma Figura 29
dos espectros. Conforme aumenta a contribui¢do de glutaraldeido na elaboragio
das QGX, verifica-se o surgimento gradativo de sete novos picos, estes sofrem
aumento de intensidade até o espectro da QG35,0. Deste em diante nota-se
semelhancas entre os espectros.
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Figura 29. Espectro de RMN C: quitosana, b) QG0,5, ¢) QG5,0 e d) QG25,0.
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Os picos em 23,8, 28,3 ¢ 41,4 ppm sdo atribuidos a trés diferentes
ambientes quimicos do carbono do grupo CH,. Estes trés diferentes carbonos séo
provenientes da molécula de glutaraldeido, portanto, fazem parte da estrutura das
ligagBes cruzadas. Os dois picos em 127,8 e 144,5 ppm estfo associados aos
carbonos da ligagdo dupla etilénica C=C. J& os dois picos em 174,1 e 189,6 ppm
sdo atribuidos ao carbono da imina C=N.”'*!* portanto, obtém-se na RMN de
C novamente os indicios da presenga ndo apenas da ligagdo imina, que &
caracteristica da base de Schiff, mas também a presenca de ligacdo dupla etilénica
conjugada nestes compostos.

4.4.4, Andlise elementar

Os percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidos na analise
elementar das quitosanas modificadas com glutaraldeido estfo mostrados na
Tabela 7. Os percentuais de carbono e hidrogénio crescem conforme aumenta a
quantidade de glutaraldeido na preparagdio das QGX. Por outro lado, fato oposto
ocorre com o perceﬁtual de nitrogénio. Ambos os comportamentos séo observados
at¢ em torno da QGS5,0 e QG10,0. A partir deste valor observa-se uma leve
invers@o nos percentuais. Este fato pode ser methor acompanhado nos diagramas
de barra mostrados na Figura 30.

Os resultados da amalise elementar como também os observados na
espectroscopia na regifo do infravermelho, Raman e RMN de >C, mostraram que
as condicdes estequiométricas em torno da QGS5,0 parece ser o ponto de parada da
reagdo, provavelmente acarretado pela ndo mais presenga de grupos amina livres
na superficie da quitosana.
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Tabela 7. Percentuaits de carbono, hidrogénio ¢ nitrogénio encontrados na
quitosana C (X=0,0)enas QGX ( X=0,1; 0.5; 1,0; 5,0;: 10.0: 15.0e 25.0)

0 X=0 X=01 X=03 }{=[;r} X=50 X=100 X=150 X=200 X=250
C 42,13 4339 4459 4477 50,75 52,11 5225 5329 5328
H 763 122 736 7486 745 7167 16 11 1%
N 730 637 615 620 471 463 448 47 518
C 577 681725 723 1079 11256 - 11:66 1134, 1030
N

nitrogenio [ % e C/IN

quitosanas meodificadas (CGX)

Figura 30. Percentuais de nitrogénio (N) e relacdo carbono/nitrogénio (W) para as
quitosanas modificadas com glutaraldeido QGX (X =0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0;

15,0; 20,0 € 25,0).




E I l I. i . ° P; + 81

Levando em considerago a possivel parada de reagdo em tomo das
condi¢des da QGS,0 e utilizando a massa molecular da quitosana 186,9, calculada
a partir do percentual 7,3% do nitrogénio encontrado nesta quitosana, pode-se
chegar 4 relagdo de 1:20 para a relagao quitosana:glutaraldeido. Este valor € alto
quando comparado aos valores encontrados nos estudos da interagdo do
glutaraldeido com proteinas, que mostra estar entre 4 ¢ 8 moles de glutaraldeido
para um mol de proteina.”® No presente estudo, o alto nimero de moles de
glutaraldeido envolvido na interagdo com a quitosana pode esta associado com a
prévia dissolugdo da quitosana em acido acético, durante 4 modificacdo das
quitosana, aumentando a disper¢do ¢ maleabilidade das cadeias poliméricas.

Conclui-se com estes resultados que, as ligacSes cruzadas podem ser
formadas com mais de uma unidade monomérica, pertencente ou ndo & mesma
cadeia polimérica. Portanto, estes compostos apresentam uma estrutura bastante
complexa, como um aglomerado de liga¢es cruzadas ndo uniformes, que contém

liga¢des iminas conjugadas com ligagdes duplas etilénicas.

4.4.5. Espectroscopia de Raios-X

Os difratogramas de Raios-X da quitosana natural, QGO0,5, QG3,0 ¢
QG25,0 sdo mostrados na Figura 31. O difratograma da quitosana mostra uma
pobre cristalinidade, concordando com o difratograma caracteristico do
biopolimero quitosana original. Isto ¢ indicado pela presenga de dois picos largos
em 20: 10,54 ¢ 19,98 graus. Nos difratogramas das QGX, observa-se que o grau

de cristalinidade diminui conforme aumenta a concentragéo de glutaraldeido.
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Desta forma, a partir da QGS,0 ndo se verifica mais a presenga de picos nos
difratogramas das QGX. Portanto, o continuo aumento na concentracdo de
glutaraldeido tende a transformar a quitosana modificada com glutaraldeido em

um polimero que tem mais caracteristicas amorfas.
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Figura 31. Difratogramas de Raios-X : a) quitosana, b) QGO,5, ¢) QG5,0 e d)
QG25,0.
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4.4.6. Microscopia eletronica

A morfologia, distribui¢fio e tamanho das particulas dos polimeros foram
estudados através de fotos obtidas em um microscépio eletronico, como mostra a
Figura 32. A quitosana mostra ter uma superficie mais regular, como também
apresenta particulas maiores do que todas as quitosanas modificadas com
glutaraldeido.

As fotografias mostram que em todas as QGX sdio formadas particulas de
tamanho e superficie irregulares. Da quitosana natural para a QG0,0 foi observado
uma modificacdo significativa tanto na morfologia quanto no tamanho das
particulas, como ilustra a Figura 32 IA, IIA, IB ¢ IIB. A quitosana natural
apresenta um aspecto fibroso de maior superficie e tamanho do que as particulas
da QGO,0, que mostram particulas irregulares com buracos na superficie. Esta
diferen¢a na morfologia das quitosanas pode ser um caminho para elucidar certas
distingSes observadas entre a quitosana natural € a QG0,0, com relagdo a
capacidade em adsorver ions cobre, que serd discutido sobre a aplicagiio dos
materiais. Este fato também pode ser um caminho para explicar as diferencas
fisico-quimicas entre os materiais obtidos por processos homogéneo ¢
> A Figura 32 IC, IIC, ID e 1ID, mostram as microfotografias das
QGS5,0 e QG25,0. Em geral, a morfologia de todas as QGX sdo similares a QG0,0.
Entretanto, observa-se que, o sucessivo aumento na concentragdo do
glutaraldeido, acarreta uma diminui¢fio gradativa no tamanho das particulas das
QGX até a QG10,0. Da QG10,0 até¢ a QG25,0 as microfotografias demonstram
que ha uma diminui¢do dos buracos na superficie, apresentando particulas mais
compactas do que as demais QGX. Os resultados obtidos na microscopia
eletrénica ddo uma indicagéo a respeito dos resultados da capacidade de adsorver
ions de cobre, 0s quais serdo discutidos mais adiante.

heterogéneo.
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(IB) (h8)

Figura 32. Micrografia eletronica: quitosana natural 500x ([A); quitosana natural
1000x (IIA). QGO0 500x (IB); QGO,0 1000x (ILIB); QG5.0 500x (IC): QGS5.0

[000x (IIC); QG25.0 5300x (1ID) e QG25.0 1000x (11D).
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4.5. Caracterizacio dos hibridos quitosana-organossilano

4.5.1. Mecanismo de reacéo

De uma maneira geral, 0 mecanismo proposto para a formag3o destes
hibridos pode ser dividido em duas etapas, as quais ocorrem com velocidades
diferentes, como mostra a Figura 33. Na primeira etapa, ocorre o processo de
ligagdes cruzadas (crosslinking), formada pela interagdio covalente do grupo
aldeidico -COH presente no glutaraldeido com o grupo amina -NH; da quitosana
e do organossilanos, como mostra a Figura 33a.

A reagdo do glutaraldeido com a amina primaria foi anteriormente
bastante discutida no estudo da quitosana modificada com glutaraldeido.

Observou-se que nesta interagdo ha formagdo de ligagdo imina estabilizada com

duplas ligagdes adjacentes e que as ligagdes cruzadas ndo sdo uniformes.
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Figura 33. Esquema do mecanismo provavel de formagdo dos hibridos:
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a) processo de liga¢des cruzadas e b) processo sol-gel.



Na segunda etapa ocorre o processo sol-gel, a qual € bem mais lenta que a
primeira. Durante este estagio ha formac¢do de um polimero inorginico pela
condensacdo hidrolitica dos grupos metoxilicos -Si(OCHj), para dar formagdo

do polimero de polissiloxano -S108i-, conforme mostra Figura 33b.

4.5.2. Espectroscopia na regido do infravermelho

A Figura 34 apresenta os espectros da quitosana F ¢ dos hibridos SiGQX
(X=1, 2 e 3). Os espectros destes hibridos sdo bastante similares entre si, com
relagdo ao comprimento de onda e intensidade das bandas. Entretanto, quando
comparados com ¢ espectro da quitosana F, também mostrado na mesma Figura
34, fica evidente o surgimento de uma nova banda em torno de 1636 cm'l, que é
atribuida 4 ligacdo imina C=N. O aparecimento desta banda confirma a interacdo
do glutaraldeido com a quitosana ¢ o organossilano. Observou-se também um
aumento na intensidade da banda em torno de 1560 cm™, atribuida ao surgimento
de ligacbes duplas etilénicas C=C durante a formagdo das liga¢des cruzadas.
Porém, este fendmeno ja foi bem relatado e discutido anteriormente no item 4.4.
Verificou-se também um aumento na intensidade da banda em tormno de 2932 cm’
! associada a ligacdo C-H, atribuido & contribuigdo das moléculas de
glutaraldeido ¢ do organossilano que interagiram no composto final '*"'*®
Portanto, os dados obtidos pela técnica de infravermelho confirmam a formagdo
do processo de liga¢des cruzadas (crosslinking), referente a primeira etapa do

mecanismo de formacao destes hibridos.
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Figura 34. Espectro na regido do infravermelho: a) quitosana F, b) SiGQI ¢)
SiGQ2 e d) SiGQ3.
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4.5.3. Ressonfincia magnética nuclear

A espectroscopia de RMN de *Si no estado sélido ¢ um meétodo bastante
utilizado na caracterizagéo da estrutura de hibridos de silicatos, onde se observa
em principio, quatro sinais distintos em torno de - 66, - 58, - 50 e - 40 ppm
associados a ocorréncia ou ndo dos grupos siloxanos —SiOSi- e silano] -SiOH no
hibrido.'*>'® O sinal em torno de - 66 ppm ¢ atribuido a presenga de trés grupos
siloxanos no polimero inorgénico, como representado por -RSi(08i);. O
sinal em tomo de - 58 ppm esta associado a presenca de dois grupos siloxanos e
um grupo silano, com a seguinte representago —RSi(-0Si)OH. A presenga de
apenas um grupo siloxano € dois grupos silanéis, -RSi(-0Si)(OH), mostram um
pico em torno de - 50 ppm. Finalmente, a auséncia do grupo siloxano e presenga
de trés grupos silandis, -RSi(OH); apresentam um pico em torno de - 40 ppm.

A presenca e intensidade destes quatros sinais no espectro dos hibridos
foram relacionadas ao grau de polimerizacdo, o qual reflete também a
intensidade de formagfio de grupos polissiloxano -0SiO- | que ocorrem no
processo sol-gel.

Os espectros de RMN de **Si no estado sélido dos hibridos séo mostrados
na Figura 35. Os trés primeiros sinais mencionados estio presentes nos espectros
de todos os hibridos vindo a corroborar com a esperada ocorréncia do processo
sol-gel na reagfo, referente & segunda etapa do mecanismo de formagfio destes
hibridos. Entretanto, mostram que ha entre os hibridos diferengas quanto ao grau
de formag#io do polissiloxano.

O espectro do SiGQ1, mostrado na Figura 35a, apresenta alta intensidade
para os sinais em - 66,0 e - 58,7 ppm, baixa intensidade para o sinal em - 49,5
ppm ¢ auséncia do sinal em torno - 40 ppm, portanto, indicando alta populagédo
dos grupos siloxanos neste hibrido.
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Figura 35. Espectro de RMN %Si no estado sélido: a) SiGQI; b) SiGQ2 e c)
SiGQ3.



O espectro do SiGQ2, mostrado na Figura 35b, apresenta intensidade
média para o sinal em - 66,7 ppm, alta intensidade para o sinal em - 58,7 ppm,
baixa intensidade para o sinal em - 49,7 ppm e auséncia do sinal em torno - 40
ppm, immdicando também alta populagdo de grupo siloxano neste hibrido,
entretanto, menos do que o encontrado em SiGQl. |

O espectro do SiGQ3, mostrado na Figura 35c, apresenta, intensidade
meédia para os sinais em - 66,6 ¢ - 50,3 ppm, alta intensidade para o sinal em -
58,5 ppm e baixa intensidade para o sinal em - 49,7 ppm. A presenga deste
ultimo sinal indica a ocorréncia neste hibrido de atomos de silicio totalmente
hidrolizados, dando -RSi(OH);, proveniente do organossilano TMT. O espectro
do SiGQ3 mostra que este possui menos populagdio de grupos siloxanos do que
os SiGQ1 ¢ SGQ2, portanto, dentre estes hibridos € 0 que apresenta menor grau
de formagdo do polimero inorgénico.

De um modo geral a RMN de *°Si no estado s6lido mostra que todos os
hibridos apresentam alta formagdo de polissiloxano, que sofre redugdo conforme
aumenta o tamanho da cadeia organica do organossitano. Portanto, estes dados
sugerem que o aumento da cadeia organica dos organossilanos provavelmente,
acarreta um certo disturbio no decorrer da segunda etapa de formagéo do hibrido,

dificultando o andamento do processo sol-gel.
4.5.4. Micrografia eletronica
As microfotografias da superficie dos hibridos SiGQ1, SiGQ2 e SiGQ3

mostradas na Figura 36 A, B e C, respectivamente, demonstram que estes

possuem uma morfologia homogénea, com caracteristicas do tipo lamelar.
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Eigura 36. Microscopia eletrdnica para: SIGQI (A); S1GQ2 (B): 51GUs (L) e

quitosana (L)
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Esta homogeneidade esta relacionada provavelmente, 4 boa miscibilidade
entre a quitosana dissolvida em acido acético € os organossilanos, durante a
sintese dos hibridos. A morfologia do tipo lamelar destes hibridos ¢
extremamente diferente da morfologia apresentada pela quitosana natural, que é
do tipo fibrosa, mostrada na Figura 36 D.

4.6. Aplicacio das quitosanas modificadas

A quitina, a quitosana ¢ seus derivados tém sido bastante exploradas em
diversas areas. Entretanto, a adsorgio de metais pesados™>> ¢ imobilizagdo de
enzimas'*'® vem destacando-se entre as demais. Na tentativa de se explorar
estes materiais obtidos, os mesmos foram testados quanto a capacidade de

adsorver ions Cu’* ¢ de imobilizar algumas enzimas.

4.6.1. Capacidade de adsorcao do fon Cu®*

Devido ao fato de que Cu®* ser o ion que apresenta maior afinidade em

interagir com a quitina € a quitosana,8.7s,147-1sl

conforme j& sfo descritos em
varias oportunidades, logo este foi escolhido como cition modelo para testar a

capacidade de adsorgéio de ions metalicos pelas quitosanas modificadas.
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4.6.1.1 Capacidade de adsorgéio de ion Cu® pelas quitosanas modificadas
com glutaraldeido

A Figura 37 mostra as isotermas de adsorgédo de ion cobre pela quitosana
natural e pelas quitosanas modificadas com glutaraldeido (QGX), obtidas através
do método de batelada.

Todos os polimeros mostram uma cinética de adsorgdo bastante
semelhante, com um patamar ja definido em torno de 1 h. Observa-se que todas
as QGX possuem capacidade de adsorver ions cobre superior 4 quitosana naturai.
Entretanto, observa-s¢ que todas as QGX, as quais na sua sintese incluem-se
glutaraldeido, mostraram menor capacidade de adsor¢fo que a QGO,0, na qual
ndo ¢ incluido glutaraldeido.

O aumento significativo na capacidade de adsor¢do da QGO0,0, com
relacdo a quitosana natural, provavelmente seja proveniente de modificagdes
fisico-quimicas ocorridas no polimero, durante a dissolugdo em acido acético ¢
Teprecipitagdo em meio alcalino. Uma destas modificagles fisico-quimicas fot
perfeitamente detectada ¢ mostrada durante a discussio da microscopia
eletronica, onde verificou-se que a morfologia da quitosana natural é muito
diferente da QGO0,0. Esta e outras diferencgas fisico-quimicas, causado pela
dissolugéio e reprecipitacdo da quitosana, faz com que um maior numero de
grupos amina livres da quitosana fiquem acessiveis a interagdo do ion cobre,
justificando, portanto, o aumento significativo da capacidade de adsorc@o da
QGO0,0 com relagdo a quitosana natural.

Esta discussdo também pode ser um caminho muito importante para
esclarecer as diferengas observadas por alguns estudiosos que utilizaram os

processos homogéneo e heterogéneo.”’”



Resultad iscussao Pagina 94

0,50
x—* X ¥
0404 ¥
x
SO
= / T _
é ] aT’/ ,/' //' 3 i
* e ——— %
o 0,2 ’/,;,ﬂi?*’f" %
> s _x—% X y
=z i x"
0,10- ,7*”
?/
oo
0 50 100 150 200
tempo / min

Figura 37. Curvas das isotermas de adsor¢fio de ions Cu®*: quitosana
natural (x); QGO.0 (%): QGO.L (+#); QGLO (#): QG5.0 (V). QGI0.0 (A):
QG20,0 (@); QG25,0 (m)
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Observou-se também que a capacidade de adsor¢do diminui quando se
utiliza o glutaraldeido em processo heterogéneo, o contrério € observado em
processo homogéneo, onde aumenta a capacidade de adsor¢do de ions
metalicos.”’

Com excegdo da QG20,0 e QG25,0 a capacidade de adsorver o ion cobre
diminui conforme aumenta a quantidade de glutaraldeido na elaboragdo desses
compostos, mostrando desta forma uma certa proporcionalidade. O aumento da
contribuigdo de glutaraldeido na sintese das QGX, como ¢ de se esperar, afeta a
estrutura fisica e quimica deste polimero. Este fato foi comprovado durante as
discussdes de caracterizagéio destes polimeros.

Durante o estudo da reagdo do glutaraldeido com a quitosana verificou-se
a formagdo de ligagdo imina N=C, proveniente da interagdio do grupo aldeidico
do glutaraldeido ¢ do grupo amina livre presente na quitosana. Portanto, os
aspectos quimicos de modificagdo da quitosana com glutaraldeido, tornam
coerente com a diminui¢do da capacidade de adsorc¢do, conforme aumenta-se a
contribui¢do do glutaraldeido na sintese do polimero. Isto ocorre devido a
diminui¢do de grupos amina livres, os quais sdo 0s maiores responsaveis pelos
efeitos interativos da quitosana com o cation. Qutro fato que pode influenciar o
decréscimo na capacidade de adsor¢do ¢ a diminuigdo de buracos na superficie
das QGX, conforme aumenta a contribuigdo de glutaraldeido, fato este
observado durante o estudo da morfologia desses polimeros.

QOutra observagdo importante € que o aumento na capacidade de adsor¢édo
das QGX com relagdo 4 quitosana natural, nfo se deve a contribuigdo do
glutaraldeido na sintese deste polimero, mas, devido a certas modificagtes
fisico-quimicas ocorridas na quitosana durante a dissolugdo. Isto ja foi bem
discutido acima durante a comparacdo entra a capacidade de adsor¢do da

quitosana natural e QGO0,0.
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4.6.1.2 Capacidade de adsorcio de fon Cu®" pelos hibridos

As isotermas de adsorgdo do ion cobre pela quitosana e por todos os
hibridos sdo mostradas na Figura 38. Observa-se que todos os polimeros
mostram uma cinética de adsorgio bastante semelhante entre si, com um

patamar também ja definido em torno de 1 h.

0,25 Ao e N
0,20 4 A . .
‘o 1 & v/l' »
-CE_’ 0,15 ¥
- 77
o . /-
o
-
wx 0104 /u
L ==
prd
0,05 —
0,00 % r T ' ' . . . ,
0 50 100 150 200
Tempo / min

Figura 38. Curvas das isotermas de adsor¢io de fon Cu'® - quitosana (m),

SiGQI (v), SIGQ2 (e) & SiGQ3 (a).
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O hibrido SiGQ1 apresenta uma capacidade de adsorg¢do semelhante a
quitosana. Entretanto, os outros dois hibridos SiGQ2 e SiGQ3 apresentam uma
capacidade de adsor¢do maior que a quitosana. Comparando os hibridos,
observa-se que a capacidade de adsor¢do aumenta conforme cresce o tamanho da
cadeia orgdnica do arganossilano. Isto ¢ justificado pela presenga de atomos de
nitrogénio na cadeia orginica destes organossilanos, cujo numero aumenta

conforme aumenta o tamanho da cadeia.

4.6.2. Imobilizagio de enzimas

A quitina € a quitosana possuem certas caracteristicas notaveis,
principaimente pela presenga de grupos amino presentes em ambos oS
biopolimeros, que as qualificam como bons suportes para imobilizacio de
enzimas, principalmente quando comparados a outros polimeros naturais
semelhantes como celulose, agarose, amido ¢ dextrana.'’®"!

A imobilizagdo de enzimas por estes biopolimeros normalmente ¢
realizado por dois caminhos: a) formag&o de ligagdo covalente entre a enzima e o
biopolimero e b) por adsor¢do simplesmente, envolvendo ligacdes fracas, entre a
macromolécula ¢ a cadeia polimérica dos biopolimeros. No primeiro a ligagdo da
enzima com os biopolimeros € realizado utilizando um reagente formador de
ligagdes cruzadas, normalmente utiliza-se um dialdeido, o qual reage com os
grupos amino presentes, tanto na enzima como nos biopolimeros, dando a
formagéo de ligagdo covalente. Entretanto, apesar de apresentar boa eficiéncia, a
ligacdo covalente formada entre os grupos aldeido e os grupos amino da enzima
conduz a uma queda significativa na atividade da enzima, resultado de uma

provavel desnaturagéio da propria enzima. 170
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exemplo, ndo necessitar de reagentes adicionais ¢ geralmente nfio acarreta
quaisquer danos 4 enzima imobilizada. A interagdo das enzimas com estes
biopolimeros ¢ normalmente atribuida ao efeito atrativo que ocorre entre os grupos
amino presente na quitina ou quitosana e os grupos carboxilicos das enzimas, tendo
a participaclo de ligagdes de hidrogénio, forgas de van der Waals e interagdo
hidrofobica.'” Entretanto, estudos precedentes afirmam que a interacio de enzimas
com a quitina, quitosana e alguns de seus derivados ocorre tanto via eletrostatica
como hidrofobica.'®

Quatro diferentes enzimas foram utilizadas para testar a capacidade de
imobilizagdo da quitosana F ¢ seus derivados QGS5,0 e SiGQX. A Figura 39 mostra
os resultados da imobiliza¢io das enzimas pela quitosana F ¢ seus derivados. Neste
caso o teor de imobilizacdo comparativo entre as enzimas € expresso pela
quantidade de enzima que permanece ligada ao suporte (mg), por um grama do
polimero.

Observa-se que a quantidade de glucose oxidase e catalase imobilizadas na
quitosana modificada com glutaraldeido QG5,0 é bem superior a quantidade
imobilizada na prépria quitosana. Entretanto, observa-se que a quantidade de
invertase ¢ urease imobilizadas na QGS5,0 ¢ menor do que a quantidade imobilizada
na quitosana. |

Com relagdio aos hibridos, verifica-se que & exce¢do do SiGQ1, a quitosana
apresentou-se em igualdade ou até mais eficiente do que a os demais hibridos.

Verifica-se ainda com relagdo a catalase, que a mesma mostra uma gradativa
diminui¢do na capacidade de imobilizag&o, que decresce do hibrido SiGQ1 para o
SiGQ3.
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Figura 39. Teor de imobilizacdo das enzimas glucose oxidase (Gox), catalase (Cat),
invertase (Inv) e urease (Ur) nos polimeros (pol) quitosana (quito) F e seus
derivados (QG3,0, SiGQ1, SiGQ2 e SiGQ3).

A quantidade de glucose oxidase imobilizada no SiGQ1 ¢ semelhante a
quitosana. Observa-se como na catalase, uma gradativa diminui¢do na quantidade
desta enzima imobilizada, que também decresce do hibrido SiGQ1 para o SiGQ3.
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O teor de invertase imobilizado na quitosana, SiGQ1 e SiGQ?2 ¢ similar, mas,
verifica-se uma dréstica queda na quantidade para o SiGQ3. Quanto a urease, o teor
imobilizado diminui da quitosana para os hibridos, os quais possuem capacidade de
imobilizar esta enzima semelhantes entre si.

Esperava-se que com a introdugfio de mais atomos de nitrogénio na estrutura
do polimero aumentasse também a capacidade de imobilizar enzima, como
observado na capacidade de adsorver ions cobre. Entretando, verificou-se o
contrério, conforme aumenta o tamanho da cadeia orgénica do organossilano
diminui a capacidade de imobilizar enzimas do polimero. Isto pode estar associado
ao fato de que as enzimas s30 macromoléculas de dimensdes muito superiores ao
ion cobre, sendo impedidas estericamente em penetrar e atingir os sitios ativos
localizados no interior das particulas destes polimeros, onde estio presentes os
centros reativos. Com estes resultados observou-se uma certa seletividade destes
polimeros na adsorg3o destas enzimas. Isto leva-se a acreditar que estes materiais
em forma de gel ou pd provavelmente devem mostrar boa resposta em estudos

cromatograficos na separaco ou purificagiio de materiais protéicos.
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5. CONCLUSAO

A sequéncia quanto ao grau de desacetilagio das quitosanas, determinadas
através da técnica de infravermelho corresponde a C < A <F, com 77,48; 81,01
e 86,12 %, respectivamente.

A concentragfio do glutaraldeido afeta as propriedades fisicas e quimicas
das quitosanas modificadas com glutaraldeido QGX.

As técnicas de inﬁ‘aveﬁnelho, Raman e anélise elementar sugerem que a
reagdio quitosana-glutaraldeido se estabiliza em torno das condigdes da QGS.,0,
envolvendo uma grande quantidade moléculas de glutaraldeido, dando a
propor¢éo de 1:20 entre quitosana:glutaraldeido.

As quitosanas modificadas QGX apresentam estruturas bastante
complexas. A formagdio das ligacSes cruzadas com glutaraldeido podem
envolver duas ou mais unidades basicas de quitosana no final da reagfio. As
ligagdes cruzadas podem ou ndo pertencer 4 mesma cadeia polimérica.

As técnicas de RMN de “C, infravermelho ¢ Raman mostram evidéncias
da formac#o de ligagdo imina, a qual ¢ estabilizada por ressondncia, com duplas
ligagdes etilénicas adjacentes.

As quitosanas modificadas QGX possuem maior capacidade em adsorver
o fon cobre que a quitosana original, entretanto, menor que a QG0,0. Com
excecdo das QG20,0 ¢ QG25,0, conforme aumenta a concentragdo de
glutaraldeido na composigéio das mesmas, diminui a capacidade de adsorgdo de
ions cobre.

O aumento na capacidade de adsorg@io das QGX com relagio & quitosana
natural, parece néo ser devido a contribui¢io do glutaraldeido na sintese deste
polimero, mas, devido a dissolugdio e reprecipitacdo da propria quitosana
natural,
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O mecanismo de formacfio dos hibridos pode ser dividido em dois
estagios, consistindo nos processos de ligagdes cruzadas e sol-gel. Estas etapas
foram muito bem caracterizadas por espectroscopia na regido do infravermelho e
RMN de #Si.

Os hibridos obtidos com organossilanos apresentaram-se no estado de
hidrogel. Depois de secos mostraram ser amorfos ¢ insohiveis solventes
orgénicos ¢ em meios alcalinos e acidos.

As superficies dos hibridos t¢ém morfologia do tipo lamelar, que sdo
completamente diferente da morfologia da quitosana original.

Com excegdio do SiGQ1 os outros dois hibridos apresentam superior
capacidade de adsorgdo de ion cobre em relagfio & quitosana e esta capacidade
aumenta conforme cresce o tamanho da cadeia orgénica do organossilano.

Os hibridos com organossilanos apresentam boa capacidade em imobilizar
enzimas, mas, com excec3o da catalase, o teor imobilizado dos hibridos foram
menores do que o da quitosana. Em geral este teor diminui conforme aumenta o
tamanho da cadeia orgénica do organossilano, que € o oposto do observado na
adsorc¢ao dos ions cobre.

A energia livre de Gibbs das interagdes cobre-quitina e cobre-quitosanas,
demostram que o0s processos sdo favordveis & interagdo do cobre-polimero. As
entalpias dessas interagdes s@o exotérmicas, sendo que as entalpias de interagdo
cobre-quitosanas s#o bem superiores & interag@io cobre-quitina. A entropia da
mteracio do cobre-quitina deménstra um aumento na desordem do sistema, o

contrario foi observado para as entfopias das interagdes cobre-quitosanas.
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